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Ice is forming on the tips of my wings

Unheeded warnings, I thought, I thought of everything
No navigator to find my way home

Unladened, empty and turned to stone

A soul in tension — that’s learning to fly

Condition grounded but determined to try

(Pink Floyd. "Learning to fly.")



Resumo

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sao sistemas coloidais que apresentam
potencial de uso topico. A utilizagao de constituintes de origem natural se apresenta como
alternativa aos lipidios sintéticos, por isso a cera de carnaiiba e 6leo de pracaxi foram
utilizados na preparagao de CLN contendo dexametasona (DXM) com finalidade de tratar
inflamacoes cutaneas. A caracterizagao do 6leo foi realizada através da determinacao da
composicao de acidos graxos por cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacao
de chama (CG-FID), densidade, viscosidade dindmica e cinemaética utilizando viscosi-
metro rotacional e EHL requerido. A elaboracao de diagrama pseudoternario de fases
(6leo/tensoativos/agua), avaliagdo da mistura de cera/6leo por DSC e DRX, determinagao
do coeficiente de partigado da DXM em 6leo de pracaxi/agua e a solubilidade em 6leo de
pracaxi também foram realizadas. A metodologia analitica por CLAE acoplada a detector
UV para quantificacao da DXM foi validada e um planejamento experimental fracionado
seguido de composto central foi executado com objetivo de obter CLN em torno de 200 nm,
PDI < 0,4 e maior eficiéncia de incorporagao da DXM. O perfil e modelo cinético da
liberacao in vitro foi estabelecido e avaliou-se a penetragao e/ou permeacao cutanea in
vitro da DXM em pele de orelha de porco utilizando células de difusao de Franz. O 6leo
de pracaxi contém 17 % de 4cido behénico e densidade de 0,90—0,85g/cm?, viscosidade
dinAmica de 65,75—7,77mPa/s e cinemética de 72,99—9,09mm? /s entre 30—100°C. O
EHL requerido do 6leo de pracaxi foi 8,8 para Tween® 80 e Span® 60 (40:60) e o diagrama
pseudoternario apresentou regiao de emulsao liquida leitosa com proporcao de agua a
partir de 38 % e a ocorréncia de nanoemulsao (tamanho de 131,6—258, 3nm) com pro-
porcao de agua de 87,5 %. As misturas lipidicas apresentaram indice de cristalinidade de
71,88 % e 31,93 % em comparacao com a cera de carnauba. O método analitico apresentou
parametros de validagao adequados e a solubilidade da DXM em 6leo de pracaxi foi de
190,16 ug/mL. O log P da DXM em 6leo de pracaxi/agua foi de -0,4250. O CLN composto
por DXM (0,15 %), lipidios 10 % (40 % de 6leo de pracaxi), tensoativos 5%, obtido com
um ciclo de homogeneizagao e pressao de 600 bar apresentou tamanho de 173,26 nm, PDI
0,166 e eficiéncia de incorporagao de DXM de 49,30 %. O perfil cinético das formulagoes
CLN-DXM e Gel DXM foi ajustado por modelo linear, com velocidades de 11,59 + 0,49
ug/cm?/h e 2,42 + 0,25 ug/cm?/h, respectivamente. Entretanto, a formulagao Gel CLN-
DXM apresentou perfil cinético melhor ajustado ao modelo de Higuchi, de acordo com a
equacao ) = 15, 64-75(()55,1%) — 18,432 (r*=0,9903). Os ensaios em pele nao apresentaram
absorcao percutanea. A retencao da DXM no estrato corneo foi de 0,80 + 0,13, 0,77 + 0,15
e 0,16 & 0,03 pg/cm? e na pele remanescente de 0,96 4= 0,17, 0,49 & 0,18 ¢ 0,13 4 0,03
ug/cm? para as formulacoes Gel CLN-DXM, Gel DXM e Creme DXM, respectivamente.
A formulagdo Gel CLN-DXM promoveu penetracao significativamente maior da DXM nas
camadas profundas da pele em comparagao as demais formulagoes, apresentando assim,

possibilidade de exercer maior eficicia terapéutica da DXM.



Palavras-chaves: Nanoparticulas. Inflamagao. Dexametasona.



Abstract

Nanostructured lipid carriers (NLC) are colloidal systems that have potential for topical
drug delivery. The use of natural lipids is an alternative to synthetic lipids and therefore
carnauba wax and pracaxi oil were used to obtain dexamethasone-loaded NLC to treat
skin inflammation. Pracaxi oil characterization was performed by fatty acids determination
using gas chromatography coupled to a flame ionization detector (GC-FID). Density,
kinematic and dynamic viscosities using a rotational viscometer and required HLB value
were determined. Furthemore, pseudo ternary phase diagram (oil/surfactants/water),
dispersed systems evaluation, wax/oil lipid mixture investigation by x-ray difraction and
DSC, DXM partition coeficient in pracaxi oil/water and DXM solubility in pracaxi oil
were determined. Analytical method for determining DXM content using HPLC coupled
to an UV detector was validated. A fractional factorial and central composite designs to
determine a CLN formulation with size around 200 nm, PDI < 0.4 and the best DXM
incorporation efficiency was developed. The DXM in vitro release kinetic profile was
evaluated and a kinetic model established. In vitro penetration and/or permeation in
porcine ear skin using Franz diffusion cells was evaluated. Pracaxi oil contains 17 % of
behenic acid and presents a density, dynamic and kinematic viscosities, between 30—100°C,
of 0.90—0.85g/cm3, 65.75—7.77mPa/s and 72.99—9.09 mm? /s, respectively. Pracaxi oil
required HLB was 8.8 using Tween® 80 and Span® 60 (40:60) surfactants. Pseudo ternary
phase diagram presented a milky liquid emulsion region starting with 38 % of water and
the occurrence of nanoemulsion (size of 131.6—258.3 nm) at 87.5 % of water. Lipid mixtures
of pracaxi oil/carnauba wax showed crystallinity index varying from 71.88 % to 31.93 %
compared with carnauba wax. The analytical method was suitable for DXM determinations
and the DXM solubility in pracaxi oil was 190.16 ug/mL. The log P value of DXM in
pracaxi oil/water was —0.4250. The CLN consisted of DXM 0.15%, 10 % lipids (40 %
pracaxi oil), 5% surfactants was obtained with one homogenisation cycle and 600 bar
pressure, presented a particle size of 173.26 nm, PDI of 0.166 and DXM encapsulation
efficiency of 49.30 %. The kinetic profile of CLN-DXM and DXM gel formulations was
fitted by linear model, with speeds of 11.59 + 0.49 pg/cm? /hr, and 2.42 4+ 0.25 pg/cm? /hr,
respectively. However, the CLN-DXM gel formulation presented kinetic profile best fitted
to Higuchi model, according to the equation ) = 15, 64.t?é5_12h) — 18,432 (r?=0,9903). Skin
penetration/permeation studies showed no percutaneous absorption. The formulations
DXM-NLC/gel, DXM-gel and DXM cream showed DXM retention in stratum corneum
layer of 0.80 4 0.13, 0.77 + 0.15 ¢ 0.16 + 0.03 pg/cm?, and in remaining skin of 0.96 +
0.17, 0.49 + 0.18 € 0.13 4 0.03 pg/cm?, respectively. From these findings DXM-NLC /gel
promoted significantly higher DXM penetration in deep skin in comparison with other
DXM formulations, thus demonstrating a possible better DXM-NLC/gel therapeutic
efficacy.

Key-words: Nanoparticles. Inflammation. Dexamethasone.
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1 INTRODUGAO

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) s@o sistemas coloidais constituidos
por uma matriz lipidica sélida & temperatura ambiente e corporal, constituida pela mistura
de um lipidio solido (cera) e um liquido (6leo), dispersa em um meio aquoso estabilizado
por tensoativos (MADER; MEHNERT; MADER, 2001).

Atualmente, os CLN despertam o interesse dos setores alimenticio, farmacéutico e
cosmético. Principalmente por causa da versatilidade que sistemas nanoestruturados de
constituicao lipidica podem apresentar. Dentre as qualidades apresentadas estao: liberagao
controlada, liberacao alvo-especifica, aumento da estabilidade de farmacos incorporados na
matriz lipidica, alta eficiéncia de incorporacao de farmaco, possibilidade de carreamento
de substancias tanto hidrofilicas como lipofilicas, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
baixa toxicidade, baixa alergenicidade, baixa irritabilidade, nao utilizacao de solventes
organicos durante a preparacao, facilidade de transposicao da producao para escala
industrial, possibilidade de esterilizagao e baixo custo de produgao (ATTAMA; MOMOH;
BUILDERS, [2012)).

A metodologia selecionada para ser utilizada neste trabalho foi a de homogeneizacao
a alta pressao (HAP), desenvolvida inicialmente por [Lucks e Miller| (1996). A HAP,
amplamente utilizada na industria farmacéutica e cosmética, apresenta distribuicao de
tamanho uniforme das nanoparticulas, auséncia de contaminagao por metal oriundo da
sonda de ultrassom e facilidade de sobreposigao para producao em larga escala (scale-up)
como algumas vantagens que a torna atrativa para a preparacao de CLN, principalmente
frente a outros métodos que utilizam agitacio mecanica e ultrassom (MADER; MEHNERT!
MADER), [2001; BATTAGLIA et al., [2014; SHEGOKAR; SINGH; MULLER,, [2011)).

A matriz lipidica de CLN é constituida, na maioria das vezes, por lipidios sintéticos
biocompativeis e biodegradéaveis como, por exemplo, Compritol® ATO 888 ¢ Mygliol®
812 (TAMJIDI et al., 2013)). No entanto, a utiliza¢ao de lipidios naturais, como alternativa
aos lipidios sintéticos, esta sendo estudada por diversos autores (NICULAE et al., |2014;
MANDAWGADE; PATRAVALE, 2008; AVERINA; SEEWALD, 2010).

Dentre os motivos da busca por matérias-primas de origem natural, pode-se citar
a preocupacao da sociedade por produtos manufaturados ecologicamente corretos. Além
disto, a viabilidade econémica de insumos extraidos da natureza de forma sustentavel pode
ser alcancada com o desenvolvimento tecnolégico e a utilizacao destas matérias primas em
produtos com alto valor agregado.

Neste contexto, este trabalho tem como uma de suas propostas a utilizacao de
lipidios de origem natural (cera de carnatba e 6leo de pracaxi) para preparagao de CLN
como forma de promover inovagao tecnolégica e uma nova aplicagao destes insumos na
area farmacéutica e/ou cosmética.

A cera de carnatba e o 6leo de pracaxi sao oriundos das regides nordeste e amazonica,

respectivamente. No cenario econdmico, apresentam relevancia nas suas regioes de producao,
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pois sao usados como matéria-prima em diversos setores, entre eles, o farmacéutico e
cosmético (CARVALHO, [2005; BARATA, [2005)). No entanto, ndo hé relatos na literatura
da combinacgao desses lipidios para obtencao de CLN.

Os grupos de pesquisa, que atuam no desenvolvimento de formulacoes para ad-
ministragao por via topica, demonstram grande interesse em formulacoes contendo CLN.
Principalmente por causa das caracteristicas de aumento da concentragao de farmaco
no local de acao e o aumento da eficacia terapéutica dos farmacos incorporados nestes
sistemas (KUNTSCHE et al., |2008; SANTOS MAIA et al.| 2002; CLARES et al., [2014;
PATHAK; NAGARSENKER; 2009).

As caracteristicas citadas sao desejaveis no tratamento de sintomas de inflamagoes
cutaneas, que sao realizados, de forma geral, por meio da aplicacao topica de farmacos gli-
cocorticoides, como por exemplo, a dexametasona (DXM) (WIEDERSBERG; LEOPOLD:
GUY|, 2008).

Wiedersberg, Leopold e Guy| (2008) relataram que o veiculo utilizado apresenta
grande influéncia na penetracao de glicocorticoéides topicos nas camadas da pele e, conse-
quentemente, a biodisponibilidade e potencia dos mesmos. O efeito oclusivo, promovido
pelo uso de veiculos oleosos (pomadas), foi apontado como um dos responsaveis pelo
aumento da penetracao nas camadas da pele, pois a oclusao do tecido cutaneo provoca o
aumento da hidratacao do estrato corneo, que facilita a absorcao cutanea do farmaco.

O efeito oclusivo é uma das principais caracteristicas apresentadas por CLN, por
isso sdo candidatos promissores para a administragao de glicocorticoides topicos (LOO:
BASRI; ISMAIL, 2013; HAMISHEHKAR et al., ; WISSING; LIPPACHER; MULLER,
2001]).

Fundamentado na literatura e nas informacoes apresentadas até o momento, este
trabalho propoe a utilizagao de lipidios de origem natural (cera de carnaiba e 6leo de
pracaxi) para a preparagao de CLN, contendo o farmaco modelo dexametasona, e realizar
a aplicagao deste sistema de liberacao por via topica.

Esta tese apresenta um levantamento bibliografico do estado da arte sobre CLN
abordando aspectos como: conceitos, classificacoes, vantagens e desvantagens, metodologias
de preparacao e caracterizagao, aplicagoes em uso topico e relata alguns produtos disponiveis
no mercado contendo CLN. Ainda no levantamento bibliografico, ha uma abordagem sobre
o 6leo de pracaxi, cera de carnatba e a dexametasona. Por ultimo, fez-se uma breve revisao
sobre planejamentos experimentais do tipo fracionado e composto central.

A primeira etapa experimental deste trabalho consistiu na verificacao da possibili-
dade da utilizagao da cera de carnaiba e o 6leo de pracaxi para obtengao de CLN por meio
de caracterizacao fisico-quimica do 6leo de pracaxi, da cera de carnaiiba e das misturas
fisicas de cera e 6leo. Na segunda etapa, foram realizados planejamentos experimentais do
tipo fatorial fracionado e composto central com o intuito de se obter uma formulacao de

CLN com tamanho de particula em torno de 200 nm, indice de polidispersao (PDI) menor
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que 0,4 e maior eficiéncia de incorporacao de DXM possivel. Na ultima etapa, avaliou-se a
liberagao in vitro da DXM em sistema de difusao vertical composto por células de Franz
com membrana de acetato de celulose e a penetragao e/ou permeagao in vitro em pele de

orelha de porco da formulacao selecionada na etapa anterior.
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2 Revisao de literatura
2.1 Nanoparticulas lipidicas soélidas e carreadores lipidicos nanoestruturados

Nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos nanoestruturados sao siste-
mas coloidais, apresentados & comunidade cientifica no final da década de 1990, constituidos
por lipidios soélidos estabilizados por tensoativos, que se propoem como alternativas a
sistemas de liberacao atuais, como por exemplo, emulsoes, lipossomas e nanoparticulas poli-
méricas (GASCO), 1993; GASCO), 1997; ALMEIDA; RUNGE; MULLER, [1997; ASAWALE!
MESHRAM; KUMBHAR] 2014)).

As nanoparticulas lipidicas sao divididas em dois tipos: nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) e carreados lipidicos nanoestruturados (CLN). As NLS s@o semelhantes as
emulsoes do tipo 6leo/dgua com a diferenga que a fase interna é composta por um lipidio
solido a temperatura ambiente, enquanto que nas emulsoes O/A é composta por um lipidio
liquido a temperatura ambiente.

Os CLN apresentam a matriz lipidica composta pela mistura de um lipidio solido
(cera) e um liquido (6leo), sendo que tal mistura deve se homogénea e solida até a tempe-
ratura minima de 40°C para garantir que nao ocorra fusao dos lipidios em temperatura
ambiente e também corporal (MULLER; MADER; GOHLA,, [2000; MULLER et al., 2007
MEHANNA; MOTAWAA; SAMAHA.| 2012, GASCO), 2007).

Os CLN apresentam algumas vantagens frente as NLS, por exemplo: maior eficiéncia
de incorporacao de farmaco, menor liberagao de farmaco da matriz lipidica durante o tempo
de armazenamento e menor quantidade de 4dgua necessaria nas dispersoes (ATTAMA;
MOMOH; BUILDERS] 2012]).

A composigao da matriz lipidica de CLN pode ser de lipidios naturais ou sintéticos
biodegradéveis, podendo alcangar a concentracao de até 40 % na formulagao (PATIDAR!
et al., 2010)).

A alta concentracao lipidica pode conceder aparéncia semi-solida para as prepa-
racoes de CLN e sao destinadas para produtos cosméticos como batons, por exemplo.
Entretanto, concentragoes lipidicas no intervalo entre 10 % e 15% sao favoraveis para
utilizagao por via topica, pois apresentam aparéncia fluida e, com isso, sao facilmente
dispersos em solugdes aquosas ou incorporados em creme ou gel (MULLER; RADTKE!
WISSING/, 2002b; SCHAFER-KORTING; MEHNERT; KORTING, 2007).

A selecao dos componentes da mistura lipidica para preparacao de CLN é determi-
nante para o exito da formulacao, principalmente, no que diz respeito a caracteristicas
fisico-quimicas que influenciam na estabilidade da preparagao, na eficiéncia de incorporacao
de farmaco e na protecao contra degradacao de farmacos sensiveis a agentes externos
(oxidag@o, hidrolise) (TAMJIDI et al., 2013).

Algumas questoes devem ser avaliadas para a selecao dos constituintes da mistura

lipidica (lipidio solido e liquido) a ser utilizada na preparacao de CLN, entre elas estao:
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solubilidade do farmaco nos lipidios, tamanho e conformacao das cadeias lipidicas, esta-
bilidade contra degradacao (oxidagao, lipolise), biodegradabilidade e biocompatibilidade
(TAMJIDI et al., 2013)).

A solubilidade do farmaco na mistura lipidica esta intimamente ligada a eficiéncia
de incorporacao do mesmo pelas nanoparticulas. Durante a selecao dos constituintes
lipidicos do CLN deve-se dar preferéncia aos lipidios que apresentam maior afinidade pelo
farmaco de escolha.

Quanto a conformacao e tamanho das cadeias lipidicas, deve-se buscar os lipidios
solidos e liquidos com tamanhos e conformacoes de cadeias lipidicas com natureza mais
heterogénea possivel entre si com o objetivo de obter uma mistura lipidica com maior grau
de desorganizacio possivel da matriz lipidica (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002b)).

A proporgao de lipidio liquido na mistura (lipidio solido + lipidio liquido) também
deve ser avaliada, pois elevadas concentracoes de lipidio liquido podem provocar a saturagao
do mesmo no momento da solidificacao da mistura, ocorrendo assim, o extravasamento de
lipidio liquido a partir da mistura sélida. Por isso, deve-se verificar se a mistura formada
pelo lipidio solido e lipido liquido é homogénea.

Experimentos simples com a utilizagao de papel filtro hidrofilico ou anélise térmica
por DSC podem ser usados para determinar a homogeneidade da mistura lipidica sélida
(KASONGO et al., 2011]).

Normalmente, sao utilizados mono, di e triglicerideos, acidos graxos e ceras como
constituintes lipidicos de NLS e CLN. Os lipidios liquidos comumente utilizados para
preparagao de CLN sao: 6leo de soja, 6leo de milho, triglicerideos de cadeia média (TCM),
acido oleico.

Os TCM sao muito utilizados pois apresentam baixa viscosidade (28-32mPa/s a
20°C), propriedades emulsificantes e estabilidade frente a oxidagao. O éacido oleico apresenta
também baixa viscosidade e propriedade emulsificante, no entanto, é mais suscetivel a
oxidacao em comparacao a TCM.

Os 6leos de origem vegetal apresentam composi¢cao com maior variedade de triglice-
rideos e acidos graxos, alguns apresentam em sua composigao substancias com propriedades
anti-oxidantes e tém custo financeiro menor que os TCM e o acido oleico, por exemplo.

Alguns lipidios so6lidos utilizados na preparacao de NLS e CLN e suas respectivas
temperaturas de fusao estao apresentadas na [Figura 1}

Entre os lipidios solidos, os mais utilizados para preparacao de CLN sao o moneste-
arato de glicerila, behenato de glicerila (Compitrol® ATO 888) e o palmitato de cetila
(TAMJIDI et al 2013)).

O Compitrol® ATO 888, produzido pela empresa francesa Gattefossé®, consiste
de mono (12-18%) di (52-54 %) e triglicerideos (28-32%) do acido behénico. Outros
acidos graxos, de cadeia menor, correspondem a menos de 15%. E usado amplamente em

cosméticos, alimentos e em formas farmacéuticas de uso oral.
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Figura 1 — Grafico com a temperatura de fusao de lipidios s6lidos comumente utilizados para preparagao

de CLN.
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Fonte: Adaptado de (SOUZA et all|2011; ZHANG et all |2011; RICCI et al., 2005, TEERANACHAIDEE-
KUL et al.l 2008; BHASKAR et al., 2009; ARAUJO et al., 2012; [LIU et al., [2008; LIU; WU, [2010;
HAN et al] [2008; [PATHAK; NAGARSENKER], 2009} NGUYEN et al., [2012; NAM; JI;: PARK)],
2011; PARDEIKE et al., [2011)).

Diversos autores atribuem ao Compitrol® ATO 888 alta eficiéncia de incorporacao
de farmaco e boa estabilidade de formulacoes de CLN. A alta eficiéncia é atribuida a
composicao lipidica que produz uma matriz com varias imperfei¢coes na estrutura crista-
lina, que contribui para o aumento da eficiéncia de incorporagao (SOUTO; MEHNERT
MULLER, 2006; CASTRO et al., 2007; JENNING; MADER; GOHLA, 2000).

O monoestearato de glicerila é amplamente utilizado em formulacoes cosméticas,
na industria alimenticia e em formulacoes farmacéuticas. E classificado como nao-toxico e
nao-irritante (LUO et al., 2006).

As ceras de origem natural, como por exemplo, cera de carnaiba e de abelha
sao aprovadas pelo FDA (Food and Drug Adminitration) para utilizagdo em alimentos,
e consequentemente, podem ser utilizadas para a preparagao de CLN (TAN et al., [2014;
LACERDA; CERIZE; RE, [2011).

A maioria das formulagoes de CLN sao estabilizadas por meio de tensoativos. Em
alguns casos, com menor ocorréncia, sao estabilizadas por uma combinacao de tensoativos
e biopolimeros.

A razao pelo uso expressivo de tensoativos como estabilizantes de CLN esta na
capacidade dos mesmos em formar espontaneamente nanoemulsoes em métodos que
empregam baixa energia e também a agilidade em adsorver na superficie das goticulas de
fase interna e reduzir a tensao interfacial em métodos que empregam alta energia, como
por exemplo, o método de homogeneizacao a alta pressao (TAMJIDI et al., 2013).

Preferencialmente, utiliza-se uma mistura de tensoativos em preparagoes de CLN.
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A mistura é composta por dois tensoativos, um hidrofilico e outro lipofilico. Esta estratégia
promove maior estabilidade & dispersao de nanoparticulas em comparacao ao uso de um
tensoativo isolado (TAMJIDI et al., |2013; MADER; MEHNERT; MADER), 2001)).

Além da utilizacao de mais de um tensoativo, é importante também, para a
estabilidade dos CLN, a determinacao do EHL requerido para a mistura lipidica e a
utilizagao da propor¢ao de tensoativos com o EHL adequado (KIM et al., 2014).

Os tensoativos nao i6nicos promovem a estabilizacao da dispersao de CLN através
de efeito estérico. Os CLN preparados com este tipo tensoativo possuem resisténcia a
mudancas de pH e concentracao de eletroélitos, além de apresentar menor toxicidade e
potencial de irritagdo quando comparados com tensoativos i6nicos (TAMJIDI et al., 2013}
ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012]).

Os tensoativos mais utilizados séo: os Tweens®, como por exemplo, o Tween®
80, fosfolipidios e os Poloxamers®, como por exemplo, o Poloxamer® 188 (SCHAFER-
KORTING; MEHNERT; KORTING/ 2007). O Tween® 80 ¢ um tensoativo hidrossoltvel
do tipo ndo idnico com valor de equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) de 15. E adequado
para estabilizagao de dispersoes de CLN e apresenta a vantagem de manter a dispersao
estavel em casos de mudancas de pH e alteracoes de concentracao de eletrolitos no meio
(TAMJIDI et all 2013)).

O Poloxamer® 188 é um tensoativo do tipo nao-idénico com EHL em torno de
29. Apresenta vantagens como: estabilidade a altas temperaturas, baixa toxicidade e
concede boa estabilidade a formulagoes de CLN, evitando a agregacao das nanoparticulas
(TAMJIDI et al, 2013; HAN et al., [2008).

Os fosfolipidios sao moléculas hidrofobicas com EHL em torno de 8-9 (OHYAMA|
1990)). Possuem classificacio GRAS (Generally Recognized As Safe), expedida pelo FDA
(U.S Food and Drug Administration), e sdo encontradas no mercado com varios niveis de
purificagao, devido a isto, a variagdo em suas caracteristicas, como por exemplo EHL, é
diversificada. Possuem altas concentragoes de acidos graxos insaturados, principalmente
as obtidas da soja, e por isso, sdo suscetiveis a oxidagao (TAMJIDI et al., [2013). S&o
utilizadas em associagao com outros tensoativos, pois de forma isolada nao sao adequadas
para estabilizar dispersdes de CLN (DOKTOROVOVA et al., 2010; LIU et al., 2007
ZHUANG et al., [2010; CHEN et al., [2006).

O emprego de biopolimeros para a preparagao de CLN é menos frequente porque as
suas caracteristicas podem ser alteradas devido a utilizacao de alta temperatura durante o
processo de preparacgao, principalmente, se o método de homogeneizacao a alta pressao a
quente for aplicado, pois submete os constituintes da formulagao ao aquecimento (TAMJIDI
et al., 2013).

Uma alternativa é a associacao de biopolimeros e tensoativos. A utilizacao de
pequenas quantidades de tensoativos em conjunto com biopolimeros proporciona o aumento

da eficiéncia de emulsificagdo da mistura devido a intensa interagao entre o tensoativo e o
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polimero (ZHENG et all 2013).

Liu, Wang e Xia| (2012)) utilizaram como tensoativos, para preparagao de CLN,
uma molécula obtida por meio da modificacao do biopolimero goma arabica associada a
um tensoativo derivado do 4cido laurico e lecitina obtida da soja. A metodologia utilizada
para preparacao foi a homogeneizacao a alta pressao a quente, sob temperatura de 55°C.

A associacao de um tensoativo ao biopolimero e a temperatura relativamente
baixa (55°C) nao afetou o desempenho dos tensoativos, que foram capazes de estabilizar
a formulagao por um periodo de 3 meses. Além disso, a molécula incorporada no CLN
(coenzima Q-10) apresentou aumento de 200% na biodisponibilidade.

Os tensoativos utilizados para preparacao de CLN devem ser selecionados com
critério e observando a via de administragao pretendida, uma vez que ha limitagoes quanto
a biocompatibilidade de alguns tensoativos (JOSHI; MULLER, 2009).

Para via topica esta limitacao é menor, no entanto, deve-se evitar a utilizacao

de tensoativos que apresentam possibilidade de causar irritagdo na pele (WILHELM:
FREITAG; WOLFF, |1994).

2.1.1 Classificacao

A classificacao dos CLN esté baseada, principalmente, na forma com que a matriz
lipidica se organiza durante o processo de preparacao.

Sabe-se que esta organizacao exerce grande influéncia na capacidade de incorporagao
de farmaco na matriz e também na manutencao do aprisionamento deste durante o periodo
de armazenamento. Os CLNs séo classificados em trés tipos: matriz imperfeita (tipo I),
matriz amorfa (tipo II) e matriz multipla (tipo III) (MULLER; RADTKE; WISSING,
2002b).

O tipo I, também denominado matriz lipidica sélida imperfeita, apresenta um estru-
tura altamente desorganizada, devido a mistura do lipidio liquido (6leo) ao lipidio s6lido
(cera) fundido. Essa mistura ao solidificar e, consequentemente, recristalizar apresentara
uma estrutura que fornece espacos vazios para acomodar o farmaco na matriz lipidica.

Os espagos sao obtidos devido a conformagao espacial heterogénea apresentada
pelos triglicerideos formados por diferentes dcidos graxos, como também pela presenca de
insaturagoes (TAMJIDI et al. 2013).

O tipo II ou matriz lipidica amorfa, é obtida quando a matriz lipidica encontra-se
no estado amorfo. Neste tipo de organizacao da matriz, os lipidios foram misturados de
uma forma que se evitou a cristalizacao durante o resfriamento da mistura.

O tipo III ou CLN multiplo, apresenta fase multipla do tipo lipidio liquido/lipidio
solido/agua e o farmaco pode esté solubilizado no lipidio s6lido ou liquido, apresentando
normalmente maior afinidade pelo lipidio liquido.

Este tipo de CLN é obtido em ocasioes onde se utiliza alta concentragao de 6leo

na composi¢ao da matriz lipidica, que causa a saturagao do 6leo na mistura lipidica e a
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ocorréncia de separacao do mesmo durante o processo de solidifica¢do (recristalizagao),
provocando a separacdo das fases (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002b; JENNING:!
MADER; GOHLA| 2000).

Isto ocasiona a formacao de pequenos compartimentos de 6leo na matriz lipidica.
Nestes compartimentos liquidos o farmaco esta em maior concentracao, devido a maior
afinidade por esta fase. Essa caracteristica confere a este tipo de CLN maior capacidade
de incorporacao de farmaco.

A porgao liquida deste tipo de CLN estéa circundada por lipidio solido, isso faz com
que haja liberagao controlada do farmaco e evita também expulsao do mesmo (TAMJIDI
et al., 2013).

A apresenta uma ilustragao com a classificacao dos carreadores lipidicos
nanoestruturados apresentando as diferentes formas com que a matriz lipidica se organiza
em cada tipo de CLN.

Figura 2 — Ilustragao com a classificacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados.

Farmaco incorporado

Lipidio
Espagos
na matriz
lipidica
Tensoativo
Lipidio amorfo Oleo
Tipo | Tipo Il Tip? I!I
Ipo Matriz lipidica amorfa CLN multiplo

Matriz lipidica imperfeita

Fonte: adaptado de (TAMJIDI et al., [2013).

2.1.2 Vantagens e desvantagens

As vantagens das nanoparticulas lipidicas, de forma abrangente, sao: liberacao
controlada e alvo-especifica de farmacos, aumento da estabilidade de farmacos facilmente
degradéaveis, alta eficiéncia de incorporacao, possibilidade de incorporacao de farmacos
hidrofilicos e lipofilicos, utilizacao de lipidios biodegradéveis e de alta biocompatibilidade,
facil implementacao de producgao em larga escala, possibilidade de esterilizacao da formu-
lagao e menor custo financeiro quando comparado a preparagao poliméricas (PATIDAR et
al., 2010]).

Especificamente sobre os CLN, além das vantagens atribuidas a todas as nano-
particulas lipidicas, eles apresentam caracteristicas exclusivas que dao vantagem sobre os

demais sistemas de liberacao de farmacos.
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Os CLN apresentam efeito oclusivo e hidratagao devido a afinidade com a pele e o
tamanho reduzido das particulas, que formam uma camada de oclusao no tecido cutaneo
que evita a perda de dgua e consequentemente promove hidratagao (SAMEIN| 2014]).

Este efeito oclusivo e de hidratagao auxilia também na maior penetracao do farmaco
nas camadas da pele. Foi atribuido aos CLNs também, maior penetracao do farmaco em
tecidos cutneos em comparagao com as formulagdes convencionais (SAMEIN| 2014).

As vantagens dos CLNs sobre as NLS estao relacionadas com a possibilidade de
minimizar ou evitar alguns dos problemas apresentados pelas NLS. Entre esses problemas,
os principais sao: expulsao do farmaco incorporado durante o tempo de armazenamento e
baixo teor de farmaco incorporado (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002b)).

As NLS apresentam estes problemas por causa da sua composicao de lipidios com
cadeias de tamanho semelhante, que resulta em uma matriz lipidica com alto grau de
organizacao e que possui poucas imperfei¢oes na matriz.

O farmaco incorporado encontra-se entre as cadeias de acidos graxos destes lipidios
ou nos espagos fornecidos pela imperfeicoes formadas durante a cristalizagao da matriz
lipidica do CLN.

A cristalizagao durante o processo de solidificagao, da origem a estruturas cristalinas
de alta energia do tipo /' e « e, durante o tempo de armazenamento, estas estruturas
cristalinas se transformam na forma [, de menor energia.

A forma [ possui maior organizac¢ao e menos imperfeicoes, sendo assim, durante a
transformacao das formas 3’ e « para 3, o farmaco incorporado nestes espacos fornecidos
pelas imperfeicoes das formas cristalinas e entre as cadeias de acidos graxos é expulso para
fora da matriz lipidica (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002b).

Os CLN possuem composicao lipidica de lipidios liquidos e s6lidos a temperatura
ambiente. A mistura destes lipidios, com composicao de cadeias lipidicas de tamanhos
diferentes, promove menor grau de organizagao da matriz lipidica do CLN durante a
preparacao. O menor grau de organizacao da matriz evita ou retarda a transformacao das
formas 3’ e & em . Por isso, a expulsao de farmaco durante o tempo de armazenamento
¢ ausente ou diminuida em CLN. A menor organizagao da matriz lipidica do CLN é
responsavel também pela maior quantidade de farmaco incorporado quando se compara
CLN e NLS. A matriz lipidica do CLN apresenta maior nimero de imperfei¢coes na estrutura
cristalina da matriz lipidica e essas imperfei¢coes fornecem espagos para incorporar o
farmaco na matriz. Devido o CLN apresentar menor organizagao das cadeias lipidicas, e
consequentemente mais imperfei¢oes, a quantidade de farmaco incorporado é maior quando
comparado a NLS (TAMJIDI et al., 2014).

O que provoca menor grau de organizacao do CLN, quando comparado a NLS, é
a diversidade de composicao lipidica, que apresenta cadeias carbonicas de tamanhos e

conformacoes estruturais diferentes entre os lipidios sélido e liquido utilizados na preparagao

de CLN (HU et al., 2006).
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Entre as desvantagens apresentadas por CLNs, estao: a grande quantidade de agua
nas dispersoes, cerca de 70 % a 95 %, e a possibilidade de coexisténcia de outras estruturas
coloidais na dispersao como, por exemplo, tensoativos na forma de micelas. A grande
quantidade de dgua na dispersao de NLS e CLN (70-95 %) pode provocar a degradagao
do farmaco por regoes de hidrolise, por exemplo. As alternativas para contornar esta
desvantagem sdo: secagem por liofilizagao e spray drier (ATTAMA; MOMOH; BUILDERS,
2012).

O tensoativo em excesso pode formar espontaneamente micelas ou outras estruturas
vesiculares na fase aquosa. Com isso, o farmaco nao incorporado no CLN pode encontrar-se
solubilizado nessas estruturas coloidais formadas, resultando em modificacao do perfil
de liberagdo como também na eficiéncia de incorporagao das nanoparticulas (ATTAMA
MOMOH; BUILDERS] 2012]).

Outras desvantagens estao associadas a determinadas metodologias de preparo, a
cristalizacao do lipidio, a forma de incorporagao do farmaco na matriz lipidica e a baixa
viscosidade da dispersao de nanoparticulas lipidicas. A ultima podendo ser corrigida com

a incorporagao da dispersao de CLN em emulsoes ou hidrogéis (YADAV et al. 2013)).

2.1.3 Metodologias de preparagao
2.1.3.1 Homogeneizagao sob alta pressédo a quente

Esta metodologia é amplamente utilizada na industria farmacéutica, e esta estabe-
lecida principalmente na producao de emulsoes para nutrigao parenteral. Alguns exemplos
de produtos disponiveis no mercado que utilizam esta metodologia sdo: Intralipid®,
Lipofundin® e Lipovenoes® (HIPPALGAONKAR; MAJUMDAR; KANSARA, [2010).

Baseada nesta metodologia utilizada para preparagao de nanoemulsoes, em 1991
Lucks e Miiller| (1996) patenteou o processo de preparagao de nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) usando os fundamentos da metodologia de preparagao de nanoemulsoes com
o uso de homogeneizador a alta pressao. A técnica de homogeneizacao sob alta pressao
(HAP) a quente ¢ realizada em temperatura acima da ocorréncia de fusdo dos lipidios
constituintes da nanoparticula lipidica. Sendo assim, os lipidios estarao no estado liquido
durante o processo de homogeneizacao a alta pressao. A HAP a quente é indicada quando
se deseja incorporar farmacos lipofilicos e que nao sejam sensiveis a temperatura. O uso
de HAP & quente nao apresenta eficiéncia satisfatéria para incorporacao de farmacos
hidrossoluveis, pois durante o processo de homogeneizacao a quente pode ocorrer particao
do farmaco no sentido da fase aquosa. Isto provoca diminui¢ao da eficiéncia de incorporagao
(TAMJIDI et al 2013). No caso de farmacos hidrossoluveis, a metodologia de HAP & frio
¢ mais adequada (KAMBLE et al., [2012]).

Na metodologia de HAP para preparacao de CLN, uma pré-emulsao é obtida

dispersando a fase oleosa composta pelos lipidios fundidos a uma temperatura em torno de
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10°C acima da fusao e a fase aquosa composta por dgua e tensoativos na mesma temperatura.
As duas fases sao dispersas em um dispositivo de alto cisalhamento, como por exemplo,
Ultraturrax®. Esta etapa consiste na dispersdo de dois componentes imisciveis que formam
uma interface entre si (pré-emulsdo) e requer o emprego de energia para dispersao da fase
interna em pequenas goticulas. A energia empregada durante a emulsificagdo proporciona
aumento da area interfacial entre as fases interna e externa devido a formagao das goticulas
de 6leo de tamanho reduzido e o aumento do nimero das mesmas. Os tensoativos presentes
na fase aquosa irao se dispor na interface entre as duas fases, promovendo a estabilizacao
da pré-emulsao (TADROS| 2009).

Em seguida, a pré-emulsao ¢ levada ao homogeneizador de alta pressao (HAP)
onde é submetida a ciclos de homogeneizacao que variam, geralmente, entre 1 a 10 e sob
pressao que também varia entre 100 a 1500 bar. Durante os ciclos de homogeneizacao a
pré-emulsao é submetida a forgas de cisalhamento, cavitacao e turbuléncia por meio da
passagem da pré-emulsao por uma valvula de homogeneizagao. Esta valvula promove a
passagem da dispersao por um orificio com didmetro micrométrico. Antes da valvula, o
fluido encontra-se sob alta pressao (até 1500 bar) e baixa velocidade. Ao atravessar, adquire
grande energia cinética (velocidade) em um curto espago e sofre uma queda brusca e intensa
na pressao, que era de até 1500 bar e cai para pressao atmosférica. Esse processo dindmico
pelo qual o fluido é submetido provoca intensas mudancas de energia, que explicam os
fenémenos de cisalhamento, cavitacao e turbuléncia pelos quais sao submetidos durante a
homogeneizagao a alta pressao (FLOURY et al., [2004).

A apresenta a descrigao esquemética do processo de homogeneizagao a
alta pressao.

O uso de equipamentos que proporcionam alto cisalhamento, como o Ultraturrax®,
entregam energia suficiente a dispersao para a diminuicao das goticulas de 6leo, no entanto
nao se obtém nanoparticulas somente na escala nanométrica, ocorrendo também a presenca
de particulas maiores (alta polidispersao). Para se obter goticulas de dimensao nanométrica
com polidispersao adequada é necesséario o uso de técnicas que empregam maior quantidade
de energia ao sistema, como por exemplo, homogeneizadores de alta pressao (TADROS,
2009).

Para que uma goticula de 6leo tenha seu tamanho reduzido, deve-se submete-la
a um stress que provoque a sua deformacao e posterior divisao em goticulas menores.
Quanto menor o raio, maior o stress necessario para ocorrer a deformacao e a divisao
em goticulas menores. Durante a etapa de pré-emulséo e utilizacdo de Ultraturrax®, este
stress é transmitido para as goticulas pela agitacao do liquido da fase externa, e quanto
maior a agitacao, maior a energia empregada. A dificuldade em diminuir o tamanho das

goticulas de 6leo da fase interna de uma emulsao para a escala nanométrica é explicada
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Figura 3 — Descricao esquematica do método de homogeneizagao a alta pressao.
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Fonte: adaptado de http://www.particlesciences.com/images/tb/emulsification-process-using-a-high-
pressure-homogenizer.jpg

pela equagao de pressao de Laplace, [Equacao 2.1}

AP =2vy/r (2.1)

Esta equacao demonstra a diferenga de pressao existente entre o interior e o exterior
de uma superficie curvada, uma goticula de 6leo de uma emulsao por exemplo. Onde, AP
¢ a diferenca de pressao entre o interior e o exterior da goticula, v é a tensao interfacial e
R é o raio da goticula. Esta diferenga de pressao é proporcionada pela tensao interfacial
entre dois meios imisciveis, ou seja, a fase interna e externa da emulsao. O interior da
goticula apresenta pressao maior que o exterior, e quanto menor for a goticula maior sera a
diferenca de pressao entre a interface interna e externa. Consequentemente, quanto menor
for a goticula da fase interna maior sera a a resisténcia a ruptura em goticulas menores
(CANSELIER; POUX| 2004]).

A energia empregada durante as etapas de pré-emulsao e homogeneizacao a alta

pressao sao suficientes para a formagao de goticulas nanométricas, gracas a diminuigao
da tensao interfacial das duas fases imisciveis proporcionada pelo uso de tensoativos,

como também, a diminuicao da viscosidade da fase interna provocada pelo aumento de

temperatura durante o processo de preparacao (TADROS| 2009).

O resfriamento da emulsao apo6s as etapas de pré-emulsao e homogeneizacao a alta
pressao pode ocorrer a temperatura ambiente como também de forma brusca, através de
banho de gelo ou diluicao com agua gelada (2—4°C) (RICCI et all 2005).

As dispersoes de CLN obtidas pela técnica de HAP a quente apresentam particulas

com distribui¢ao de tamanho uniforme. Esta caracteristica confere estabilidade satisfatoria
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das dispersoes, que por serem um sistema instavel apresentam tendéncia de agregacao de
coalescéncia das particulas (THASSU; DELEERS; PATHAK, 2007)).

2.1.3.2 Homogeneizagao a frio

A homogeneizagao a frio é adequada em situagoes onde o farmaco é sensivel &
temperatura ou em situagoes em que a temperatura elevada, durante a etapa de pré-emulsao,
pode provocar a partigao do farmaco para a fase externa (hidrossolavel).

Nesta técnica de preparacao, a mistura lipidica é fundida e o farmaco solubilizado
nesta mistura. Se a solubilidade do farmaco for insuficiente, pode-se utilizar tensoativos
para promover a solubilizacao do farmaco na mistura lipidica utilizada. Posteriormente, a
fase lipidica é resfriada para que se torne solida e entao é reduzida a escala micrométrica
por meio de trituragao. O resfriamento pode ser efetuado com auxilio de gelo seco ou
nitrogénio (N,) liquido para aumentar a fragilidade do solido e facilitar a redugao de
tamanho. Em seguida, o solido triturado, com tamanho na escala micrométrica, é disperso
na fase aquosa contendo tensoativos em temperatura ambiente ou menor. A pre-dispersao
a frio obtida ¢é submetida ao processo de HAP em temperatura ambiente ou menor (0°C).
A energia empregada pelo homogeneizador a alta pressao é suficiente para diminuir as
microparticulas lipidicas da dispersao em particulas nanométricas (TAMJIDI et al.| 2013;
UNER, 2006; ALMEIDA; RUNGE; MULLER, 1997).

Durante as etapas de pré-dispersao e HAP, ambas a frio, o farmaco aprisionado na
matriz lipidica solida apresenta menor particao para a fase aquosa. Com isso, farmacos
hidrossoltiveis ou termolabeis podem ser incorporados em NLS ou CLN com maior eficiéncia
se comparados com a técnica de HAP a quente (KASONGO; MULLER; WALKER), 2011)).

2.1.3.3 Emulsificacao-difusdo e emulsificacdo-evaporacao de solvente

As metodologias de preparacao de nanoparticulas lipidicas por meio de emulsificacao-
difusao e emulsificagao-evaporacao de solvente sao de execugao simplificada, nao necessitam
de equipamentos especiais de alto custo e podem ser facilmente realizadas em escala labora-
torial. Esta metodologia foi utilizada originalmente no desenvolvimento de nanoparticulas
com polimeros sintéticos (HU et al.l 2006; MARCATO) 2009).

Na metodologia de emulsificacao-difusao de solvente, as nanoparticulas lipidicas
sao preparadas a partir da difusdo de solvente orgénico hidrossolivel de uma emulsao
do tipo O/A, levando a precipitagdo das nanoparticulas lipidicas. A técnica consiste em
uma fase oleosa composta pelos lipidios solubilizados em solvente organico miscivel em
agua e a fase aquosa composta por agua e tensoativos. As duas fases sao dispersas para
a obtencao de uma emulsao. Em seguida, ocorre a diluicao em agua da emulsao recém
obtida, promovendo a precipitacao dos lipidios por causa da difusao do solvente organico

e, consequentemente, a formagao da dispersao de nanoparticulas lipidicas em meio aquoso
(HU et al., [2002).
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Hu et al. (2006) preparou NLS e CLN a partir de monoestearina (C,;H,;,0,) e
triglicerideos do acido céaprico (C,qH,,0,) e caprilico (CgH,;40,) solubilizados em partes
iguais de acetona (C3HgO) e etanol (C,HzO) utilizando a metodologia de emulsificagao-
difusao de solvente. As nanoparticulas foram preparadas a partir da obtencao de uma
emulsao em banho maria a 50°C e posterior diluicdo em 120 mL de solu¢ao de PVA a 0,2 %
(p/v) em temperatura de 70°C e em 0°C. As nanoparticulas que foram preparadas por
meio da difusao do solvente em temperatura de 0°C apresentaram distribui¢ao de tamanho
bi-modal e indice de polidispersao de 0,35. Enquanto as submetidas a 70°C, apresentaram
distribuicao de tamanho mono-modal e diminuicao estatisticamente significativa do indice
de polidispersao quando comparada as nanoparticulas submetidas a diluicao em 0°C.
Além da diferenca no tamanho e PDI, o perfil de liberacao também mudou, apresentando
diferengas nas etapas de liberacao rapida (burst release) e liberagao controlada de acordo
com a temperatura utilizada na etapa de difusao do solvente.

A emulsificagao-evaporacao de solvente consiste na evaporacao do solvente contido
na fase oleosa, provocando a precipitacao das nanoparticulas lipidicas em meio aquoso.
O solvente orgénico é utilizado para dissolver os componentes lipidicos da fase oleosa e,
entao, a fase oleosa é dispersa em uma fase aquosa contendo tensoativos, que resulta na
formagao de uma emulsao. Em seguida, o solvente é evaporado sob agitacao ou em banho
maria sob pressao reduzida (rota-evaporador) (UNER) [2006)).

Geralmente, utiliza-se etanol (C,HgO) como solvente dos constituintes da fase oleosa.
No entanto, pode-se utilizar também solventes insoluveis em agua, como diclorometano
(CH,Cl,) (MARCATO, 2009)). A utilizacao de solventes insoliveis em dgua esta se tornando
obsoleta, devido a toxicidade dos mesmos (BATTAGLIA et al| 2014)).

Yadav et al.| (2014) prepararam NLS constituidas de triestearina (Cj,H;;,0O4) com
o farmaco fluconazol incorporado através da metodologia de emulsificagao-evaporagao de
solvente. A emulsao de partida, contendo etanol como solvente orgéanico para solubilizar
os lipidios da fase oleosa, foi preparada a 60°C e a evaporacao do solvente foi realizada
sob agitacao constante, em temperatura ambiente.

Hu et al.| (2014) obteram NLS e CLN através de uma combinagao dos métodos
de evaporagao e difusdo de solvente, utilizando etanol (C,H4O) como solvente organico.
Primeiro realizou-se a evaporagao do solvente em banho maria (70°C) de uma emulso
com 20 mL de volume inicial até atingir 6 mL e, em seguida, promoveu-se a difusao do
solvente contido nesta emulsao através da adicao da mesma em 25 mL de solugao gelada
(0-2°C) de Tween® a 1%, sob agitacio constante. Segundo o autor, as nanoparticulas
lipidicas obtidas apresentaram estabilidade satisfatoria e formato esférico.

Uma modificagao da metodologia de emulsificagao-evaporagao de solvente, utiliza
seringa e agulha para a introducao da fase oleosa na fase aquosa sob agitacao constante.
Stancampiano, Puglisi e Pignatello| (2008) desenvolveram NLS carregadas com o farmaco

naproxeno através da injecao de 5mL de uma fase oleosa composta por uma solugao



Capitulo 2. Revisao de literatura 32

etanolica de acido palmitico (C;4H,,0,) e o tensoativo Lipoid® S 100 em 30 mL de agua
bi-destilada sob agitacdo em Ultraturrax® a 13500rpm. A evaporacio do solvente foi
promovida por agitacao magnética durante 24 horas.

As nanoparticulas preparadas pelos métodos de difusao e evaporacao de solvente
apresentam dilui¢oes de pequenas proporcoes, entre 1:5 e 1:10. Estas diluigdes com volumes
relativamente pequenos sao possiveis devido a baixa solubilidade dos lipidios nos solventes
organicos utilizados (TAMJIDI et al.| 2013). Devido esta baixa solubilidade é necesséario, em
alguns casos, o uso de aquecimento para completa solubilizacao do lipidio. A concentragao
lipidica das nanoparticulas preparadas através dos métodos de difusao e evaporacao de
solvente podem chegar a até¢ 15 % (UNER, 2006).

As nanoparticulas obtidas por esta metodologia apresentam tamanho médio entre
30-100 nm. A varia¢ao no tamanho ocorre de acordo com parametros como: concentragao
lipidica, tipos e concentragao de tensoativos e condi¢oes de preparo. Estas varidveis
sao responsaveis pelo tamanho da goticula de fase interna formada durante a etapa de
emulsificacao.

Outro evento que promove a diminuigao do tamanho da goticula de fase interna é
a evaporacao do solvente. No entanto, este evento tem menor relevancia porque de acordo
com a [Equacao 2.2, onde R corresponde ao raio da esfera, para se diminuir o raio de uma
esfera pela metade ha a necessidade de evaporar 7/8 do seu volume inicial (TAMJIDI et
al., 2013).

4.7.R3

Volume da esfera =

(2.2)

Uma das vantagens deste método é nao submeter a preparagao a altas temperatu-
ras. No entanto, como desvantagens podem-se citar a utilizagao de solvente organico, a
dificuldade de scale-up e produgao em larga escala (HU et al., [2006)).

A apresenta a descricao esquematica das metodologias de emulsificacao-
difusdo e emulsificagdo-evaporacao de solvente. Os esquemas (A) e (B) representam
nanoparticulas obtidas pelo método de emulsificagao-difusao de solvente e (C) representa

as nanoparticulas lipidicas obtidas pelo método de emulsificacao-evaporacao de solvente.

2.1.3.4 A partir de microemulséo

Este método de preparacao é baseado na diluicao em agua gelada, sob agitacao
constante, de uma microemulsao recém preparada (GASCO, |[1993)). O esquema descritivo
da prepracao de nanoparticulas lipidicas a partir de microemulsao esta representado na
Figura of

A microemulsao é obtida a partir de dispersao das fases aquosa contendo tensoativo e
co-tensoativo e fase oleosa contendo farmaco de escolha e o lipidio(s), ambas em temperatura
acima da ocorréncia de fusao dos lipidios. Apds a obtencao da microemulsao, é adicionado

um solvente organico hidrossoluvel, por exemplo, acetona (C3HgO) ou butanol (C,H,,0).
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Figura 4 — Descrigao esquemaética dos métodos de emulsificagao-difusao e emulsificagao-evaporagao de
solvente.
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Nanoparticulas lipidicas (B)

Fonte: adaptado de (YOON; PARK; YOON; [2013).

Esta microemulsao acrescida de solvente é entao diluida, sob agitacao, em agua
gelada (2-10°C) em uma propor¢ao no intervalo entre 1:5 e 1:50. Durante a diluigao
com agua gelada, ocorre a desestabiliza¢do da microemulsao e solidificagao (recristaliza-
¢ao) dos lipidios da fase interna da microemulsao e, consequentemente, a formagao das
nanoparticulas lipidicas (GASCO, |1997; UNER, 2006]).

Figura 5 — Descri¢ao esquemética do método de microemulsao.
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Fonte: adaptado de (TEJA; CHOWDARY; RAJU| 2014]).

A desestabilizacao da microemulsao ocorre devido o rapido fluxo do solvente
organico hidrossoluvel utilizado na preparacao da microemulsao em dire¢ao a fase externa.
Este fendbmeno é semelhante ao que ocorre no método de preparacao de nanoparticulas
poliméricas, onde ocorre a rapida diluicao do solvente organico devido a adicao de agua,
resultando na precipitagdo das nanoparticulas poliméricas (KAMBLE et al., 2012).

[gartua et al| (2002) utilizaram butanol (C,H;,0) 7,5% (p/p) como solvente
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hidrofilico na preparagao de nanoparticulas lipidicas pelo método de microemulsao. A
microemulsdo constituida de fase oleosa composta por 5% de oleato de etila (Cy,H340,),
1,5% de lecitina e fase aquosa composta por uma solucdo de Tween® 80 a 1,5 %, foi
submetida a dilui¢ao na proporc¢ao de 1:5 com agua a 7°C. As nanoparticulas lipidicas
obtidas apresentaram tamanho médio de 49 nm.

Os lipidios mais adequados para utilizagdo nesta técnica sao os que possuem ponto
de fusao entre 50-70°C, pois altas temperaturas promovem a rapida evaporacao do solvente
hidrofilico. Além dessa desvantagem de limitacao dos lipidios apropriados, ha também
o excesso de dgua obtido apoés a diluicao da microemulsao e o excesso de tensoativos e
co-tensoativos utilizados para obtengao da microemulsao (UNER] 2006).

Existem varia¢oes do método original proposto por |Gasco (1993)) como, por exemplo,
a preparacao de nanoparticulas lipidicas pelo método de microemulsao sem a necessidade
de diluir com 4gua gelada a microemulsao recém preparada.

Khurana, Jain e Bedi| (2013)) prepararam nanoparticulas lipidicas apenas subme-
tendo a microemulsao quente a resfriamento em temperatura ambiente.

Também como exemplo de variagoes do método proposto inicialmente, |Lin et
al. (2007) prepararam NLS e CLN utilizando o método de microemulsao sem utilizar
solvente organico hidrofilico e obteram nanoparticulas lipidicas com tamanho variando
entre 25-120 nm e indice de polidispersao em torno de 0,2.

Outros autores também relatam a preparacao de nanoparticulas lipidicas, utilizando
a metodologia de microemulsdo, sem a utilizagao de solvente organico hidrofilico (DOK+
TOROVOVA et al.| 2010; SOUZA et al., 2011 JAIN et al., 2008; JOSHI: PATRAVALE,
2008)).

2.1.3.5 Fluido super critico

Esta técnica de fluido super critico (FSC) é mais recente, se comparada com as
demais formas de preparo de nanoparticulas lipidicas, e também traz algumas vantagens
sobre as demais, por exemplo: possibilidade de esterilizacao do material obtido, producao
de particulas em forma de po6 e facil implementagao de produgao em larga escala (scale-up).
Geralmente as moléculas de escolha sao proteinas, farmacos termolabeis e hidrofilicos
(PATIDAR et al., [2010)).

Técnicas baseadas em FSC estao em constante desenvolvimento e o uso de CO,
esta despertando interesse crescente. As vantagens do uso de CO, sao: baixa toxicidade,
baixa temperatura e moderada pressao para se alcangar o ponto critico, e principalmente,
preco acessivel. Estas vantagens tornam esta técnica atrativa também para preparagao de
nanoparticulas lipidicas sem a presenga de solventes (solvent-free) (CAMPARDELLI et
al., 2013).

Em comparagao a outras técnicas de secagem, por exemplo, spray drying e HAP

a quente, a técnica de FSC apresenta menor possibilidade de contaminacao da amostra
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porque o processo é realizado em um sistema fechado e inerte devido a presenca de
CO, (SALMASO et al., |2009). Existem diversas técnicas baseadas em SFC, entre elas,
RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solution), PGSS (Particles from Gas Saturated
Solutions), GAS/SAS (Gas/Supercritical Antisolvent), ASES (Aerosol Solvent Extraction
System), SEDS (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical fluids), que sao selecionadas
de acordo com a solubilidade dos constituintes no fluido supercritico (PATIDAR et al.,
2010).

Dentre as técnicas baseadas em SFC apresentadas anteriormente, a PGSS consiste
na dissolucao dos componentes da formulagao de nanoparticulas lipidicas em CO, no ponto
critico e a posterior expansao da solucao obtida através de um aspersor, provocando a
atomizacao da solucao, evaporacao do gés e, consequentemente, a precipitacao dos lipidios.
Esta técnica nao requer o uso de solvente organicos e pode ser aplicada em materiais
com baixo ponto de fusao, proporcionando condi¢oes ideais para incorporar moléculas
termolébeis em lipidios com baixo ponto de fusdao (MARTIN et al., [2010; SALMASO et
al., 2009).

Garcia-Gonzalez et al. (2010)), utilizaram a técnica PGSS (Particles from Gas
Saturated Solutions) para incorporar moléculas de diferentes polaridades (cafeina, gluta-
tiona e cetoprofeno) em particulas lipidicas hibridas constituidas dos lipidios Lumulse®
GMS-K e Cutina® HR, em conjunto com o mineral diéxido de titanio (TiO,). O gas
utilizado foi o CO, e a eficiéncia de incorporagao das nanoparticulas variou de acordo com
a liposolubilidade do farmaco utilizado.

Nanoparticulas lipidicas como carreador de insulina preparadas através de uma
adaptagao da técnica PGSS com tamanho entre 80—120 nm e 200—400 nm foram obtidas
por Salmaso et al| (2009). Os autores aperfeicoaram a etapa de atomizagao da amostra
para aumentar a eficiéncia de incorporacao da proteina. Mesmo utilizando DMSO na
composicao, a formulagao obtida foi considerada solvent-free, pois a quantificagao de DMSO
apos a secagem foi menor que o limite imposto pela FDA (Food and Drug Administration).

A apresenta um esquema do processo PGSS dividindo as etapas pelas
letras A, B, C e D. Onde, em A ocorre o aquecimento e pressurizacao da formulagao e
do CO, para atingir as condigoes de pré-expansao; em B os constituintes da etapa A sao
misturados em um mizer; em C a mistura é expandida através da atomizacao em um
ambiente de pressao atmosférica, onde as particulas sao secas e coletadas no fundo do
recipiente. Por ultimo, em D ocorre a expulsao, na parte superior do recipiente, do CO, e
dos constituintes da formulacao evaporados. Neste local ha um separador para coletar po

residual que foi arrastado juntamente com o gas (MARTIN et al., 2010)).

2.1.3.6 Emulsao dupla ou multipla

A técnica de emulsao dupla ou miltipla é utilizada, na maioria dos casos, quando se

empregam farmacos hidrofilicos, macromoléculas como a insulina e peptideos (SARMENTO
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Figura 6 — Descrigao esquematica do método de fluido supercritico (PGSS).

A Solugdo Cco,

Fonte: adaptado de (MARTIN et al., [2010).

et all,2007; [YANG et al.| 2011 [GALLARATE et al.,[2009; GARCIA-FUENTES; TORRES]
'ALONSO, 2003)). A emulsao dupla ou miltipla é um sistema disperso composto por trés

fases. Trata-se de um sistema onde ha simultaneamente uma emulsao do tipo A/O e O/A,
formando uma emulsao do tipo A/O/A. O ativo encontra-se na fase interna da emulsao
do tipo A/O/A (SANTOS, 2011).

A relativa estabilizagao deste sistema é promovida por dois tipos de tensoativos,

um lipofilico de EHL baixo para a primeira emulsao do tipo A/O e um hidrofilico de EHL
alto para a segunda emulsao do tipo O/A (FANGUEIRO et al.; 2012). Além de estabilizar
o sistema disperso, o tensoativo tem a funcao de evitar a saida do farmaco para a fase

externa durante a evaporacao do solvente presente na emulsao (UNER, 2006)).

A emulsao multipla é uma etapa prévia na preparacao de nanoparticulas lipidicas.

A obtencao das nanoparticulas ocorre apés a solidificacao da fase lipidica da emulsao. Este
fenémeno se da, geralmente, através da diluigdo da emulsao A/O/A ainda quente em agua
fria (2-3°C) (LI et al., |2010; FANGUEIRO et al., 2012).

Pode-se também obter as nanoparticulas lipidicas a partir da evaporacao do solvente

utilizado na fase oleosa da emulsao miltipla. Neste caso, a evaporacgao é realizada em
temperatura ambiente sob agitacao constante ou através de rota-evaporador sob pressao
reduzida (GARCIA-FUENTES; TORRES; ALONSO, 2003; (GARCIA-FUENTES et al.,
2005; ZHANG et al., [2006).

Uma desvantagem desta técnica é a pequena concentracao de lipidio que pode ser

utilizada. Enquanto em outras técnicas utilizam-se até 30 % de lipidios na formulacéo, a
técnica de emulsao multipla dificilmente alcangara tais concentragoes pois corre o risco de
desestabilizac¢ao do sistema do tipo A/O/A, inviabilizando a obten¢ao de nanoparticulas
lipidicas (FANGUEIRO et al.| [2012)).
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A utilizacao da técnica de emulsao miltipla para preparacao de NLS contendo
o farmaco puerarin apresentou em analises de DSC maior desorganizacao das cadeias
lipidicas quando comparada com NLS obtidas pelo método de microemulsao, sugerindo
que a técnica de emulsao dupla ou miltipla proporciona maior capacidade de incorporagao
de farmaco pela matriz lipidica da NLS (LI et al., [2009)).

Fangueiro et al.| (2012) promoveram o recobrimento de nanoparticulas lipidicas
obtidas pelo método de emulsao dupla com alginato de so6dio, com o objetivo de promover
a adesao das nanoparticulas em mucosas. O potencial zeta das nanoparticulas passou de

-0,60 mV para -7mV, indicando o sucesso no recobrimento das mesmas com alginato.

2.1.3.7 Emulsificagao-ultrassom

Esta metodologia segue o mesmo principio da HAP & quente, no entanto, sem a
utilizacao de homogeneizador a alta pressao. Todo o processo é realizado em temperatura
acima da fusao dos lipidios e inicia-se com a preparacao de uma pré-emulsao, que em
seguida sofre dispersao por meio de uma sonda de ultrassom e posterior resfriamento para
precipitagao dos lipidios e formagao da dispersao de nanoparticulas (DAS; CHAUDHURY),
2011]).

A metodologia de emulsificacao-ultrassom apresenta a vantagem de ser mais econd-
mica quando comparada com a HAP, pois utiliza equipamentos de menor custo e tem
maior facilidade de execucao. As desvantagens de utilizar a emulsificacao-ultrassom sao a
possibilidade de contaminacao da formulagao com metais oriundos da sonda e também
de ocorréncia de polidispersao em algumas formulagoes. Esta desvantagens, no entanto,
nao impedem a utilizacao desta metodologia em escala experimental. Diversos autores
relatam a utilizacao desta metodologia e a obtengao de nanoparticulas com caracteristicas
de distribuicao de tamanho, PDI e potencial zeta preditivas de estabilidade prolongada e
distribui¢ao de tamanho uniforme, como também eficiéncia de incorporacao satisfatoria
(SCHWARZ et al., 2012).

Devido a semelhanca entre as etapas das metodologias de HAP e emulsificacao-
ultrassom, Silva et al.| (2011) compararam HAP e emulsificagdo-ultrassom na preparagao
de NLS. Particulas de tamanho nanométrico e com potencial zeta distantes de 0, em
valores absolutos, foram obtidas em ambas metodologias, demonstrando assim, condigoes
para estabilidade prolongada. As nanoparticulas apresentaram também viabilidade celular
acima de 90%, sem diferenga significativa (p<0,05) entre as distintas metodologias.

Das et al.| (2011) prepararam NLS contendo tretinoina pelo método de emulsificagao-
ultrassom. As nanoparticulas lipidicas obtidas apresentaram tamanho menor que 120 nm,
PDI menor que 0,2, potencial zeta de |30/ mV e eficiéncia de incorporagao maior que 75%.
A estabilidade das nanoparticulas obtidas foi de 3 meses, armazenadas a 4°C. Segundo o
autor, o tempo de ultrassom empregado na pré-emulsao é inversamente proporcional ao

tamanho e PDI das nanoparticulas obtidas.
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2.1.4 Utilizacao para uso topico

Os CLN podem ser dispersos em veiculos como emulsoes, hidrogéis ou até mesmo
ser utilizado na forma de dispersao e administrado por via topica, pois apresenta reduzida
possibilidade de provocar efeitos indesejados na pele. A composicao lipidica do CLN é bem
tolerada pelo tecido cutaneo, uma vez que os lipidios que fazem parte da sua composicao
apresentam baixa toxicidade e irritabilidade. Isto permite a utilizacao com seguranca em
pele com presenga de lesdes como também em tecido inflamado (BHASKAR et al., [2009).

A utilizacao de CLN para uso topico é requerida quando se necessita proteger
o farmaco incorporado contra degradagao (fotodegradagao, oxidacao, hidroélise) e, com
isso, aumentar a estabilidade da formulagao. Utiliza-se também para promover liberagao
controlada de farmacos e quando se deseja penetracao em camadas especificas do tecido
cutaneo. Todas essas caracteristicas proporcionadas pelo uso de CLN irao melhorar a
eficiéncia do farmaco incorporado (NGUYEN et al., |2012).

Baroli (2010) realizou um levantamento bibliografico com o objetivo de elucidar se
nanoparticulas (lipossomas, nanocépsulas, NLS, CLN), aplicadas por via topica, seriam
capazes de atravessar as camadas da pele e alcangar a circulacao sistémica. Quanto a NLS
e CLN, Baroli (2010) afirma que nanoparticulas com tamanho superior a 100 nm nao sao
capazes de penetrar profundamente no estrato corneo (EC), através da rota transepidermal,
por causa de suas dimensoes e rigidez. Ainda segundo o autor, o aumento da permeacao
de farmaco provocada pelo uso de NLS e/ou CLN ocorre por causa do efeito oclusivo
proporcionado pelas nanoparticulas lipidicas e nao pela penetracao das mesmas na pele.

O tamanho reduzido do CLN e sua composicao lipidica com afinidade pelo tecido
cutineo sao responsaveis pela formagao de uma espécie de filme sobre a pele, que reduz
a perda de dgua transepidérmica e promove a hidratagao. Segundo Miiller et al. (2007)),
o efeito oclusivo promovido por CLN pode ser modificado de duas formas: diminuindo
o tamanho das nanoparticulas (mantendo-se a concentracao lipidica) ou aumentando o
niamero de nanoparticulas através do aumento da concentracao lipidica (mantendo-se o
tamanho das nanoparticulas).

A exibe uma representacao grafica da relacao entre o tamanho e o ntimero
de nanoparticulas e a ocorréncia de efeito oclusivo. Em (A) a concentracao lipidica foi
mantida, no entanto, o tamanho da nanoparticula foi reduzido e em (B) as nanoparticulas
mantiveram o seu tamanho inalterado, porém, houve incremento na concentracao lipidica
e, consequentemente, maior quantidade de nanoparticulas.

A exibe uma imagem microscopica da pele de porco tratada com uma
emulsao contendo nanoparticulas lipidicas, destacando com a seta o filme formado sobre a
pele e o intumescimento e aumento do volume do estrato cérneo.

Como consequéncia da maior hidratagao promovida pelo efeito oclusivo causado
pelo CLN, a penetragao de farmacos através do estrato corneo é facilitada. O tamanho na

escala nanométrica resulta em aumento da superficie de contato dos CLNs, que possibilita
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Figura 7 — Representagao grafica da relacao tamanho e nimero de nanoparticulas no efeito oclusivo
causado por CLN.
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Fonte: adaptado de (MULLER et al., [2007).

Figura 8 — Imagem do intumescimento e aumento do volume do estrato cérneo promovido pelo efeito
oclusivo causado por CLN.

Fonte: adaptado de (MULLER; MADER; GOHLA! [2000).

também o maior contato do farmaco com o estrato coérneo, favorecendo a penetracao
(BHASKAR et al., 2009; RICCI et al.| 2005; JENNING; SCHAFER-KORTING; GOHLA|
2000).

Testes in vitro podem demonstrar o efeito oclusivo das nanoparticulas lipidicas

quando sao usadas por via tépica. A aplicacao de uma emulsao contendo nanoparticulas
lipidicas provoca o intumescimento e aumento do volume do estrato cérneo, por influ-
encia do efeito oclusivo (MULLER; MADER; GOHLA| 2000; [POPLE; SINGH, 2006;
TEERANACHAIDEEKUL et al., [2008).

Embora se tenham resultados positivos de efeito oclusivo em testes in vitro, os

resultados in vivo mostram que CLN incorporados em excipientes que possuem efeito

oclusivo ou em formas farmacéuticas como emulsoes O/A oclusivas ndo aumentam a
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oclusividade da formulagao. No entanto, em formas farmacéuticas de uso toépico que nao
possuam efeito oclusivo, a adigao de nanoparticulas lipidicas pode promover efeito oclusivo
sem o inconveniente aumento de brilho provocado por excipientes oclusivos (petrolato,
vaselina solida/liquida) (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; LOO; BASRI; ISMAIL,
2013)).

Existe grande interesse por parte das industrias farmacéutica e cosmética no
desenvolvimento de formulagoes para via topica devido as caracteristicas desta via de
administracao em relacao as demais vias e também por causa da maior facilidade de
transposicao das fases laboratorial e experimental para o mercado consumidor em virtude
da maior facilidade de aprovacao de registro de produtos para via topica em comparagao
com produtos destinados as demais vias de administracao (SANTOS MAIA et al., [2002;
MULLER et al., [2007).

Ricci et al| (2005) desenvolveram CLN contendo o farmaco indometacina com o
objetivo de aumentar a concentracao do faArmaco na pele, principalmente no estrato coérneo.
As nanoparticulas foram dispersas em hidrogel e avaliadas em ensaios in vitro com pele
humana e in vivo.

Os estudos in vitro mostraram que a quantidade de farmaco permeado foi menor no
grupo contendo CLN do que nos grupos sem CLN e os testes in vivo demonstraram que o
grupo submetido ao tratamento com CLN em hidrogel apresentou efeito anti-inflamatorio
por mais tempo que os demais, indicando que o farmaco incorporado em CLN apresentou
maior penetragao nas camadas da pele.

Bhaskar et al. (2009) desenvolveram NLS e CLN, com didmetro médio de 250 a
350 nm e potencial zeta negativo, contendo o anti-inflamatério nao esteroide flurbiprofeno
e incorporaram em hidrogel para avaliar a liberacao transdérmica em ensaios in vitro e a
comparagao da biodisponibilidade do farmaco administrado por via transdérmica e por via
oral em ensaios in vivo. No ensaio in vitro foi utilizada pele da regiao abdominal de ratos
da linhagem Wistar com os pelos removidos com uso de lamina de barbear e no ensaio
i vivo ratos machos e adultos da mesma linhagem do ensaio in vitro, no qual o grupo
tratado pela via transdérmica, teve uma &rea de 9cm? da pele da regiao dorsal depilada.
Os resultados obtidos mostraram que os hidrogéis contendo NLS e CLN apresentaram
liberacao controlada por um periodo de 24 horas e promoveram aumento de 4,4 vezes na
biodisponibilidade do flurbiprofeno quando comparado com a administracao oral.

Héa melhoria consideravel no perfil de permeacao de farmacos incorporados em CLN
administrados por via tépica quando comparados com farmacos incorporados em formas
farmacéuticas convencionais aplicados pela mesma via.

Diferentemente do apresentado nos estudos de |Bhaskar et al.| (2009), que compa-
raram a utilizagdo de CLN por via topica com a via oral, [Pathak e Nagarsenker (2009)
realizaram um estudo onde NLS e CLN, com tamanho médio de particula entre 72 e 76 nm,

indice de polidispersao entre 0,4 e 0,5 e contendo o farmaco lidocaina, foram incorpora-
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dos em géis constituidos de Noveon A11®, glicerina e benzoato de sodio para efetuar
a comparacao com a formulacéo convencional de lidocaina dispersa em gel Xylocaina®,
ambas administradas por via tépica, através de ensaios in vitro em pele sem pelos da
regiao abdominal de porquinho-da-india (guinea pig) e in vivo por meio de avaliagdo da
sensibilidade, em uma érea depilada de 6,25 cm? das costas de porquinhos-da-india (guinea
pig) machos, através do teste de sensibilidade pin-prick.

Os resultados de permeacao obtidos nos ensaios in vitro mostraram que as formu-
lagoes contendo CLN promoveram a permeagao de aproximadamente 50% do farmaco em
um tempo de aproximadamente 24 horas e a formulacdo comercial Xylocaina® apresentou
permeacao completa em um intervalo de 6 a 8 horas. Nos ensaios in vivo os géis contendo
NLS e CLN obtiveram eficacia superior, aumentando cinco e seis vezes a duracao da
analgesia, respectivamente, quando comparadas com a formulacio comercial Xylocaina®,
que apresentou analgesia durante 1 hora.

Outro exemplo que demonstra o aumento da permeacgao de farmacos incorporados
em CLN em comparagao a formulagoes convencionais, ambos por via tépica, foi relatado por
Nam, Ji e Park (2011), que utilizaram CLN contendo o farmaco tacrolimus, com tamanho
médio de particula entre 123—125nm e potencial zeta entre -24 e -27mV, incorporados
em emulsoes de acido oleico para avaliar a permeagao do farmaco in vitro através da pele
de ratos sem pelo em células de difusao de Franz. A formulagdo contendo CLN apresentou
permeacao do farmaco na pele 1,64 vezes maior que a formulacdo comercial Protopic®.
Os autores atribuiram a maior permeacao do tacrolimus, obtida pela formulacao contendo
CLN, ao aumento da superficie de contato entre o farmaco e os cornedcitos presentes no
estrato corneo e ao perfil de liberagao da formulagao.

O desenvolvimento de formulacoes com finalidade de protecao solar contendo CLN
apresentaram resultados promissores também. Sanad et al.| (2010) incorporaram o filtro
solar organico oxibenzona em CLN, com tamanho médio de 366 nm, indice de polidispersao
0,558 e potencial zeta -19,30 mV, e adicionaram em gel de Carbopol® 934 com o objetivo
de avaliar in vitro o fator de protegao solar (FPS) e o fator de protegado contra eritema
por radiacao UVA. Foi observado apos a avaliacao, que o gel contendo CLN aumentou
o FPS em mais de seis vezes e a protecao contra eritema por radiagao UVA em mais de
oito vezes em comparac¢ao com a oxibenzona em suspensao na mesma concentragao da
formulagao contendo CLN.

A caracteristica apresentada por CLN de protecao do farmaco incorporado contra
degradagao e a penetracao nas camadas da pele foi avaliada por |Gokce et al. (2012]).
Os autores desenvolveram NLS e CLN contendo resveratrol, que apresenta atividade
anti-oxidante e é facilmente degradado em condigoes normais. Além de obter protegao do
farmaco incorporado em ambos, |Gokce et al.| (2012) observaram também a penetragao do
farmaco na pele da regiao abdominal de ratos em ensaios in vitro com células de difusao

de Franz, durante o periodo de 24 horas, sem sinais de permeagcao através da pele.
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Segundo (Gokce et al.| (2012)), a ndo ocorréncia de permeagao foi atribuida ao
coeficiente de partigao lipidio-agua do resveratrol (logP em torno de 3), que mantém o
farmaco na matriz lipidica das nanoparticulas. Segundo os autores, farmacos com elevado
valor de log P incorporados em nanoparticulas lipidicas sao liberados nas camadas externas
da pele devido a acao de lipases, que degradam a matriz lipidica da NLS ou CLN.

Na area cosmética, hé a possibilidade de proporcionar liberagao controlada de
perfumes a partir de nanoparticulas lipidicas com o objetivo de prolongar a acao da
esséncia por varias horas com uma unica aplicacao. A liberagdo do perfume, a partir
de nanoparticulas lipidicas, se mostrou mais prolongada que em emulsdes convencionais
(WISSING; MADER; MULLER, 2000b). Esta mesma utilidade se estende também a
liberacdo de repelentes para insetos (WISSING; MADER; MULLER), [2000a}; [YAZIKSIZ/
[SCAN et al., [2002)).

2.1.5 Produtos disponiveis no mercado farmacéutico

A relativa facilidade de lancamento de produtos cosméticos, devido menores exi-
géncias de 6rgaos reguladores, ¢ um dos motivos para que os produtos para uso tépico,
que utilizam nanoparticulas lipidicas, sejam disponibilizados no mercado primeiramente
que os destinados a outras vias de administragao e/ou aplicagoes.

Existem nanoparticulas lipidicas so6lidas, sem farmaco, disponiveis no mercado com
o nome comercial Nanobase®. A sugestao de uso, proposta pelo fabricante, é de adicao
das nanoparticulas em emulsoes com ativos incorporados com a finalidade de promover
maior efeito oclusivo. Esta forma de utilizagao facilitou a introducgao desta tecnologia no
mercado, pois ampliou as possibilidades de utilizagao.

Outro exemplo ¢ a Nanopearls®, desenvolvida pela empresa PharmaSol® GmbH,
que também é utilizada como insumo farmacéutico para ser incorporada em cremes, logoes,
géis, batons. A finalidade da Nanopearls®, segundo o fabricante, é de promover adesao
pele, efeito oclusivo, aumentar a hidratacao, liberacao controlada de farmacos, promover
penetragao na pele e protecao de farmacos sensiveis a fatores externos.

Empregando a propriedade conferida aos CLN de protegao de farmacos suscetiveis
a degradacao, a empresa Dr. Rimpler GmbH, com sede na Alemanha, desenvolveu um
produto cosmético chamado Serum Nanorepair Q10, que utiliza as Nanopearls® com a
coenzima Q10 incorporada. As agoes cosméticas do produto sdo: promover efeito anti-
oxidante e reducao de rugas finas.

Posteriormente, a mesma empresa, langou uma linha cosmética com nome comercial
CUTANOVA®. Os produtos, que também possuem CLN na composicdo, apresentam
propriedades como: hidratagao, efeito anti-oxidante, anti-microbiana e anti-inflamatoria.

[sabelle Lancray, uma empresa de origem francesa e pertencente ao grupo Dr.
Rimpler GmbH, possui uma linha de produtos cosméticos chamada Surmer. Toda linha é

baseada em Nanopearls®.
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Um creme, especifico para o cuidados dos pés, foi lancado pela empresa Scholl com
o nome Regenerationscreme Intensiv. O produto, contendo ureia como ativo, tem fungao
de promover hidratagao e possui tecnologia baseada em CLN, licenciada pela empresa
alema PharmaSol GmbH.

A empresa Amore Pacific, com sede na Coréia do Sul, lancou no mercado, em
2006, a linha de produtos cosméticos IOPE. Todos os produtos sao baseados em CLN e
estao disponiveis apenas para alguns paises asiaticos. Um exemplo é o IOPE Super Vital,
que contém extratos vegetais incorporados em CLN e apresenta atividade hidratante e
anti-oxidante.

Alguns dos produtos disponiveis no mercado, e que foram citados no texto, podem

ser visualizados na [Figura 9|

Figura 9 — Fotografia de produtos disponiveis no mercado contendo nanoparticulas lipidicas (NLS e CLN).

Fonte: http://www.nanoparticles.org/pdf/P2009-Keck.pdf

2.2 Oleo de pracaxi

Os 6leos vegetais de origem amazonica tém sido bastante utilizados em diversos
setores econdmicos, principalmente no farmacéutico e cosmético, pois além de propor-
cionarem um excelente apelo de marketing, por serem oriundos da rica e ainda pouco
explorada biodiversidade da Amazonia, podem conferir propriedades tnicas (BARATA|
2012; BARATA, [2005).
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O Pracaxi (Pentaclethra macroloba) pertence ao reino Plantae, filo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Mimosaceae, género Pentaclethra e espécie
P. macroloba. Ocorre naturalmente da Nicaragua até a Amazonia, incluindo as Guianas.
No Brasil ocorre, especificamente, nos estados do Amapa, Para e Amazonas. E encontrado
em areas de igapo (floresta alagada) como também em terra firme.

As sementes sao dispersas na floresta por meio da dgua em regioes de igap6 como
também por animais em regides de terra firme. A arvore exibe tamanho médio (8m a
14m), possui um fruto em forma de vagem com 20 cm a 25 cm de comprimento, encurvado
e contém de 4 a 8 sementes.

Um quilo de sementes é composto por aproximadamente 35 vagens, as quais contém
de 30% a 45 % de 6leo. No cultivo da planta, a emergéncia ocorre entre 30 a 40 dias e
apresenta taxa de germinagao das sementes relativamente alta. O seu desenvolvimento
na varzea é rapido e em terra firme o pracaxi tolera bem a poda seletiva (MEYER] [1993;
JOKER, DORTHE; SALAZAR) 2000)).

E comum encontrar o Pracaxi na mesma &rea onde encontram-se outras espécies
como Carapa guianensis, Pterocarpus officinalis Jacq, Stryphnodendron microstachyum
Poepp, entre outras (WILLIAMSON; COSTA, [2000; | JOKER, DORTHE; SALAZAR,
2000). A apresenta uma imagem do Pracaxi, do fruto em forma de vagem e das
sementes.

Do ponto de vista ecolégico, a espécie Pentaclethra macroloba ¢ uma das alternativas
utilizadas em regices de reflorestamento e em areas de floresta em regeneracao, pois
apresenta papel relevante na recuperagao da fertilidade do solo em areas desmatadas. Por
tratar-se de uma leguminosa, é um bom fixador de N, e, consequentemente, apresenta
grande potencial de restauragao de C, N e F no ecossistema (SHEBITZ; EATON]| [2013;
EATON; ANDERSON; SAUNDERS; [2012).

O geénero Pentaclethra é representado por apenas 3 espécies, entre elas, o Pen-
taclethra macroloba (Pracaxi). O 6leo é extraido das sementes através de processo de
extracao a frio sob pressao e sem utilizacao de solventes organicos. A época de coleta das
sementes compreende os meses de janeiro a maio, porém, a alta estagao é de fevereiro a
mar¢o (SANTOS COSTA et al., [2013).

O ¢leo de pracaxi é utilizado, no setor cosmético, em produtos voltados, princi-
palmente, para o uso capilar. A Beraca, empresa brasileira fornecedora de matéria-prima
para industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, desenvolveu um insumo para ser
adicionado em produtos de tratamento corporal e capilar obtido a partir do 6leo de pracaxi.
Este insumo foi langado no mercado com a sigla BBA (BioBehenic Active System) e é
exportado para diversos paises, entre eles, Estados Unidos, Franca, Alemanha e Inglaterra.

Um dos destinos é a empresa francesa L’Oréal, que lancou uma linha de produtos
cosméticos capilares com o nome Keérastase® contendo o BBA na formulacéo.

No setor cosmético de produtos para uso na pele, ha a possibilidade de utilizagao
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Figura 10 — Imagens da Pentaclethra macroloba (Pracaxi) - arvore, fruto e sementes.

Fonte: http://www.amazonoil.com.br/en/products/oils/pracachy.htm

do 6leo de pracaxi, incorporado em cremes ou géis, como agente de despigmentacao
(tratamento de melasmas), pois o 6leo de pracaxi apresentou acao inibitoria in vitro sobre a
enzima tirosinase de cogumelo e, consequentemente, diminui¢ao da biossintese de melanina,
responsavel pela cor da pele (TEIXEIRA et al. [2012).

O 6leo de pracaxi pode ser encontrado em patentes de produtos para uso transdér-

mico. A utilizagao do 6leo, como um dos componentes destas formulagoes, esta associada a
alta concentracao de écidos oleico e behénico na constituicao de acidos graxos do 6leo, que
proporcionam ac¢ao emoliente e hidrante e, por isso, devolvem a hidratacao e permeabili-
dade da pele. Estes acidos graxos, presentes no 6leo, quando utilizados de forma isolada
podem causar irritacao a pele, no entanto, esta acao irritante ¢ minimizada quando estao
associados na forma de triglicerideos presentes no 6leo, tornando possivel a utilizacao
(BASSANI; BANOV, 2012; RAY 11, 2015; CATHERINE; VINCENT] 2015a; (CATHERINE|
VINCENT), 2015b).

Um excipiente de uso topico denominado PracaSil” Plus, desenvolvido pela PCCA®
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e constituido de silicone anidro contendo 6leo de pracaxi, foi langado no mercado norte
americano com a indicacao de uso para o tratamento de cicatrizes. Segundo o fabricante,
o PracaSil® Plus apresentou resultados promissores na cicatrizacao de feridas cutaneas,
diminuicao de cicatrizes e marcas deixadas por queimaduras. A atividade cicatrizante do
PracaSil® Plus pode ser atribuida & composicio de 4cidos graxos insaturados presentes no
6leo de pracaxi, principalmente, os 4cidos linolénico, linoleico e oleico (BANOV; BANOV!
BASSANI, [2014)).

Os acidos graxos insaturados sao amplamente utilizados em formulagoes tépicas
para tratamento de feridas cutaneas e ulceras de dectbito, pois podem atingir as camadas
mais profundas da epiderme e, com isso, ser incorporados aos fosfolipideos das membranas
celulares e as acilglucosilceramidas. Entao, as acilglucosilceramidas sofrem uma reacao de
lipo-oxigenagao enzimatica, levando a formacao de peroxidos que influenciam o equilibrio
entre a proliferacao e a diferenciagao celular da epiderme (CAVAZANA et al., [2009).

Adicionalmente, acidos graxos poli-insaturados (PUFA - Poly Insaturated Fatty
Acid) promovem inibi¢ao de produgao de oxido nitrico no local da ferida, promovendo
também atividade cicatrizante. Os acidos linoleico, linolénico e oleico sao importantes
precursores do acido araquidonico - responsavel por modificar a resposta inflamatoria e,
consequentemente, a cicatrizagdo (CARDOSO et al., 2004).

Por apresentar atividade cicatrizante e anti-inflamatoria, o fabricante do PracaSil®
Plus sugere a utilizagao do mesmo como excipiente de farmacos como: glicocorticoides,
anestésicos, anti-oxidantes no tratamento de acne, queimaduras, assaduras, queloides,
cicatrizacao de suturas realizadas em cirurgias, prevencao de cicatrizes e clareamento de
pele (tratamento de melasma).

Além do 6leo, outras partes do Pracaxi apresentam atividade biologica de interesse
farmacéutico. O extrato etandlico das sementes contém saponinas que apresentam acao
larvicida contra a espécie Aedes aegypt (SANTIAGO et al., [2005)).

Em outro estudo, o extrato aquoso apresentou atividade larvicida contra a espécie
Helicoverpa zea (Boddie) atribuida a inibigao de proteases como tripsina e quimotripisina
(CHUN et al., 1994).

Héa também a utilizacao do macerado das cascas do Pracaxi, em forma de cataplasma,
em picadas de cobras e escorpites (SILVA et al., |2005).

Dois polipeptideos foram isolados e identificados como os responsaveis por esse
efeito inibidor de serino proteases - PmSTT e PmLTT . O uso de genes que expressam essas
proteinas em vegetais geneticamente modificados podem impedir pragas agricolas causadas
por insetos e larvas sensiveis (CHEN]| 1998; RATHBURN; CZAPLA; SCHUBERT], 1997;
CHEN; SCHUBERT; CZAPLA| |1999).

Em uma investigacao da acgao citotéxica de extratos aquosos e organicos de 352
espécies vegetais da amazonia, na dose de 100 pug/ml, em linhagens de células PC-3 de

cancer de prostata, foi observado agao inibitéria ou letal contra as células PC-3 em apenas
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17 extratos, entre os quais, o extrato organico (metanol:diclorometano 1:1) das cascas do
caule do pracaxi que apresentou 22 % de inibigao do crescimento celular (SUFFREDINI et
al., 2000)).

Silva et al.| (2007) isolaram saponinas triterpénicas a partir do extrato aquoso de
cascas do caule do pracaxi, que apresentaram atividade anti proteolitica e anti hemorréagica
ao veneno de cobra, principalmente, no local da picada. O mecanismo de ag¢ao nao foi
esclarecido pelos autores. No entanto, a atividade proteolitica induzida por metaloproteases
foi inibida entre 80 % e 90 % nos testes in vitro e a inibi¢cdo da hemorragia foi dependente
do momento da aplicagao da injecao intradérmica em camundongos Swiss, pois ocorreu
inibicao em 55 % a 70 % quando aplicada juntamente com veneno e de 10% a 15 % quando
aplicada 5 minutos apés a aplicacao do veneno. A adicao das saponinas triterpénicas,
isoladas do extrato aquoso de cascas do caule do pracaxi, como complemento de soros
antiofidicos utilizados atualmente e também o uso das mesmas como modelos moleculares
para obtencao de novas moléculas mais potentes e eficazes sao perspectivas futuras de
estudo (SILVA et al., 2005; VIANA et al 2004; VIANA; BRAZ-FILHO, 2004).

Também foi atribuido ao extrato aquoso das folhas, cascas e frutos do pracaxi
atividade bactericida contra Klebsiella ozaenae e Acinetobacter baumannii. O volume
de 30 uL: do extrato aquoso na concentracgao de 2,275 pug/ul foi comparado com 30 puL
do controle positivo ciprofloxacino na concentragao de 16,6 pg/mL em teste de inibi¢ao
de crescimento bacteriano avaliado por meio de observacao do halo de inibi¢cao formado
em teste de difusao em agar. O extrato aquoso apresentou halo de inibicao frente a
Klebsiella ozaenae e Acinetobacter baumannii de 3,96mm =+ 0,15 e 5,76 mm + 0,25,
respectivamente, que correspondem a 49,5% e 52,4 % do obtido pelo controle positivo
ciprofloxacino (OLIVEIRA et al., 2013]).

O extrato etanodlico das cascas do pracaxi foi fracionado por LEAL et al. (2011) e
a acao da fragao acetato de etila apresentou atividade contra as bactérias gram-negativas
multirresistentes Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp e Klebsiella pneumoniae
atribuida ao acido elagico que, segundo os autores, foi possivelmente originado de taninos
hidrolisaveis. Além disto, a concentragao de 256 pg/mL da fragao avaliada nao apresentou
citotoxicidade em células eucaridticas, sugerindo toxicidade seletiva da mesma.

O ¢leo de pracaxi também teve sua utilizagao estudada na avicultura, na forma de
aditivo promotor de crescimento em dietas para frangos de corte, como possivel substituto
do antibidtico virginiamicina. Foi avaliada a viabilidade desta substitui¢ao e verificado
que o uso do 6leo nao afetou o desempenho das aves quando comparado com o grupo
submetido & dieta com virginiamicina (PEREIRA| 2012).

2.3 Cera de carnauba

A cera de carnatiba é extraida a partir das folhas da palmeira brasileira da espécie

Copernicia prunifera, que cresce principalmente na regiao nordeste. Prevalecendo nos
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estados do Cearé, Piaui e Rio Grande do Norte, que correspondem a maior parte da
producao nacional. Pertence ao reino Plantae, divisao Magnoliophyta, classe Liliopsida,
ordem Arecales, familia Arecaceae, género Copernicia e espécie C. prunifera. O periodo de
producao é de Julho a Dezembro. Existem outras espécies do género Copernicia como:
Copernicia tectorum na Venezuela e Copernicia alba na Bolivia e Paraguai. No entanto,

somente na espécie brasileira é possivel extrair cera de suas folhas. Fato que torna o Brasil

como unico pais do mundo que produz cera de carnatba (CARVALHO| 2005).
A[Figura IT|exibe a fotografia de uma carnaubeira, dando destaque para as folhas de

onde se obtém a cera de carnaiba. A carnaubeira possui diversas utilidades na construcao

civil, artesanato e na industria. Contudo, a cera é seu principal produto de interesse
econdmico. Ela é utilizada em diversas areas, como: alimenticia, eletronica, cosmética e

farmacéutica.

Figura 11 — Fotografia da Copernicia prunifera (Carnaubeira).

Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons,/0/01/Carnauba.jpg

A cera é obtida a partir do p6 extraido das folhas da carnaubeira (p6 cerifero), que
em seguida é submetido a aquecimento em um processo industrial de producao da cera.
Este processo se da por varias etapas, onde o produto final resulta em quatro tipos de cera
que variam da origem do po cerifero e a utilizagao, ou nao, do processo de clarificagao da
cera (CARVALHO; GOMES, [2008)).

O po cerifero é produzido pela planta como resposta ao longo periodo de estiagem
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que o vegetal é submetido e tem como objetivo evitar a perda de dgua por evaporacao e
também protecao contra fungos. O po se deposita em uma camada grossa sobre as folhas
formando um filme impermeabilizante.

As caracteristicas do pé cerifero, observadas na natureza, de proteger contra agentes
externos e impedir a perda de dgua por evaporacao estimulou o uso da cera de carnatiiba
na area alimenticia, com o objetivo de aumentar o tempo de armazenamento e conservagao
de frutos, evitando a deterioracao e mantendo as condi¢oes de consumo e comercializacao
por mais tempo (FARIAS, [2008)).

A cera consiste de uma mistura complexa de ésteres de alto peso molecular de
acidos e hidroxiacidos. Os principais componentes quimicos da cera de carnatba sao
ésteres alifaticos, alcoois livres, ésteres hidroxilados, diésteres alifaticos p-metoxicinamicos
e diésteres alifaticos p-hidroxicinamicos, compostos de cadeias de diversos tamanhos,
onde predominam &cidos com 26 carbonos e alcoois com 32 carbonos (VANDENBURG!
WILDER; [1970).

Apresenta ponto de fusao entre 81°C e 86°C, e por isto, é a cera natural com maior
dureza e ponto de fusao, no entanto, proporciona baixa viscosidade quando fundida. Possui
EHL em torno de 12 e a classificagdo GRAS (Generally Recognized As Safe) certificada pelo
FDA (U.S Food and Drug Administration), que assegura o seu uso em produtos alimenticios
e cosméticos (TAMJIDI et al| [2013; MILANOVIC et al. 2010; [VANDENBURG; WILDER)
1970).

Observando as caracteristicas apresentadas pela cera de carnatuba, pesquisadores
da area cosmética inferiram a possibilidade da sua utilizagao em formulagoes com funcao
de protegao solar. Balogh, Velasco e Pedriali (2011)), [Lacatusu et al.| (2014)), |(Gonzalez:
Fernandez-Lorente e Gilaberte-Calzadal (2008)) relataram o uso da cera de carnatba em
artigos de revisao sobre fotoprotecao. Segundo os autores, a sua composi¢ao é rica em
cinamatos, que em associagao com protetores solares inorganicos, como o diéxido de titanio
(Ti0,), resulta em uma dispersao estavel e de viscosidade adequada para preparagao de
filtros solares e, principalmente, com fator de protegao solar (FPS) e protegao contra raios
do tipo UVA adequados.

A propriedade de protecao solar da cera de carnaiiba em combinacao com filtros
solares inorganicos como: sulfato de bario (BaSO,), carbonato de estroncio (SrCO,) e
dioxido de titanio (TiO,) também foi relatada em outros trabalhos. Foi verificado que
a incorporacao dos filtros solares inorganicos citados anteriormente em nanoparticulas
de cera de carnatuba e oleato de decila resultou em maior efeito de protegao solar na
regido UVA (VILLALOBOS-HERNANDEZ; MULLER-GOYMANN, [2007; [VILLALOBOS
HERNANDEZ: MULLER-GOYMANN| [2005; VILLALOBOS-HERNANDEZ; MULLER
GOYMANN, 2006b; [VILLALOBOS-HERNANDEZ: MULLER-GOYMANN, 2006a).

Ha também relatos na literatura da utilizacao de cera de carnatiba como constituinte

de CLN contendo filtros solares orgénicos. Niculae et al.| (2014) desenvolveram CLN através



Capitulo 2. Revisao de literatura 50

da metodologia de HAP, contendo cera de carnatba na composicao lipidica, com tamanho
médio de 160 nm e com os filtros solares organicos avobenzona, bemotrizinol e octocrileno
incorporados. A formulagao avaliada apresentou eficiéncia de protegao solar duas vezes
maior que a amostra de referéncia contendo os mesmos filtros solares organicos em emulsao.

O desenvolvimento de NLS e CLN com a cera de carnatba como uma opcao de
constituinte lipidico foi investigado por MITREA, OTT e MEGHEA (2014)), que verificaram
a influéncia de varios lipidios s6lidos no tamanho e estabilidade fisica de CLN preparados
pelo método de HAP. Os autores relataram a obtencao de CLN a partir de diferentes
misturas de cera de carnatiba e monoestearato de glicerila com trés 6leos de origem vegetal
(6leo de framboesa, arroz e roma). Os CLN obtidos apresentaram tamanho médio em torno
de 200 nm e potencial zeta entre -30,4 e -64mV, que segundo os autores conferiu excelente
estabilidade fisica e baixa probabilidade de agregacao das nanoparticulas.

Além de CLN, microparticulas de cera de carnatuba foram preparadas com o intuito
de encapsular aromas artificiais para uso no setor alimenticio (MILANOVIC et al, 2011)).

Na area cosmética, a cera de carnatiba possui aplicagao em produtos para tratamento
capilar. Rossan| (2011)) desenvolveu micro e nanoparticulas lipidicas s6lidas através das
metodologias de spray cooling e nano-emulsificagao de baixa energia, a ultima, por meio
do processo de inversao de temperatura de fases, com o objetivo de encapsular um
ativo promotor de brilho capilar (Activeshine Amazon) para aplicacao cosmética. O
insumo cosmético Activeshine Amazon foi incorporado na matriz lipidica de micro e
nanoparticulas lipidicas solidas e apresentou propriedades fisico-quimicas como diametro
médio, polidispersao e potencial zeta adequados para aplicacao capilar. A formulacao
obtida apresentou potencial de obter maior eficicia em comparacao as formulagoes que
utilizam substancias nao encapsuladas.

A utilizacao da cera de carnatuba como constituinte de emulsées para obtencao de
batons também foi relatada por Taylor| (2011)), que obteve um produto com propriedade
doadora de brilho para os labios, menor possibilidade de separacao do 6leo (6leo de ricino)

da formulagao e com capacidade de manter a estrutura do produto final consistente.

2.4 Dexametasona

A dexametasona (DXM) é um dos membros da classe dos farmacos corticosteroides,
apresenta-se na forma de po6 cristalino branco ou quase branco e inodoro, possui cédigo
CAS (Chemical Abstracts Service) 50-02-2, peso molecular 392,46, ponto de fusdo 262°C,
densidade 1,32 mg/cm?, formula molecular Cy,H,qFO; e absor¢ao maxima no espectro
ultravioleta (UV) em 239 nm.

A solubilidade da DXM em &gua, obtida experimentalmente em temperatura de
25°C e em modelos teoricos, encontra-se entre 0,1 mg/mL e 0,0505 mg/mL, respectiva-
mente (O’NEIL| 2013; BECK et al., 2003; HUUSKONEN; SALO; TASKINEN| 1997
YALKOWSKY; DANNENFELSER, [1992; TETKO et al., 2005). Complementarmente,
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Einmahl et al| (1999) determinaram experimentalmente a solubilidade da DXM a 37°C

e obtiveram dissolugdo de 1 mg/mL em dgua. Demonstrando assim, que o aumento de

temperatura do meio de dissolug¢ao proporcionou incremento de dez vezes na solubilidade
da DXM em é&gua.

Adicionalmente, a DXM apresenta solubilidade em tampao HEPES de 0,074 mg/mL
(GOMEZ-GAETE et all, 2007), 0,079 mg/mL em tampao fosfato pH 7,4 (MARCHIORI et]
all 2010), 1 mg/mL em etanol e 30 mg/mL em DMSO (O’NEIL| 2013).

O coeficiente de parti¢gao logP octanol/4gua, obtido por diferentes métodos de
determinagao (experimentais e tedricos), encontra-se entre 1,68 e 1,93 (SHOSHTARI; WEN!
ALANY], [2008; [HANSCH; LEO, [1995; [TETKO et al, [2005; MACHATHA; YALKOWSKY],

2005)). [Einmahl et al.| (1999), determinaram experimentalmente o coeficiente de parti¢ao

octanol /tampao fosfato pH 7,4 da DXM em temperatura de 37°C e obtiveram o valor de
logP 1,33.
O pKa da molécula de DXM é 12,42 (WEBER)], 2008) e, segundo critérios de

classificacao biofarmacéutica, pode ser classificada como farmaco pertencente as classes I1

(alta permeabilidade e baixa solubilidade) ou IV (baixa permeabilidade e baixa solubilidade)
dependendo da dose utilizada (YU et al., [2002).

A estrutura quimica da molécula pode ser observada na [Figura 12]

Figura 12 — Estrutura quimica da dexametasona.

Fonte: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound /5743

A DXM é utilizada, por via topica, para o tratamento de processos inflamatorios



Capitulo 2. Revisao de literatura 52

causados por psoriase e dermatite atopica, por exemplo. A sua classificagao terapéutica esta
relacionada a efeitos vasoconstritor, anti-inflamatério, imunossupressor e anti-proliferativo.
As células alvo para acao da DXM sao os queratindcitos e fibroblastos localizados na
epiderme viavel e derme, respectivamente (WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY]| [2008;
BOS; SPULS| 2008)).

Os medicamentos de uso topico contendo farmacos glicocorticoides sao classificados,
segundo a National Psoriasis Foundation, de acordo com a potencia farmacolégica e a
habilidade de penetrar na pele e alcancar as camadas referentes a epiderme viavel e derme.
Segundo estes critérios, medicamentos contendo dexametasona pertencem a classe de
menor poténcia farmacologica.

A British Medical Association and the Royal Pharmaceutical Society of Great
Britain classificou medicamentos contendo DXM como de baixa poténcia também, no
entanto, os critérios de avaliagao nao levaram em consideracao a natureza do excipiente
utilizado (WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY|, 2008)).

Devido a classificacao de baixa poténcia farmacologica, a DXM pode ser utilizada
em regioes de pele sensivel como, por exemplo, face e regiao axilar. Também apresenta
maior seguranga para utilizacdo em criancas e idosos (HORN et al.| 2010).

Os efeitos indesejaveis oriundos da administracao topica de glicocorticoides estao
relacionados, principalmente, a agao anti-proliferativa exercida sobre os queratinécitos
e fibroblastos, que causa atrofia e diminuicao da espessura da pele. Além dos efeitos
citados anteriormente, ha a possibilidade do glicocorticéide topico interferir na flora
bacteriana da pele, aumentando assim, a possibilidade de ocorréncia de infecgoes cutéa-
neas oportunistas (WIEDERSBERG; LEOPOLD; GUY], 2008; [KORTING; KERSCHER!
SCHAFER-KORTING, [1992; SUDHAPRIYADHARSHINI, 2014; KAO et al., [2003).

A atrofia da pele pode resultar na ocorréncia de estrias em areas suscetiveis e provoca
uma modificac¢ao irreversivel no local afetado. Outros efeitos indesejéveis relacionados ao
uso de glicocorticoides sdo: acne, purpura e telangiectasias (SWEETMAN, 2009; HENGGE
et al., 2000).

A DXM é encontrada no mercado farmacéutico nacional, na forma acetato de
dexametasona, em produtos de uso topico na forma farmacéutica creme, com nome
comercial Dexason® para o medicamento de referéncia. A posologia recomendada é de
aplicagao de uma pequena quantidade do creme no local afetado 2 ou 3 vezes por dia.

A dexametasona, nas formas base e acetato, foram incorporadas a sistemas nanoes-
truturados em diversos estudos e apresentaram eficacia terapéutica maior em comparac¢ao
a DXM em formas farmacéuticas convencionais (CEVC; BLUME, 2004; BECK et al.,
2003; SALIMI; NEZHAD; MOGHIMIPOUR]J 2015} |LI et al., 2014; [TUNG; HUYEN; CHI,
2015). Aléem da DXM, outros farmacos glicocorticoides também foram incorporados em
diversos sistemas nanoestruturados para uso tépico (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER,
2009; DOKTOROVOVA et al., 2010; HU et al., 2002; HU et al., |2006; MAIA; MEHNERT
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SCHAFER-KORTING!, [2000; SIVARAMAKRISHNAN et al., 2004]).

2.5 Pele e permeabilidade cutanea

A pele é 0 maior 6rgao do corpo humano, compreende cerca de 10 % da massa
corpérea de um individuo e cobre a area de 2m?, aproximadamente. Apresenta origem
ectodérmica (queratindcitos e melanocitos) e mesodérmica (fibroblastos, leucocitos e vasos)
para a epiderme e derme, respectivamente. Serve como barreira de prote¢ao contra a
entrada de agentes externos (infecgoes, agentes mecénicos e raios ultravioleta) e também
como protecao contra a perda excessiva de agua e outros constituintes corporais para
o meio externo. Mantém a homeostase endogena através da regulacao do balanco hidro
eletrolitico e da temperatura corporal. Além disto, tem papel importante no metabolismo
através da sintese de vitamina D, manutencao da homeostase e no sistema sensorial por
meio do tato e da percepgao da temperatura do ambiente (SPELLBERG, 2000)).

A pele permite a entrada de poucos agentes externos apresentando permeabilidade
muito menor que a de outros tecidos, como por exemplo, o epitélio gastrointestinal e dos
pulmoes. O estrato corneo é responsavel, em grande parte, pela funcao de barreira de
protecao conferida a pele (FARTASCH, 1996)).

A pele é dividida em:

e Estrato corneo: composto por cornebcitos, apresenta espessura variada entre 10-
20 um quando seco e até 40 um quando hidratado. Esta camada apresenta estrutura
semelhante a de uma parede de tijolos descrita pelo modelo "brick and mortar”,
que compara os cornedcitos a tijolos e a matriz lipidica em camadas lamelares, que
circunda os corneocitos, ao cimento (TROMMER; NEUBERT) 2006; BOUWSTRA
PONEC, 2006). Esta conformagao estrutural dificulta a entrada de farmacos aplicados
por via topica e se apresenta como um desafio tecnologico para o desenvolvimento de
medicamentos de administragao topica com o objetivo de promover efeito local por
meio do acimulo do farmaco nas camadas superficiais da pele ou efeito sistémico ao

se alcangar as camadas mais profundas (derme), onde se localizam os capilares na

pele (PRAUSNITZ et al., [2008)).

e Epiderme: camada mais externa da pele e € composta por cinco camadas: cornea
(exposta ao meio externo), lucida, granulosa, espinhosa e basal (germinativo), sendo

que as 4 ultimas, juntas, formamm a epiderme viavel.

e Derme: esté localizada abaixo da epiderme. Tem a espessura de 3-5 mm e compreende
a regiao onde estao localizados os vasos sanguineos e linfaticos, e terminacoes nervosas

da pele. E constituida de tecido conectivo e nesta regiao que nutrientes e oxigénio

sao oferecidos a pele (El Maghraby; BARRY; WILLIAMS)| 2008).
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e Tecido subcutaneo (hipoderme): camada mais interna, que atua como isolante
térmico. As glandulas sebéaceas e sudoriparas se originam da hipoderme e atravessam

as camadas superiores até atravessarem o estrato corneo.
e Apéndices cutaneos: foliculos capilares, dutos sudoriparos, glandulas.

Os foliculos capilares sao distribuidos por toda a superficie corporal, com excecao
da sola dos pés, palma das maos e labios. Cada foliculo esté associado a uma glandula
sebacea de diametro entre 200 e 2000 pm que secreta um sebo composto por triglicerideos,
acidos graxos e ceras que protegem, lubrificam e mantém o pH da pele em torno de 5.5.
As glandulas écrinas sao estruturas epidérmicas que secretam uma solugao de eletrolitos
com pH em torno de 5 e que é responsavel, principalmente, pela regulacao da temperatura
corpérea. A secregao desta glandula também esta relacionado a fatores emocionais e de
resposta ao stress por meio do sistema nervoso simpatico.

As substancias produzidas por tais glandulas, e que conferem protecao a pele,
apresentam diminui¢ao gradativa na sua produgao conforme o avanco da idade, tornando a
pele desprotegida contra agressoes fisicas e/ou quimicas do ambiente. Esta condi¢do é um
fator de risco para o surgimento de doengas de pele. Um exemplo de facil percepcgao é a
diminuicao da flexibilidade da pele e o aparecimento de rugas com o passar do tempo. Isto
ocorre, entre outros fatores, devido a diminuicao da secrecao de sebo e, consequentemente,
a propriedade oclusiva promovida pelo mesmo, tornando a pele desidratada e favorecendo
o surgimento de ressecamento e perda de flexibilidade do tecido cutdneo (VERDIER;
SEVRAIN: BONTE, 2007).

A pele é considerada com uma barreira de protecao do ponto de vista fisiologico,
no entanto, do ponto de vista nanotecnologico de sistemas de liberacao de farmacos é
vista como uma porta de entrada de agentes terapéuticos (MULLER et al., [2007). Esta
possibilidade incentiva o desenvolvimento de formulagoes capazes de transpor a barreira
imposta pela pele e entregar farmacos em seu local de agao, sem causar dano a sua
integridade e funcao fisiologica principal de protecao (ZHAI; ZHAI, 2014; RANCAN;
BLUME-PEYTAVI; VOGT) 2014).

Conhecer os parametros que influenciam a permeabilidade da pele é importante
para obter sucesso na terapia topica. O uso de formas farmacéuticas de aplicacao topica
tém como objetivo: efeito local com acao cosmética, transporte de farmaco através da
pele buscando efeito sistémico, agao superficial com auséncia ou diminuicao de efeito
sistémico, alcancar camadas profundas da pele e, por ultimo, nao absor¢cao em qualquer
camada da pele. Para alcancar estes objetivos, que se mostram divergentes entre si, varios
mecanismos conhecidos de penetracao de substancias através pele podem ser utilizados,
exceto na situacao em que nao se deseja absorcao em qualquer camada da pele. As
rotas de penetracao na pele sao: difusao através da epiderme por meio das estruturas

anexas da pele (foliculo capilar e glandulas), intercelular (regides interlamelar no estrato
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corneo) e intracelular. Cada uma apresenta as caracteristicas necessarias para o tipo de
efeito desejado (ESCOBAR-CHAVEZ; DIAZ-TORRES, 2012; |[El Maghraby; BARRY]
WILLIAMS| [2008; BOLZINGER et al., [2012).

A apresenta um desenho esquematico das camadas que constituem a pele

(estrato corneo, epiderme viavel e derme) e as rotas de permeagao cutanea: (a) intercelular,

(b) intracelular e (c¢) folicular e/ou gladular.

Figura 13 — Desenho esqueméatico da pele das camadas que constituem a pele e as rotas de permeagao
cutanea.
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Fonte: adaptado de (POHLMANN] 2011]).

A permeagao de farmacos através das rotas disponiveis pode ser aumentada através
de trés mecanismos: aumento da difusao do farmaco através da pele, aumento da solubili-
dade do farmaco na pele e aumento do grau de saturagao do farmaco na formulagao. A
permeacao de farmacos através da pele é limitada pelo estrato corneo e, por isso, o fluxo
de farmaco através do mesmo é descrito através da primeira lei de Fick, representada pela
[Equagao 2.3 Onde J ¢é o fluxo de farmaco através do estrato corneo, D, é o coeficiente de
difusdo do farmaco, ¢, ¢ a solubilidade do farmaco, L ¢ a espessura da membrana (pele),

¢, ¢ a concentracao de farmaco dissolvido no veiculo e ¢, é a solubilidade do farmaco no
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veiculo (MOSER et al., [2001; SANTOS et all 2011).

Dmcs,m Cy
— 7 X
L Csv

O aumento do coeficiente de difusao do farmaco através da pele pode ser obtido

J= (2.3)

pela promogao da desorganizagao do lipidios que constituem o estrato corneo. Esta desorga-
nizacio permite maior difusdo através do estrato corneo. Acidos graxos sdo frequentemente
empregados com esta finalidade e o acido oleico é um exemplo, pois induz a separacao
das fases lamelares dos lipidios do estrato corneo. Outras substancias que apresentam o
mesmo efeito sobre os lipidios do estrato corneo sao: dimetilsulfoxido (DMSO), azona,
etanol, tensoativos(MOSER et al., 2001; | JANTHARAPRAPAP; STAGNI, 2007; CHI, 1995;
ALBERTT et al.| 2001; BHASKAR et al., 2009 HADGRAFT; LANE] 2005; WILLIAMS;
BARRY)|, 2012)).

O aumento da solubilidade do farmaco na pele é obtido com o uso de substancias
como propilenoglicol, etanol e tensoativos. Estas substancias possuem afinidade pelo
estrato corneo e o farmaco solubilizado nelas vai apresentar maiores concentragoes na pele
e, consequentemente, maior penetracao no tecido. A combinagao do aumento do coeficiente
de difusao do farmaco através da pele e o aumento da solubilidade do farmaco na pele
também pode ocorrer de formar sinérgica (MOSER et al., 2001).

O grau de saturagao do farmaco na formulacao pode ser modificado aumentando-se
a concentracao ou diminuindo a solubilidade do mesmo no veiculo (formulagao). Estas medi-
das aumentam a atividade termodinamica do farmaco na formulagao e, consequentemente,

aumenta a permeacao na pele (SANTOS et al, 2011).

2.6 Modelos de penetracdo e/ou permeagao cutanea in vitro

Os modelos de penetragao e/ou permeagao cuténea in vitro utilizados para avaliagao
de farmacos aplicados por via topica utilizam dispositivos de difusao vertical. A célula
de difusao de Franz é o modelo mais utilizado deste tipo de sistema de difusao vertical
(FRANZL 1975, FRIEND), 1992; NG et al. 2010).

A célula de Franz é composta por um compartimento doador e receptor separados
por uma membrana, que pode ser biologica (pele) ou sintética (acetato de celulose), por
exemplo. O compartimento receptor deve fornecer condi¢oes sink para que haja difusao
constante do farmaco a partir do meio doador em dire¢ao ao meio receptor. Para compostos
hidrofilicos, o meio receptor composto por solugao tampao em pH fisiologico é suficiente
para atender as condigoes sink, no entanto, para farmacos lipofilicos é necessario, em
alguns casos, a utilizagao de aditivos que promovam maior solubilidade do mesmo no
meio receptor, como por exemplo, etanol, metanol, ciclodextrina, tensoativos. No entanto,
deve-se utilizar tensoativos e solventes organicos com cautela, pois podem danificar a pele e,

consequentemente, sua caracteristica de atuar como barreira a permeacao. A temperatura
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da célula é controlada por um banho-maria termostatico com o objetivo de manter a

temperatura proximo a temperatura fisiologica da pele (32°C) (MOSER et al., 2001}
BRONAUGH; HOWARD L. MAIBACH, [1999).

A apresenta o desenho esquematico de uma célula de difusao vertical do

tipo Franz.

Figura 14 — Desenho esquemaético de uma célula de difusao vertical do tipo Franz.
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Fonte: adaptado de https://hansonresearch.com/diffusion-testing/vision-microette/.

A membrana biolégica constituida de tecido cutaneo humano é considerada com
o padrao ouro para este tipo de ensaio in wvitro, no entanto, a pele humana apresenta
grande viabilidade entre amostras devido a diferencas entre raga, sexo, idade e local
anatomico de retirada do tecido do doador (BARBERO; FRASCH, 2009). Além disto, a

sua utilizacao envolve questoes que exigem aprovacao por comité de ética para a realizagao

de experimentos com tecido cutdneo humano. Por isso, buscam-se como substitutos a
pele humana como, por exemplo, a pele de suinos, porquinhos-da-india (guinea pig) e
camundongos, apesar de apresentarem maior permeabilidade em comparacao a pele humana
(RIVIERE, 2005, MOSER et al., [2001)).

A pele de suinos é amplamente utilizada, pois pode ser facilmente obtida de animais

que foram abatidos para consumo humano e também porque apresentam caracteristicas
morfologicas semelhantes ao tecido cutaneo humano. Estudos comparativos indicaram que
a permeagao in vitro de dgua e de substancias quimicas, como farmacos, por exemplo, foi
semelhante entre as peles de suino e humano sob as mesmas condig¢oes experimentais. O
tecido cutaneo suino apresenta distribuigao de pelos (20 pelos por cm?), espessura do estrato
corneo (21—26 um), epiderme (66—72 wm), derme e contetdo de tecido elastico semelhante
ao tecido cutédneo humano. As maiores diferencgas entre os tecidos cutdneos de humanos e
suinos sao a vascularizacao e a proporcao de glandulas sebéceas. A vascularizagao é menor

no tecido suino e a proporcao de glandulas écrinas ¢ maior no tecido humano enquanto
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que nos suinos observam-se apenas glandulas apocrinas (SIMON; MAIBACH] 1982; DICK:
SCOTT] 1992; GODIN; TOUITOU, [2007).

Como alternativa a pele suina, a pele de porquinho-da-india (guinea pig) também
pode ser utilizada, pois também apresenta correlagao com a pele humana (VALIVETI
et al., [2004; SUEKI et al., 2000). A pele de cobra apresenta-se também como membrana
alternativa em ensaios de penetragao e/ou permeacao cutanea in vitro, pois assemelha-se
ao estrato corneo do tecido cuténeo humano, apensar de nao apresentar foliculos (GODIN;
TOUITOU, 2007).

A pele a ser utilizada em modelos de penetragdo e/ou permeagao cutanea in vitro
pode ser utilizada na forma fresca ou congelada para posterior utilizagao. A pele utilizada
apo6s congelamento por um periodo de até 3 meses nao apresenta diferenca significativa
da pele pele fresca (sem sofrer congelamento) em ensaios de penetragao e/ou permeagao
cuténea in vitro (FRIEND| [1992).

A preparagao da pele envolve vérios processos que resultam em diferentes tipos
de tecido. A pele obtida por tais processos pode se apresentar como: pele integra (full
thickness), epiderme separada por calor ou estrato corneo isolado. A pele integra é obtida
pela separacao da mesma do tecido subcutaneo e a espessura apresentada apos a remocao
tem correla¢do com a penetragao e/ou permeagao do farmaco na pele (HEARD; SCREEN|
2008). O uso de dermatometro permite a padroniza¢ao da espessura da pele, que diminui a
variabilidade de resultados em experimentos in vitro. A técnica de separacao da epiderme
por calor é inadequada para tecido que contém pélos, pois os mesmos podem provocar o
surgimento de aberturas no tecido cutaneo que permitem a passagem de substancias. O
estrato corneo isolado pode ser obtido por meio de métodos quimicos ou enzimaticos.

A quantificacao do farmaco presente na pele como um todo ou em camadas da
mesma, é realizada por diversas técnicas. A técnica utilizada para quantificacao do farmaco
presente no estrato corneo é conhecida como tape stripping, que consiste na remocgao
progressiva do estrato corneo com o uso de fitas adesivas. A aplicacao da fita sobre a pele
e a posterior remocao abrupta traz consigo uma camada de estrato cérneo, e o farmaco
que possivelmente penetrou nesta camada, aderida a cola da fita adesiva. Sao realizadas
varias remocoes para que se alcance a completa remocao do estrato corneo da pele. A
quantificagao do farmaco a cada remocao pode determinar a difusao do mesmo através
das camadas do estrato corneo (BRONAUGH; HOWARD I. MAIBACH;, |1999).

A apresenta em (A) uma imagem obtida por microscopia 6tica de um
tecido cuténeo integro e em (B) apos ser submetida a 50 remogoes do estrato corneo
através da técnica de tape stripping.

A permeacgao do farmaco através da pele e a quantificagao no meio receptor é
realizada em funcao do tempo. A quantidade cumulativa permeada é relacionada com

o tempo e a permeacgao no estado de equilibrio J (Equagao 2.3)) é calculada a partir da
inclinacao da reta da porgao linear do perfil de permeacgao obtido. A intersecao da reta
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Figura 15 — Pele antes e ap6s o procedimento de tape stripping.

Fonte: Adaptado de (BRONAUGH; HOWARD I. MAIBACH, |1999)).

referente a porcao linear do perfil de permeacao no eixo referente ao tempo corresponde

ao lag time, que é o tempo necessario para que ocorra o inicio da permeagao.

2.7 Planejamento experimental

Panejamento experimental ¢ o termo designado a um conjunto de metodologias
usadas para a execucao de um experimento de maneira sistematica com o objetivo de
analisar, ao mesmo tempo, parametros de forma individual ou combinados entre si que
poderao, ou nao, influenciar no resultado final e obter o méximo de informacoes sobre os
mesmos.

O planejamento experimental foi desenvolvido inicialmente na década de 1920, por
Ronald Fisher, em Londres, Inglaterra. Fisher tentava determinar o efeito de fertilizantes,

em diferentes areas, no rendimento da colheita. No entanto, verificou que o rendimento

da colheita ndo dependia apenas do fertilizante (FISHER, 1974). Outros fatores como

condi¢oes do solo, uso de fertilizantes e umidade, por exemplo, exerciam influéncia no
rendimento da colheita também. Sabendo desta rela¢do entres os fatores (fertilizante,
condigbes do solo, umidade) e o rendimento da colheita (resposta), Fisher utilizou o
planejamento experimental para conhecer a importancia de cada fator e a interagao entre
eles na resposta.

A partir do trabalho de Fischer, o planejamento experimental se desenvolveu sob

trés pilares: randomizacao, replicacao e blocagem. E desde entao, se aprimorou e tornou-se
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amplamente aceito e utilizado no meio cientifico (ANTONY] 2003; MONTGOMERY],
2012).

As expressoes fatores e respostas, abordadas no exemplo do experimento de Fisher,
sao utilizadas em planejamento experimental para denominar partes de um processo. Um
processo é constituido de fatores, que sao parametros alterados em diversos niveis para
influenciar as respostas, que por sua vez, sao variaveis que descrevem as propriedades do
produto resultante do processo.

Os fatores de um planejamento experimental podem ser do tipo quantitativo ou
qualitativo. Os fatores quantitativos apresentam niveis representados por valores numéricos
e os fatores qualitativos pela descricao da sua identidade. Cada fator pode assumir diferentes
niveis, de acordo com a sua natureza quantitativa ou qualitativa. Em um fator do tipo
qualitativo, geralmente, necessitam-se de mais niveis que um fator qualitativo (ANTONY]
2003)).

Em planejamentos experimentais com fatores quantitativos em dois niveis, os
mesmos sao representados através dos simbolos matemaéticos (+) e (—) para indicar o nivel
maximo e minimo, respectivamente. Quando ha mais de dois niveis, o intervalo é ampliado,
no entanto a representagao dos niveis maximo e minimo continua sendo os simbolos (+) e
(—), respectivamente.

No processo de preparagao de carreadores lipidicos, por exemplo, os fatores quan-
titativos podem ser a concentracao lipidica, concentracao de tensoativos, velocidade de
agitacao, ciclos de homogeneizacao e os fatores qualitativos podem ser diferentes tipos de
lipidio e tensoativo utilizados, modelos de homogeneizador, fabricantes da matéria-prima.
As respostas para este mesmo exemplo podem ser: tamanho médio de particula, PDI,
eficiéncia de incorporagao. De acordo com as modificagoes realizadas nos fatores em cada
nivel estabelecido, podem ser obtidas diferentes respostas.

A apresenta o desenho esquematico de um processo hipotético e todas
as etapas que o compoem. No inicio do processo (entrada) encontramos os fatores, que
podem ser dos tipos controlaveis (X7, Xs e X3) ou incontrolaveis (Z;, Zy e Z3). Na saida
temos o produto, que tem suas caracteristicas (y) mensuradas de acordo com as respostas
avaliadas.

As etapas de execucao de um planejamento experimental sao apresentadas por
uma matriz, que compreende o plano formal construido para conduzir o planejamento
incluindo os fatores, niveis e os experimentos resultantes da combinacao dos mesmos.

A ordem dos experimentos é disposta de forma aleatoria para diminuir a interferéncia
de variaveis incontrolaveis (co-variaveis) e também para atender aos requisitos de métodos
estatisticos que exigem que os componentes do erro experimental sejam variaveis aleatorias
independentes (ANTONY], 2003).

A utilizagdo de planejamento experimental apresenta diversas vantagens em proces-

sos de producao, que sao: aumento do rendimento e estabilidade, diminui¢ao da variabilidade
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Figura 16 — Desenho esquemaético de um processo hipotético e todas as etapas que o compoem.

Fatores controlaveis

Xt X2 X3

Entrada Saida (produto)
|:> Processo ,:>

Insumos y = caracteristica

Equipamentos de qualidade do

Condigdes ambientais produto

Condicoes de processo

Métodos 71 z2  z3

Pessoas Fatores incontrolaveis

Adapatado de (MONTGOMERY] [2012)

das caracteristicas do produto, reducao de custos de preparagao, redugao no tempo de
planejamento, maior conhecimento da relagao entre os fatores e respostas ,
2003]).

O planejamento experimental pode ser dividido didaticamente em duas fases: a
fase pré-experimental, que apresenta grande relevancia para a validade dos resultados e
conclusoes obtidos no término do experimento, e a fase experimental. A tabela

apresenta estas duas fases e as etapas necessarias, de forma ordenada, para a realizagao de
um planejamento experimental (COLEMAN; MONTGOMERY], 2012)).

Tabela 1 — Fases e etapas ordenadas para realizagao de um planejamento experimental.

Ordem Etapa Fase

Identificagao do(s) problema(s) e determinagao do(s) objetivo(s)
Selecao do(s) fator(es) e intervalo entre os niveis
Selecao da(s) resposta(s) para avaliacdo

1

2 . .
3 Pré-experimental
4 Escolha do tipo de planejamento experimental a ser usado

5

6

7

Realizacao dos experimentos
Analise estatistica dos dados obtidos Experimental
Conclusoes e recomendagoes de agdo/corre¢ao

Fonte: Adaptado de: (MONTGOMERY], [2012; [FAROOQ et al., 2015).

Para conduzir um planejamento experimental de forma eficiente deve-se executar
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uma sequencia de etapas.

A primeira etapa, na fase pré-experimental, é a identificacao do(s) problema(s) ou
davida(s) que deve(m) ser solucionado(s) e a determinagao do(s) objetivo(s) do experimento,
e para isso, deve-se conhecer o processo de forma adequada e saber quais as respostas
sao relevantes para a finalidade do produto obtido no processo (FAROOQ et al., 2015]).
A segunda etapa da fase pré-experimental é a identificagdo do(s) fatore(s) e a definigao
dos intervalos a serem utilizados entre os niveis minimo e maximo no planejamento
experimental.

Para a identificagao dos fatores sao utilizadas metodologias como o diagrama de
causa-efeito, que realizam um levantamento de todos os fatores que podem influenciar
nas caracteristicas do produto final do processo e, através de uma analise baseada em
parametros técnicos e cientificos, sao selecionados os que foram identificados como mais
relevantes para o planejamento experimental (FAROOQ et al., 2015).

Durante a etapa de selecao dos fatores, é importante identificar co-variaveis, ou
fatores de ruido, que podem afetar as repostas do processo. Estes fatores podem ser a
umidade do ar, diferentes lotes da mesma matéria-prima, execugao do experimento em
dias diferentes. Os efeitos destes fatores podem ser combatidos através de métodos de
blocagem e analise estatistica de co-variancia e robustez (MONTGOMERY], 2012).

Apos a identificacao dos fatores que serao utilizados no planejamento experimental,
¢é necessario determinar o intervalo utilizado entre os niveis minimo e méximo de cada
fator. Este intervalo é selecionado de acordo com conhecimentos teéricos e praticos obtidos
sobre o processo, e também, através de experimentos preliminares.

A terceira etapa é a escolha das respostas que serao avaliadas. Esta escolha deve ser
baseada nas caracteristicas que refletem a aplicagao pretendida para o produto resultante
do processo. As medidas das respostas sao obtidas através de metodologias que informam
caracteristicas especificas e, por isso, deve-se ter confianca na metodologia utilizada
e assegurar-se que as medidas das respostas serao exatas, precisas e, principalmente,
reprodutiveis (ANTONY] [2003)).

A escolha do tipo de planejamento experimental a ser utilizado é a quarta etapa.
Existem varios tipos de planejamentos experimentais e, individualmente, possuem caracte-
risticas que se adéquam ao objetivo do estudo em questao.

A escolha do tipo de planejamento envolve questoes como: a quantidade de ex-
perimentos que serao realizados, a ordem dos experimentos, a necessidade de realizar os
experimentos em blocos, os custos financeiros envolvidos na execucao, as interagoes entre
os fatores e a resolugao do planejamento (MONTGOMERY] 2012).

A fase experimental inicia-se na quinta etapa e se estende até o termino do
planejamento. A quinta etapa é a execucao do experimento em si, que consiste em uma
série de testes que irao investigar a hipotese.

A sexta etapa é a de andlise das respostas, na qual serao utilizados modelos
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estatisticos para tratamento dos dados obtidos no experimento e a interpretacao dos
mesmos.

A ultima etapa consiste na conclusao e recomendagoes de agao/corre¢ao. Nesta
etapa a nulidade da hipotese que motivou o experimento seréa verificada e, baseado no
resultado, ocorrerd a tomada de agao para a modificagao no processo que resultaré na

melhor resposta para o produto obtido no processo (ANTONY] 2003]).

2.7.1 Planejamento fatorial fracionado

A principal caracteristica do planejamento fatorial fracionado é executar uma
fracdo do nimero de experimentos que um planejamento fatorial completo realizaria em
um mesmo processo. Esta caracteristica é muito 1til, pois gera economia de recursos e
tempo. A aplicacao deste tipo de planejamento experimental ocorre quando ha interesse
de explorar, dentre varios fatores, quais exercem efeito significativo em uma determinada
resposta, que pode ser positiva (aumento da resposta) ou negativa (diminuigao da resposta)
(NETO; SCARMINIO; BRUNS| 2010; MONTGOMERY], 2012).

Um planejamento fatorial completo 2°, com cinco fatores e dois niveis, resulta em

1
29

resulta em metade dos experimentos do fatorial completo 25, ou seja, 16 experimentos. A

uma matriz de 32 experimentos. No entanto, um fatorial fracionado 2°~!, do tipo fracao

redugao do numero de experimentos em um planejamento fatorial fracionado de dois niveis
em relacao a um fatorial completo pode ser correspondente a metade (%), um quarto (}1),
um oitavo (1) (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

A notacao utilizada para identificar um planejamento fatorial fracionado é 2F=7,
onde o niimero de experimentos realizados no fatorial fracionado ¢ determinado pela fragao
2% de um fatorial completo 2%, onde k é a quantidade de fatores do fatorial fracionado e p
¢ a fracao (2%,) referente ao fatorial completo (TEOFILO; FERREIRA| 2006} [COLLINS;
DZIAK; LI 2009).

O fatorial fracionado 2°~!, por exemplo, corresponde & fracao (%) de um fatorial

completo 2°, pois o valor de p é £ = L = % Seguindo o mesmo raciocinio, o fatorial

2P 21
fracionado 2°~2 corresponde & }l do fatorial completo 25, pois o valor de p é (2% = 2% = }1)
A diferenca principal entre os fatoriais fracionado e completo, além da diminuigao
da quantidade de experimentos a serem executados, € o impedimento de se estimar os
efeitos dos fatores individualmente no fatorial fracionado, pois os efeitos principais se
confundem com efeitos de ordens maiores gerando padroes de confundimento. Entretanto,
estes padroes, geralmente, nao comprometem significativamente as conclusoes obtidas a
partir da analise dos resultados. As interagoes entre fatores sao classificadas por ordens, por
exemplo, interacao de dois fatores corresponde & segunda ordem, trés fatores corresponde
a terceira ordem, e assim por diante (MONTGOMERY] 2012).
A confiabilidade dos resultados obtidos em fatoriais fracionados estéd baseada em

um principio estatistico conhecido como dispersao de efeitos, ou efeitos esparsos, que
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ocorre em planejamentos experimentais contendo diversos fatores. Este principio determina
que somente 20 % dos efeitos principais e interagoes de dois fatores (segunda ordem)
sao significativos para a resposta de um processo, ou seja, as interagoes de alta ordem
(interagOes maiores que terceira ordem) apresentam efeitos insignificantes e, por isso, néo
possuem importancia pratica (TEOFILO; FERREIRA, 2006; MONTGOMERY), 2012).

O padrao de confundimento é instituido por uma relacao geradora, que da origem
ao fator gerador utilizado para elaboragao da matriz de experimentos, que por sua vez,
vai determinar a resolugao do fatorial fracionado (NETO; SCARMINIO; BRUNS| 2010
ANDERSON; WHITCOMB; 2000; LUNDSTEDT et al., 1998, CHAKRABORTY et al.
2009). A apresenta as resolucoes mais utilizadas e os padroes de confundimento
entre os efeitos.

Tabela 2 — Padroes de confundimento de planejamentos experimentais de reso-
lugao III, IV e V.

Resolucao Padrao de confundimento

Resolugao III  Efeitos principais sao confundidos com efeitos de interagoes
de segunda ordem.

Resolucao IV Efeitos principais sao confundidos com efeitos de interagoes
de terceira ordem e efeitos de interacoes de segunda ordem
sao confundidas entre si.

Resolugao V' Efeitos principais sao confundidos com efeitos de interagao
de quarta ordem e os efeitos de interagao de segunda ordem
sao confundidos com efeitos de interagao de terceira ordem.

Fonte: Produzido pelo autor.

A elaboracao da matriz de um fatorial fracionado se da, primeiramente, através
da elaboracdo das colunas correspondentes a um planejamento completo 257 onde
k é a quantidade de fatores do fatorial fracionado e p é o tipo de fragdo do mesmo e,
posteriormente, as colunas restantes sao constituidas de acordo com o fator gerador obtido
a partir da relagao geradora. Os fatoriais fracionados com p =1 e p = 2 apresentam um e
dois fatores geradores, respectivamente.

A apresenta a matriz de um planejamento fracionado 2?1} I do tipo fracdo
meia, resolucao trés e formado por trés fatores (A, B e C), onde a matriz de experimentos
do mesmo foi confeccionada a partir de uma matriz de planejamento completo 22 dos
fatores A e B, e o fator C, definido pelos contrastes da interacao AB, de acordo com a
relagao geradora I=ABC.

O padrao de confundimento apresentado pelo fatorial fracionado 2?&1 pode ser
observado na [Tabela 4l

Observa-se que neste tipo de planejamento, de resolucao III, os efeitos principais sao
confundidos com interagoes de segunda ordem, que configura um padrao de confundimento

de dificil interpretacao, pois ambos sao considerados interacoes de pequena ordem. Os
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Tabela 3 — Matriz de um planejamento fracio-
nado 27", I=ABC.

Fatorial 22 Fatorial 2?1}1
Experimento A B A B C=AB

- - - - 4
+ -+ - -

+ o+ - 4+ -
+ o+ o+ + 4

=W I N

Fonte: Produzido pelo autor.

planejamentos de resolucao I1I devem ser evitados o maximo possivel devido a possibilidade
de inferéncia equivocada de efeito significativo a um determinado fator.

Desse modo, o responsavel pelo desenvolvimento do planejamento deve ter certeza
que as interagoes entre efeitos principais e interagoes de segunda ordem sao despreziveis
para que haja confianga nos resultados obtidos (ABRAHAM; CHIPMAN; VIJAYAN; 1999;
BRERETON;, 2003).

Tabela 4 — Padroes de confundimento
de um planejamento fracio-

3—1
nado 27y -

Fatores Padroes de confundimento

A A + BC
B B + AC
C C+ AB

Fonte: Produzido pelo autor.

Os planejamentos experimentais fracionados de resolugao III sao conhecidos como
saturados. Neste tipo de planejamento existem n experimentos para n — 1 fatores e a
quantidade de experimentos (n) devem ser multiplos de 4, por exemplo, 3 fatores com 4
experimentos, 7 fatores com 8 experimentos. Um exemplo deste tipo de planejamento é o
Plackett-Burman (PLACKETT; BURMAN; (1946)).

O planejamento fracionado 216\7 % de resolucdo IV, equivalente a um quarto (i) de
um planejamento completo, apresenta duas relacoes geradoras. A apresenta um
exemplo de matriz de experimentos de um fatorial fracionado 2?\7 2 com relacoes geradoras
[=ABCE e I=BCDF.

As relagoes geradoras correspondem ao nimero de colunas adicionais ao fatorial
completo de partida para construgao da matriz do fatorial fracionado (colunas referentes
aos contrastes E=ABC e F=BCD da. Desta forma, a matriz do fatorial fracionado

292 sera construida a partir de um fatorial completo 2* (2¥-7 = 2(6=2) = 24) ¢ 0s contrastes
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Tabela 5 — Matriz de um planejamento fracionado 2?\7 2
com fatores geradores I=ABCE e [=BCDF.

Fatorial 2?\7 2
Experimento A B C D E=ABC F=BCD

1 - - - — _
2 + - - - + -
3 -+ - - - +
4 + + - - - +
5 - - 4 - - +
6 + -+ - -~ +
7 -+ + - - -
8 + + + - + —
9 - - - + -~ +
10 + - -+ - +
11 -+ -+ + -
12 + + - 4+ — —
13 - - 4+ + + -
14 + - o+ 4+ -

15 -+ 4+ + -~ +
16 + o+ 4+ o+ - +

Fonte: Produzido pelo autor.

dos k—ésimos fatores da matriz serao identificados de acordo com as relagoes geradoras
E=ABC e F=BCD. A relacao geradora completa é [=ABCE=BCDF=ADEF.

Os padroes de confundimento para cada efeito ou interacao de efeitos sao deter-
minados multiplicando-se os mesmos pela relagao geradora (I=ABCE=BCDF=ADEF).
Pode-se observar na os padroes de confundimento de um fatorial fracionado 216\7 2
de resolucao IV, e verificar o confundimento do efeito principal A com os de terceira ordem
BCE e DEF.

2.7.2 Planejamento composto central

O planejamento composto central foi desenvolvido inicialmente por Box e Wilson
(1951)) e é classificado como um planejamento de superficie de resposta. Este tipo de
planejamento experimental se propoem a determinar a regiao, no intervalo entre os
niveis dos fatores, que direciona para a melhor resposta possivel, de acordo com a(s)
caracteristica(s) desejada(s) para o resultado de um processo (BOX] 1999).

Através de planejamentos experimentais de superficie de resposta é possivel avaliar
as respostas produzidas pelos fatores em um regiao definida, realizar inferéncias estatisticas

para verificar a sensibilidade de uma resposta frente a mudanca de nivel de um fator de
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Tabela 6 — Padroes de confundimento de
um planejamento fracionado
202

Fatores Padroes de confundimento

A A + BCE + DEF
B + ACE + CDF

C C + ABE + BDF
D D + AEF + BCF
E E + ABC + ADF
F F + ADE + BCD
AB AB + CE
AC AC + BE
AD AD + EF
AE AE + BC + DF
AF AF + DE
BD BD + CF

BF BF + CD

ABD ABD + ACF + BEF + CDE
ABF  ABF + ACD + BDE + CEF

Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: As interagoes maiores que terceira
ordem, obtidas a partir da relagao de
definicao (I=ABCE=BCDF=ADEF)
foram omitidas

interesse e estimar os niveis 6timos dos fatores de uma determinada resposta (MASON;
GUNST; HESS| 2003).

Este tipo de planejamento elabora uma func¢ao matemaética, denominada fungao
resposta, que estima a resposta de um ou mais fatores no intervalo determinado para os
niveis dos mesmos. Uma representagao geral desta fungao esta demonstrada na[Equacao 2.4]
onde y é a resposta e xq, Za, ..., Tx 840 os niveis dos fatores de interesse (MASON; GUNST!
HESS, 2003)).

y = f(z1, 22, ..., 1) (2.4)

O tipo de fungao f sera definido por meio de anélise de correlagao dos resultados
do planejamento com modelos mateméticos. Através da equagao é possivel resumir os
resultados obtidos no planejamento experimental e presumir as respostas dentro do intervalo
de niveis do fator. A funcao matematica obtida é representada graficamente por meio de

uma curva denominada superficie de resposta. Esta curva pode ser apresentada em uma
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dimensao, quando ha apenas um fator de interesse, ou em duas dimensoes, quando existem
dois fatores de interesse. As curvas de superficie de resposta apresentam informacoes
importantes sobre as caracteristicas de um processo, principalmente, quanto a regiao de
niveis 6timos para a resposta de interesse (MASON; GUNST; HESS| [2003).

O grafico de superficie de resposta pode apresentar formas diferentes de acordo

com o tipo de funcao obtida, que podem ser do tipo linear e quadratica. Se a funcao
obtida é quadratica, por exemplo, a representagao grafica da curva sera similar a exibida
na Onde x; e x5 sdo os fatores e y a resposta (LUNDSTEDT et al., 1998).

Figura 17 — Representacao grafica de uma funcao quadratica de dois fatores em trés dimensoes.

Fonte: adapatado de (RUFINO et al.l [2009).

Além do grafico em trés dimensoes exibido pela pode-se expor grafica-
mente a superficie de resposta por meio de graficos de contorno (contour plots). Estes
graficos apresentam a relagao entre trés variaveis em duas dimensoes, onde duas variaveis
ocupam os €ixos r e y e a terceira variavel, z.

A apresenta um exemplo de grafico de contorno onde observa-se os
valores de polidispersao de tamanho (resposta) de uma dispersao de CLN em funcédo de de
dois fatores, x e y (ARAUJO et al/, [2010).

Durante a elaboragao de um planejamento experimental de superficie de resposta

deve-se utilizar os fatores em no minimo trés niveis, porque a utilizagao de apenas dois

niveis resulta, obrigatoriamente, na representagao grafica de uma reta (MASON; GUNST!

HESS, 2003).

O planejamento composto central é constituido por um planejamento fatorial

completo de dois niveis acrescido de pontos centrais e um grupo de pontos axiais, ou
pontos em estrela. Dividindo-o em trés partes temos: uma parte fatorial (ctbica), uma
parte axial (estrela) e um ponto central com n repetigoes. A quantidade de pontos axiais
corresponde a 2%, onde k é o niimero de fatores do planejamento. Essa organizacao dos
niveis dos fatores permite ao planejamento composto central fazer estimativa de uma

curvatura.
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Figura 18 — Representacao grafica de uma funcao quadratica de dois fatores em duas dimensoes.
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Fonte: adapatado de (ARAUJO et al., [2010).

Mesmo com o incremento de experimentos provocado pelo acréscimo de pontos
axiais e centrais em um planejamento composto central 2¥, o niimero de experimentos ¢
menor que um fatorial completo com trés niveis 3* (MASON; GUNST; HESS, 2003).

A determinacao da quantidade de experimentos de um planejamento de composi¢ao
central pode ser realizada pela [Equacao 2.5l Onde n é o nimero de experimentos, k ¢
o numero de fatores e m corresponde as repeticoes do ponto central. Dessa forma, um
planejamento composto central 23, com trés repeticoes do ponto central, sera efetuado em

17 experimentos, enquanto que um planejamento fatorial completo 33, 27 experimentos.

n=2"4+2k+m (2.5)

A distancia do ponto central para os pontos axiais é representada pela letra grega
a. O valor de o depende das propriedades desejadas para o planejamento e também dos
fatores envolvidos no processo. Planejamentos compostos centrais que apresentam o = F i,
onde F' é a quantidade de pontos fatoriais (forma cubica), sdo denominados planejamentos
rotacionados, entretanto, se a = 1 o planejamento é denominado planejamento de face
centrada. A diferenca béasica entre o planejamento rotacionado e o de face centrada esté na
caracteristica de rotacionalidade. Um planejamento é dito rotacionado quando a variancia
da resposta prevista em qualquer ponto x depende apenas da distancia de x do ponto de
central (MONTGOMERY], [2012]).

Observa-se em planejamentos compostos centrais rotacionados que os pontos fato-
riais e axiais sao equidistantes do ponto central e ao serem ligados entre si formam uma
circunferéncia. Por outro lado, no planejamento composto central de face centrada apenas
os pontos axiais sao equidistantes do ponto central e, consequentemente, nao é possivel

liga-los aos pontos fatoriais para formar uma circunferéncia (MASON; GUNST; HESS,
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2003)).

A quantidade de niveis de cada fator também é diferente para o planejamento
rotacionado e o de face centrada, pois o rotacionado apresenta cinco niveis e o de face
centrada, apenas trés. (MASON; GUNST; HESS, |2003).

Os pontos axiais dispostos equidistantes do ponto central nos planejamentos com-
postos centrais rotacionados e de face centrada promovem a orientagao do planejamento
para varias direcoes, de forma que facilita a exploracao dos niveis para estabelecer uma
curvatura (MASON; GUNST; HESS, 2003)). A apresenta a organizacao espacial
dos pontos fatoriais, axiais e central de um planejamento composto central rotacionado

. o 1 1
para trés varidveis com o = F'1 = 81 = 1,68.

Figura 19 — Ilustragao dos pontos fatoriais, axiais e central de um planejamento composto central para 3
variaveis.

*

Fonte: adapatado de (MASON; GUNST; HESS| 2003).
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3 Objetivos

3.1

3.2

Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados a partir de cera de
carnauba e Oleo de pracaxi contendo o farmaco dexametasona, avaliar a cinética de

liberagao e realizar estudos de penetragao e/ou permeagao cutanea.

Objetivos especificos

Avaliar a densidade, viscosidade dindmica e cinematica do 6leo de pracaxi.

Determinar o equilibrio hidroéfilo-lipéfilo (EHL) requerido para preparagao de emul-

soes de 6leo de pracaxi.

Verificar a ocorréncia e identificar a regiao referente a emulsdes e nanoemulsdes no
diagrama de fases pseudoternario contendo 6leo de pracaxi, mistura de tensoativos e

agua deionizada.

Avaliar o comportamento térmico e a organizagao das estruturas cristalinas da cera

de carnatiba e de misturas de cera de carnatba e 6leo de pracaxi.

Desenvolver e validar metodologia analitica em HPLC para quantificacao de DXM

em CLN e matriz biologica (pele de orelha de porco).

Determinar a solubilidade da DXM em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4, agua e 6leo de

pracaxi.
Determinar o coeficiente de parti¢ao (logP) da DXM em o6leo de pracaxi/agua.

Realizar planejamento experimental fracionado e composto central para determinar
a formulacao de CLN com as caracteristicas de menor tamanho e PDI, e maior

eficiéncia de incorporacao de DXM.

Estabelecer o perfil e modelo cinético melhor ajustado ao dado de cinética de liberacao

i vitro da DXM em membrana de acetato de celulose.

Avaliar a penetragao e/ou permeagao cutanea in vitro da DXM em pele de orelha de

porco da DXM contida em CLN.
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4 Material e métodos

41

4.2

Material

Cera de carnaiuba tipo I, Tween 80®, Span60®. trifluoreto de boro (BF,), padroes
de acidos graxos (araquidoénico, behénico, caprico, laurico, caproico, lignocérico,
miristico, caprilico, palmitico e estearico) e acido trifluoroacético (C,HF;0,) obtidos
da Sigma Aldrich (Saint Louis, EUA).

Oleo de pracaxi obtido da Amazon Oil (Belém, Brasil).
Dexametasona obtida da DEG (Sao Paulo, Brasil).
Metanol e acetonitrila grau HPLC obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Fosfato de potassio (KOH), cloreto de s6dio (NaCl), propilenoglicol e sulfato de
sodio anidro (Na,So,) obtidos da Synth® Brasil (Diadema, Brasil).

n-Heptano (H;C(CH,);CH;) P.A obtido da Vetec Quimica Fina (Duque de Caxias,
Brasil).

Fita adesiva 3M® (Sumaré, Brasil), modelo Durex® Transparente.

Equipamentos e acessorios

Cromatografo gasoso acoplado a detector de chama (FID)

Cromatografo liquido Waters ® (Miliford, EUA) modelo Alliance ¢2625 acoplado a
um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) Waters® modelo 2998 (Miliford, EUA).

Viscosimetro rotacional Anton Paar SVM 3000 (Graz, Austria).
Agitador mecénico de pas

Manta aquecedora para béquer de 250 mL Arsec Equipamentos para Laboratorio

(Vargem Grande Paulista, Brasil).

Placa agitadora magnética

Medidor de pH Hanna® modelo HI 2210 (Tamboré, Brasil).
Centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japao).
Sonda de ultrassom Vibra Cell (Branson, USA).

Banho de ultrassom Unique® (Indaiatuba, Brasil).

Calorimetro exploratorio diferencial Shimadzu® modelo DSC-60 Plus (Quioto, Ja-
pao).
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e Difratometro de raios-X Bruker® modelo D8 Advance (Billerica, EUA).

e Ultraturrax IKA® modelo T25 (Campinas, Brasil).

e Homogeneizador GEA® Niro Soavi modelo Panda 2K NS1001L (Parma, Italia).
e Banho-maria ultratermostatizado Adamo modelo LM-80 (Sao Paulo, Brasil).

e Coluna C-18, de fase reversa, Waters® (Miliford, EUA) modelo XBridge" com
dimensoes de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de didmetro interno, tamanho de

poro de 130 A, tamanho de particula de 3,5 um e area de superficie de 185 m?/g.

e Pré-coluna Waters® (Miliford, EUA), de 20mm de comprimento por 4,6 mm de
diametro interno, tamanho de poro de 130 A, tamanho de particula de 3,5 um e area

de superficie de 185m?/g .

e Sistema de purificacdo de dgua Merck-Millipore® modelo Milli-Q® (Darmstadt,
Alemanha).

e Balanca analitica Shimadzu® modelo AY 220 (Kyoto, Japao).

e Filtros Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV, constituidos
de membrana composta por fluoreto de polivinilideno (PVDF) e poro de 0,22 pum.

e Agitador para tubos do tipo vortex Biomixer® modelo Multi-mixer (Sao Carlos,
Brasil).

e Analisador de tamanho e potencial zeta Malvern® modelo Zeta Sizer Nano ZS

(Malvern, Inglaterra).

e Dispositivos de ultrafiltracio Sartorius modelo Vivaspin® 2 (Goettingen, Alemanha)

com membrana de polietersulfona (PES) e cut-off de 10Kda.

e Grade de cobre para microscopia eletronica de transmissao grade revestida com filme

de Formvar®.

e Microscopio eletronico de transmissao Tecnai® modelo G2 Spirit Biotwin (Hillsboro,
EUA).

e (Células de difusao vertical do tipo Franz acopladas ao sistema automatizado Hanson
Vision® MICROETTE" Plus (Chatsworth, EUA).

e Membranas de acetato de celulose com molecular weight cut-off ( MWCO) entre 12000
e 14000 Fisher Scientific® (Pittsburgh, EUA).
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4.3 Métodos

4.3.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de pracaxi
4.3.1.1 Composicao de acidos graxos

Primeiramente foram obtidos os ésteres metilicos de acidos graxos (abreviado como
FAME, do inglés fatty acid methyl ester) dos &cidos graxos presentes no 6leo de pracaxi
através da reagao de derivatizacao. A massa de 25 mg de amostra foi devidamente pesada
em tubo de ensaio fechado e homogeneizada em 1,5 mL de solugao metandlica de hidréoxido
de potéssio (KOH) 0,5 M. Em seguida, a mistura foi aquecida a 100°C durante 10 minutos
e resfriada em banho de gelo durante 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 2,5 mL
de solugdo metanolica de trifluoreto de boro (BF;) 14 % e o tubo de ensaio novamente
fechado. Este foi entao aquecido novamente a 100°C durante 30 minutos.

Apoés o aquecimento, a amostra foi resfriada em temperatura ambiente e em seguida
foram adicionados 2,5 mL de solugao aquosa de cloreto de s6dio (NaCl) 1% e 3mL de
n-Heptano (H;C(CH,);CH,).

A solucao obtida foi transferida para tubo plastico Falcon® e centrifugada a
3000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante, contendo a fase organica, foi retirado e
adicionado uma pequena quantidade de sulfato de sédio anidro (Na,SO,). Por ultimo, a
amostra foi armazenada em frasco ambar sob refrigeracao (4°C) até a anélise.

Os FAMEs foram analisados por cromatografia gasosa em coluna capilar (30 m
x 0,25 mm) acoplado a detector de ionizagdo de chama. A programagao da analise foi:
temperatura de coluna iniciando em 80°C até 250°C a uma taxa de aquecimento de
10°C/min, temperatura do injetor de 200°C e do detector de 250°C. O gés de arraste foi o
hélio (He) a um fluxo de 1 mL /min.

Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem relativa de cada pico
de acido graxo encontrado na amostra, calculados a partir da area total dos picos do
cromatograma. A identificagao foi feita por comparagao do tempo de retencao relativa (k')
de padroes analiticos de acidos graxos previamente derivatizados em FAME e submetidos

as mesmas condi¢oes cromatograficas.

4.3.1.2 Densidade, viscosidade dinamica e cinematica

Para a obtencao dos valores de densidade, viscosidade dinamica e viscosidade
cinemética foi utilizado um viscosimetro rotacional Anton Paar SVM 3000 (Graz, Austria),
que utiliza o principio de medi¢ao Stabinger com termostato Peltier para determinacao da
viscosidade dindmica e do tubo-U oscilante (oscilating U-tube principle) para determinagao
da densidade e, consequentemente, a viscosidade cinematica. Com este equipamento nao
ha necessidade de preparo prévio da amostra. A metodologia utilizada para obten¢ao dos

resultados segue o padrao ASTM (American Society for Testing and Materials) D7042 e
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D445 (ASTM] 2013b; |ASTM] 2013al).

A amostra de 6leo de pracaxi foi analisada no Centro de Tecnologias Estratégicas
do Nordeste (CETENE), em duas etapas: inicialmente promove-se a analise em tempera-
turas que variaram entre 40°C e 100°C com intervalos de 10°C para cada verificagao e,
posteriormente, uma nova amostra de 6leo foi aquecida previamente em estufa a 100°C
durante 1 hora e, em seguida, procedeu-se a analise nas mesmas condi¢oes da primeira
etapa. Os ensaios foram realizados em triplicata e cerca de 30 mL de 6leo de pracaxi,
divididos em amostras de 4 mL para cada ensaio em determinada temperatura, foram

utilizados.

4.3.1.3 Determinacao do EHL requerido para o éleo de pracaxi em emulsdes com
Tween® 80 e Span® 60

Para determinacao do EHL requerido (EHL,e,) para o 6leo de pracaxi, foram
preparadas 10 emulsoes com diferentes proporgoes de dois tensoativos, um hidrofilico (EHL
alto) e outro lipofilico (EHL baixo). Os tensoativos utilizados foram Tween® 80 (EHL 15)
e Span® 60 (EHL 4,7).

A fase aquosa foi composta por dgua e tensoativo hidrofilico (Tween® 80) e a fase
oleosa por 6leo de pracaxi e tensoativo lipofilico (Span® 60). A composi¢ao da emulsao
foi de: tensoativos 5% (p/p), 6leo de pracaxi 10% (p/p) e agua deionizada 85 % (p/p).

As proporgoes de tensoativos hidrofilico e lipofilico necessérias para obtencao de
cada valor de EHL requerido foi calculada de acordo com a (KIM et al) |2014;
[CI AMERICAS, |1984; |GRIFFIN| |1949).

(%Tensy x EHL,) + (% Tensg x EHLR)
100
Onde %Tensy, EHLA, %Tensg e EHLp sao a porcentagem e EHL do tensoativo A

(Tween® 80) e a porcentagem e EHL do tensoativo B (Span® 60), respectivamente.
A apresenta as proporgoes e valores de EHL dos tensoativos utilizados

para preparar as emulsoes utilizadas na determinagao do EHL requerido para o 6leo de

EHL,oq = (4.1)

pracaxi. O intervalo de EHL utilizado variou entre 5,73 e 15.

As emulsées foram preparadas pelo método de emulsificacao por inversao de fases.
As fases aquosa e oleosa foram aquecidas a 75°C separadamente. Em seguida, verteu-se
a fase aquosa na fase oleosa, mantendo o aquecimento a 75°C, sob agitacao constante
em agitador mecanico de pas a 700 rpm durante 5 minutos. A emulsao recém-obtida foi
retirada do aquecimento e mantida em agitagao até alcancar temperatura ambiente e, em
seguida, permaneceu em repouso durante 24 horas (OLIVEIRA| 2008; PEREIRA/ 2008;
AULTON] 2005)).

Apo6s o periodo de repouso, observou-se visualmente a aparéncia das emulsoes
obtidas com o objetivo de verificar sinais de instabilidade evidenciados por ocorréncia de

separagao de fases ou cremagem.
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Tabela 7 — Proporgoes de tensoativos e respectivos valo-
res de EHL.

Emulsio  Span® 60 (%) Tween® 80 (%) EHL

1 90 10 5,73
2 80 20 6,76
3 70 30 7,79
4 60 40 8,82
5 50 50 9,85
6 40 60 10,88
7 30 70 11,91
8 20 80 12,94
9 10 90 13,97
10 0 100 15

Fonte: Produzido pelo autor.

4.3.1.3.1 Andlise macroscépica e indice de cremagem

A presenca de separacao de fases ou cremagem sao indicativos da instabilidade do
sistema. Tal anéalise foi feita visualmente por um periodo de 28 dias apo6s preparacao da
emulsoes (24 horas, 7 dias, 14 dias e 28 dias).

Uma aliquota de 10 mL de cada emulsao foi armazenada em tubos de ensaio e
mantida em temperatura ambiente 25°C (£ 2°C). Em intervalo de tempo predeterminado,
a camada de instabilidade (separagao de fases ou cremagem) foi medida com auxilio de
uma régua e o indice de cremagem foi calculado de acordo com a (FERREIRA
et al., 2010; MACEDO et al., [2006)).

Ve

Onde IC' é o indice de cremagem, V¢ é o volume correspondente a cremagem e

Vite é o volume total de emulsao.

4.3.1.3.2 Andlise de pH

Previamente foi realizada uma dilui¢ao da emulsao em agua (1:9) e, em seguida, o
valor de pH foi verificado em medidor de pH Hanna® modelo HI 2210 (Tamboré, Brasil).
As medidas de pH foram realizadas 24 horas apo6s a preparacao das emulsoes e apds o

término do ciclo gelo-degelo.
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4.3.1.3.3 Avaliacao da estabilidade preliminar

Para avaliagao da estabilidade preliminar as amostras foram submetidas aos testes
de centrifugacio em centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japdo) e ciclo gelo-
degelo em refrigerador e banho-maria termostatico, respectivamente. A centrifugacao foi
realizada em amostras de 4 mL de cada formulacao distribuidas em tubos de ensaio e
submetidas a ciclos de centrifugacao de 15 minutos em temperatura ambiente a 500, 1500,
2000 e 3500 rpm, respectivamente.

O ciclo gelo-degelo também foi realizado em amostras de 4 mL, que foram submetidas
a seis ciclos gelo-degelo. Cada ciclo consistiu na permanéncia da amostra em temperatura
de 4°C (% 2°C) durante 48 horas seguido de novo periodo de 48 horas a 40°C (£ 2°C). As
observacoes quanto a existéncia de separacao de fases e as determinacoes de pH foram

realizadas antes do inicio do primeiro ciclo e ao final do sexto ciclo.

4.3.1.4 Diagrama de fases pseudoternario

A construcao do diagrama de fases pseudoternario foi realizada por meio da meto-
dologia de titulagdo com agua deionizada (SARFARAZ et al., 2016; GOINDI; NARULA;
KALRA] 2015 CHOUDHURY et al.| 2014; FERREIRA et al., 2010; [SHEN; ZHONG,
2006)).

O 6leo de pracaxi e a mistura de tensoativos na proporc¢ao definida no experimento

descrito na jsubsecao 4.3.1.3| foram misturados em 9 proporgoes diferentes (1:9, 2:8, 3:7, 4:6,

5:5, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1), acondicionados em recipientes de vidro e dispersos apos sucessivas
adicoes de dgua deionizada. Totalizando 99 preparagoes.

As misturas de 6leo/tensoativos (10 g) foram aquecidas a 40-50°C e, em seguida,
diluidas com quantidades crescentes de agua deionizada (0,8 mL a 33mL). Apos cada
diluigdo, as dispersoes foram sonicadas em sonda de ultrassom Vibra Cell (Branson, USA)
durante 90 segundos e, em seguida, submetidas a banho de ultrassom Unique® (Indaiatuba,
Brasil) por 120 segundos & temperatura ambiente.

Por ultimo, foram inspecionadas macroscopicamente e classificadas de acordo com o
estado fisico (semi-solida, liquida), cor (leitosa, opaca, turva), e tipo de dispersao (emulsdo,
microemulsao, separagao de fases). Os resultados da inspegao visual das formulagoes foram
plotados em um grafico de contorno e representadas por areas divididas de acordo com a
classificagao recebida (estado fisico, cor e tipo de dispersao). O software Origin® verséo
8.5 (Northampton, EUA) foi utilizado para obten¢ao do gréfico.

As proporgoes de 6leo de pracaxi, tensoativos e dgua foram modificadas em cada
preparagao conforme o incremento de dgua deionizada adicionada para titulagao (11
titulagoes). A apresenta a varia¢do ocorrida nas proporgoes de 6leo/tensoativos e
agua a cada titulacao e a apresenta a localizagao das 99 formulagoes analisadas

no diagrama pseudoternario de fases.
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Tabela 8 — Proporgoes de 6leo de pracaxi/tensoativos e agua
no diagrama de fases pseudoternario.

Mistura de 6leo/tensoativos (%) Agua deionizada (%)
0

(1:9 a 9:1)
92.6 7.4
84,7 15.3
76,9 23,1
69,0 31,0
61,0 39,0
52,9 47,1
44,8 55,2
36,6 63,4
28,4 71,6
20,3 79,7
12,2 87,8

Fonte: Produzido pelo autor.

Figura 20 — Diagrama pseudoternario de fases com a localizagao das 99 formulagoes analisadas.

/
0,50
Oleo de pracaxi

Fonte: produzido pelo autor.
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4.3.2 Avaliacao fisico-quimica de misturas de cera de carnauba e 6leo de pracaxi
4.3.2.1 Andlise térmica por DSC

A cera de carnatba pura e as misturas da cera com o 6leo de pracaxi, em diferentes
propor¢oes, foram submetidas a ensaios de anélise térmica. A anélise de calorimetria ex-
ploratoria diferencial (DSC) foi realizada em calorimetro exploratoério diferencial Shimadzu
modelo DSC-60 Plus (Quioto, Japao), que avaliou a mudanga de estado fisico e o grau de
cristalinidade das amostras, que foram constituidas de cera de carnaiiba pura e de misturas
fisicas de cera de carnatiba e 6leo de pracaxi nas proporgoes (cera:6leo) de 90:10 e 60:40.

As amostras foram preparadas reproduzindo as condi¢oes de preparacao de CLN.
Sendo assim, a cera pura e as misturas em diferentes proporcoes de cera:6leo foram
aquecidas até 100°C e mantidas nesta temperatura durante 1 hora. Em seguida, foram
mantidas em temperatura ambiente para resfriar e retornar ao estado solido (recristalizacao)
(SOUTO; MEHNERT; MULLER, 2006). Posteriormente, aproximadamente 2 mg de cada
amostra foi adicionada em cadinho de aluminio e fechado. A amostra foi submetida a
programagcao de aquecimento em calorimetro exploratorio diferencial Shimadzu modelo
DSC-60 Plus (Quioto, Japao) até 100°C, com velocidade de 10°C/min e sob atmosfera
inerte de nitrogénio (N,) com fluxo de 50 mL /min. Os dados obtidos foram tratados no
software Shimadzu TA-60WS (Quioto, Japao).

4.3.2.2 Difracao de raios-X

As amostras de cera de carnatiba pura e mistura de cera:6leo na proporc¢ao 60:40
foram avaliadas em difratometro de raios-X Bruker® modelo D8 Advance (Billerica, EUA)
com o objetivo de comparar a organizagao da estrutura cristalina das amostras. A cera pura
e a mistura de cera:6leo foram aquecidas em placa aquecedora com agitacao magnética
até 100°C e mantidas nesta temperatura durante 1 hora. Em seguida, foram resfriadas em
temperatura ambiente para retornar ao estado sélido, maceradas, com auxilio de grau e
pistilo, e depositadas de forma homogénea em porta-amostras formando uma superficie
plana com objetivo de evitar a formacgao de regioes preferenciais.

As condigoes de analise foram: &nodo de cobre com tensao de 40kV, corrente 40 mA,

intervalo de medida 10° a 50 °, passo de 0,05° e tempo de contagem por passo de 1 segundo.

4.3.3 Selecao da proporcao de tensoativos utilizados na formulacédo de CLN

A proporgao de tensoativo hidrofilico (Tween 80) e lipofilico (Span 60) foi definida
a partir da determinacao do EHL requerido para a mistura, em diferentes proporgoes, de
cera de carnauba e 6leo de pracaxi.

O EHL requerido (EHL,.,) para se obter uma pré-emulsao O/A e posterior
dispersao de CLN, termodinamicamente estaveis e homogeneamente dispersas, da mistura

lipidica (cera/o6leo) foi calculado com base no conceito de EHL |[Zheng et al.| (2013]),
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utilizando a equagao [Equacao 4.3 Onde % Lipdios e % Lipdiog correspondem & proporgao
em (%) de cera de carnaiba e 6leo de pracaxi, respectivamente. O valor de EHLy4
corresponde ao tensoativo hidrofilico (Tween® 80) e o valor de EHLp ao tensoativo
lipofilico (Span® 60).

(% Lipdion x EHL,) + (%Lipdiog x EHLg)
100

EHL,.q = (4.3)

4.3.4 Preparagéo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

As formulagoes de CLN foram preparadas no Laboratoério de Tecnologia Farma-
céutica (FarmaTec), da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Goias (UFG),
coordenado pela Profa. Dra. Eliana Martins Lima, através da utilizacao de planejamentos
experimentais fracionado e composto central. A metodologia utilizada para a prepara-
cdo dos CLN foi de homogeneizacdo a quente sob alta pressio, descrita por (MULLER!
RADTKE; WISSING, 2002b).

A nanodispersao aquosa de CLN foi preparada a quente (90 — 95°C), em duas
etapas. A primeira compreendeu a obtencao de uma pré-emulsao através de dispersao em
alto cisalhamento da fase oleosa, constituida de mistura de cera de carnatba e 6leo de
pracaxi, Span® 60 e DXM, na fase aquosa, composta por dgua e Tween® 80, utilizando
Ultraturrax IKA® modelo T25 (Campinas, Brasil) a 10000 rpm durante 5 minutos. Em
seguida, a pré-emulsao formada na etapa anterior foi submetida a homogeneizagao a quente
(90 — 95°C) em homogeneizador GEA® Niro Soavi modelo Panda 2K NS1001L (Parma,
[talia). A dispersao obtida foi transferida para recipientes de vidro e mantida em repouso
em temperatura ambiente para a solidificagao da matriz lipidica e, consequentemente,
formacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados.

Durante a etapa de homogeneizacao a alta pressao, o alimentador do homogeneizador
foi mantido aquecido a 90°C com o uso de aparato préprio interligado a um banho-maria
ultratermostatizado Adamo modelo LM-80 (Sao Paulo, Brasil). A demonstra a
associagao do banho maria ultratermostatizado ao alimentador do homogeneizador de alta

pressao.

4.3.4.1 Planejamento fatorial fracionado 25,

Um planejamento fatorial fracionado 2%, foi realizado, totalizando 19 experimentos
com trés repeticoes do ponto central.

Os seis fatores avaliados foram: concentragao de DXM na formulagao (%DXM),
concentracao da mistura de tensoativos Tween® 80 e Span® 60 (%TENS), concentracao
de mistura lipidica de cera de carnatba e 6leo de pracaxi (%LIP), concentragao de 6leo
utilizada na mistura lipidica (%OLEQ), quantidade de ciclos de homogeneizacio & alta

pressao (CICLOS) e pressio empregada durante a homogeneizacao (PRESSAO).
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Figura 21 — Imagem do banho-maria ultratermostatizado acoplado ao alimentador do homogeneizador a
alta pressao.

Fonte: produzido pelo autor.

A apresenta os fatores e niveis utilizados no planejamento fatorial fracio-
nado 2?\7 2. As respostas avaliadas e os niveis pretendidos estdo apresentados na

A ordem de preparacao das formulacoes foi determinada randomicamente para
evitar vieis estatistico nos resultados e as respostas foram obtidas apds o término de cada
formulagao. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A matriz dos experimentos realizados no planejamento fatorial 2?\7 2 com as variaveis
codificados e originais para cada nivel pode ser observada na Onde as variaveis
codificadas sao representadas pelos niveis minimo (—1), médio (0) e maximo (+1) e as

variaveis originais pelas concentracoes equivalentes de cada fator.

4.3.4.2 Planejamento composto central

Apos os resultados obtidos no fatorial 2?\7 2 e conhecendo-se os fatores mais significa-
tivos para as respostas requeridas, um planejamento experimental do tipo composto central
com dois fatores em cinco niveis (a = 1,414) foi realizado, totalizando 11 experimentos
com trés repeticoes do ponto central.

As respostas avaliadas e niveis pretendidos seguem o mesmo objetivo do planeja-
mento experimental fracionado, conforme O modelo polinomial de segunda
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Tabela 9 — Fatores e niveis do planejamento experimental fracionado
de resolugao IV.

Fator Unidade Nivel (—=1) Nivel (0) Nivel (41)
A %DXM  %(p/p) 0,1 0,15 0,2
B %TENS  %(p/p) 2 3,5 5
C %LIP %(p/p) 5 10 15
D  %OLEO  %(p/p) 10 25 40
E  CICLOS 1 3 5
F PRESSAO bar 300 600 900

Fonte: Produzido pelo autor.

Tabela 10 — Respostas avaliadas e niveis pretendidos para o pla-
nejamento experimental.

Resposta Efeito desejado
Tamanho de particula (nm) Minimizar
Indice de polidispersao Minimizar
Eficiéncia de incorporagao do farmaco (%) Maximizar

Fonte: Produzido pelo autor.

ordem descrito na equagao [4.4] foi utilizado para otimizagao da formulagao.

y = Bo+ B X1+ 511X12 + 2 X + 522)(22 + [12X1X (4.4)

Onde X; (i =1 ou 2) representa os fatores, 5 é o coeficiente associado a cada fator,
Bi e Bi; (1 =1 ou 2) sao efeitos lineares e quadraticos, respectivamente, e 50 é o intercepto.
O modelo proposto foi avaliado para cada resposta e os dados experimentais analisados
estatisticamente pelo teste ANOVA.

Os fatores selecionados a partir do planejamento fatorial 2?\72 para realizar o
planejamento composto central foram %LIP e %TENS. A apresenta os fatores
e os cinco niveis utilizados. Os demais fatores utilizados na preparacao dos CLN foram
fixados nos seguintes niveis: CICLOS no nivel minimo, 4OLEO no nivel maximo e 4DXM
e PRESSAO nos niveis intermediarios.

A apresenta a matriz do planejamento composto central com as varidveis
originais e codificadas, respectivamente.

4.3.5 Metodologia analitica para quantificacdo da dexametasona

O desenvolvimento da metodologia analitica para quantificacao da DXM incor-

porada em CLN e também presente em pele (epiderme e derme) de orelha de porco foi
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Tabela 11 — Matriz do planejamento experimental fracionado com as variaveis codi-
ficadas e originais.

%DXM  %TENS %LIP %OLEO

F laca CICLOS A
ormulagio o) %(p/p)  %(/p)  %(p/p) PRESSAO

1 0,10(—=1)  5(+1) 5(—1) 40(+1) 5(+1) 300(—1)
3 0,20(+1)  5(+1) 15(+1) 10(-1) 5(+1) 300(—1)
4 0,20(+1)  5(+1) 15(4+1) 40 (+1) 5(+1) 900(+1)
5 0,10(-1)  2(-1) 5(—1) 40(+1) 1(-1) 900(+1)
6 0,10(-1)  2(-1) 15(+1)  40(+1) 5(4+1) 300(—1)
7 0,10(-1)  2(-1) 15(+1) 10(-1) 5(+1) 900(+1)
8 0,10(-1)  2(-1) 5(—1) 10(—-1) 1(-1) 300(—1)
9 0,20(+1)  5(+1) 5(—1) 40(+1) 1(1-) 300(—1)
11 0,20(+1)  2(=1)  15(+1) 10(-1)  1(-1) 900(+1)
12 0,20(+1)  2(-1) 5(—1) 10(—-1) 5(+1) 300(—1)
13 0,20(+1)  2(-1) 5(-1) 40(+1) 5(+1) 900(+1)
14 0,10(—=1)  5(+1) 5(—1) 10(-1) 5(+1) 900(+1)
15 0,20(+1)  5(+1)  5(=1) 10(-1)  1(-1) 900(+1)
17 0,10(—=1)  5(+1) 15(+1) 10(-1) 1(-1) 300(—1)
18 0,20(+1)  2(-1) 15(+1)  40(+1) 1(-1) 300(—1)
19 0,10(+1)  5(+1) 15(+1)  40(+1) 1(-1) 900(+1)
Pontos centrais
2 0,15(0) 3,50(0) 10(0) 25(0) 3(0) 600(0)
10 0,15(0) 3,50(0) 10(0) 25(0) 3(0) 600(0)
16 0,15(0) 3,50(0) 10(0) 25(0) 3(0) 600(0)
Fonte: Produzido pelo autor.
Tabela 12 — Fatores e niveis do planejamento composto central.
Fator Unidade Nivel (—1,41) Nivel (—=1) Nivel (0) Nivel (+1) Nivel (41,41)
A %LIP %(p/p) 8,96 10 12,5 15 16,04
B %TENS %(p/p) 1,38 2 3,5 5 5,62

Fonte: Produzido pelo autor.

baseada em metodologias propostas por Beck (2001)), Beber et al.| (2016) e |Friedrich!
Fontana e Beck| (2008]).

O método de separacao e quantificacao da DXM foi desenvolvido por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um sistema cromatografico
composto por um modulo separador Waters® (Miliford, EUA) modelo Alliance 2625
acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) Waters® modelo 2998 (Miliford,
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Tabela 13 — Matriz do planejamento expe-
rimental de composicao central
com as variaveis codificadas e ori-

ginais.
Formulagao ALIP %TENS
%(p/p) %(p/p)
1 12,5(0) 5,62(+1,41)
3 15(1) 5(1)
4 10(-1) 2(-1)
5 8,96(—1,41) 3,5(0)
7 16,04(+1,41) 3,5(0)
8 15(1) 2(-1)
9 10(—-1) 5(1)
10 12,5(0) 1,38(—1,41)
Pontos centrais
2 12,5(0) 3,5(0)
6 12,5(0) 3,5(0)
11 12,5(0) 3,5(0)

Fonte: Produzido pelo autor.

EUA). O tratamento dos dados obtidos foi realizado no software Waters® Empower”
versao 2.0 (Milford, EUA).

A colunca cromatografica utilizada foi uma C-18, de fase reversa, Waters® (Miliford,
EUA) modelo XBridge" com dimensées de 250 mm de comprimento por 4,6 mm de didmetro
interno, tamanho de poro de 130 A, tamanho de particula de 3,5 um e area de superficie
de 185m?/g. Precedida por uma pré-coluna Waters® (Miliford, EUA), de 20mm de
comprimento por 4,6 mm de didmetro interno, com as mesmas especificagoes da coluna.
A coluna foi equilibrada com a elui¢ao de fase movel por um tempo correspondente a 10
vezes o seu volume anteriormente a cada sequencia de injegoes de amostras.

O comprimento de onda de absor¢ao méaxima da DXM foi determinado por meio
de uma varredura no espectro eletromagnético, na regiao que compreende a radiagao
UV-visivel, no intervalo de comprimento de onda de 200 nm a 400 nm de uma amostra
de solugao de DXM 1,4 ug/mL diluida em fase movel composta por uma mistura de
acetonitrila (C,H;N) grau CLAE LiChrosolv® (Merck-Millipore, Darmstadt, Alemanha) e
acido trifluoroacético (C,HF;0,) (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA) 0,05 % (v/v) em agua,
ultrapura obtida em sistema de purificacdo de dgua Merck-Millipore® modelo Milli-Q®
(Darmstadt, Alemanha), com resistividade elétrica de 12,2Mo/cm e teor de carbono
organico total de 2ppb a 25°C, na proporgao (45:55).

A curva analitica, compreendida no intervalo de concentragao de DXM entre

0,1 ug/mL e 2,6 ug/mL, foi obtida com as condigoes cromatograficas a seguir: fase movel
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eluida em modo isocréatico com fluxo de 0,8 mL /min e sob temperatura de 25°C. O volume
de injecao de amostra foi de 100 uL. e o detector PDA foi configurado para efetuar leitura
no comprimento de onda de 240 nm.

Os pontos da curva analitica (0,1 pg/mL - 2,6 ug/mL) foram preparados a partir
de uma solugao de trabalho, com DXM na concentracao de 10 ug/mL, obtida por meio da
dilui¢ao de 100 uL de uma solugao estoque de DXM a 1 mg/mL com metanol (CH;OH)
em balao volumétrico de 10 mL e posterior obtencao dos pontos da curva analitica de
acordo com o diagrama representado na (RIBANT et al., [2004).

A solucao estoque foi preparada a partir da dissolugao da massa de 10 mg de DXM,
pesada em balanca analitica Shimadzu® modelo AY 220 (Kyoto, Japao), com metanol em

balao volumétrico de 10 mL.

Figura 22 — Diagrama da preparagao da solucdo de trabalho de DXM (10 pg/mL) e dos pontos da curva

analitica.
Sol. estoque Sol. trabalho
| -
-_—
i Aliquotas de sol. trabalho b
' > — -
i Dildidas em fase mével pibdemm
B CLAE
/ Aliquota /
10 mL ——
Y ) oo e
1 mg/mL 10 pg/mL —

Fonte: produzido pelo autor.

As aliquotas da solucao de trabalho foram retiradas e diluidas em quantidade
suficiente de fase movel para se obter as concentragoes de 0,1 pg/mL, 0,2 ug/mL, 0,5 ug/mL,
0,8 ug/mL, 1,4 ug/mL,; 2,0 ug/mL e 2,6 ug/mL, totalizando 7 pontos. Os primeiros trés
pontos da curva apresentaram incrementos de 0,3 pg/mL e os demais pontos incrementos
de 0,6 pg/mL. As aliquotas de solugao de trabalho e os volumes correspondentes de fase
movel utilizados para se obter as dilui¢oes referentes a cada ponto da curva analitica estao
representados na [Tabela 14]

O desempenho do sistema cromatografico foi avaliado através da analise dos
cromatogramas obtidos de acordo com os seguintes parametros: fator de retengao, nimero

de pratos tedricos e fator de cauda.

4.3.5.1 Validagcdo do método analitico

A validacao do método analitico foi realizada por meio das figuras de mérito a
seguir: seletividade, linearidade, limite de deteccao e quantificacao, precisao, exatidao e
robustez (VALDERRAMA:; BRAGA; POPPI| 2009; RIBEIRO et al., 2008; RIBANI et al.,

2004). Os parametros analiticos destas etapas da validagao foram realizadas de acordo
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Tabela 14 — Pontos da curva analitica de DXM (ug/mL) e respectivas aliquo-
tas de solugao de trabalho e fase méovel.

Ponto da curva analitica  Solugao de trabalho (10 pg/mL) Fase movel

P1- 0,1 ug/mL 10 L, 990 uL.
P2- 0,2 ug/mL 920 ul 980 uL,
P3 - 0,5 pg/mL 50 uL 950 uL
P4 - 0,8 ug/mL 80 uL 920 uL.
P5 - 1,4 pg/mL 140 L 860 uL
P6 - 2,0 pg/mL 200 uL, 800 ul,
P7 - 2,6 ug/mL 260 uL, 740 uL,

Fonte: Produzido pelo autor.

com o guia Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(R1), publicado
pela International Conference on Harmonization (ICH) e a Resolugao n® 899/2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que abordam a valida¢ao de métodos
analiticos e bioanaliticos (BASHAW et al., [2014; BRASIL, 2003)). Todas as etapas foram

realizadas no minimo em triplicata.

4.3.5.1.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada por meio da comparacao de cromatogramas de uma
amostra (BRANCO) isenta da substancia de interesse (DXM) e de amostra adicionada
desta substancia (BRANCO+DXM). Foi verificado a ocorréncia de interferentes presentes
nas amostras que possam ter eluido no mesmo tempo de retencao da DXM, garantindo
assim, que o pico obtido, relativo & DXM, é exclusivo da mesma. A seletividade foi avaliada
individualmente para interferentes oriundos de componentes da formulacao de CLN e da
matriz bioldgica (pele de orelha de porco).

A avaliacao da seletividade para interferentes oriundos de componentes da formula-
¢ao de CLN foi realizada de acordo com a metodologia descrita a seguir: uma aliquota
de 30 uL. de CLN branco foi adicionada em tubo conico de 1,5 mL e diluida com 970 uL,
de metanol CH;OH, totalizando 1 mL de amostra. Em seguida, foi submetida a banho
de ultrassom Unique® (Indaiatuba, Brasil) por 60 minutos em temperatura ambiente
seguida por centrifugagao a 10.000 rpmpor 30 minutos a temperatura de 4°C em centrifuga
Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japao). Uma aliquota de 1 mL foi retirada do sobre-
nadante, filtrada em filtros Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV,

constituidos de membrana composta por fluoreto de polivinilideno (PVDF) e poro de

0,22 um, e analisada por CLAE, de acordo com metodologia apresenta na [subsecao 4.3.5
Uma segunda amostra, denominada CLN (BRANCO+DXM), composta por (30 puL)
de CLN, 250 uL: de solugao de trabalho de DXM (10 pg/mL) e 720 uL. de fase movel foi
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preparada. Esta amostra foi submetida ao mesmo processo de extracao descrito para a
amostra CLN (BRANCO). A apresenta um diagrama com a metodologia de
preparagao das amostras CLN (BRANCO) ¢ CLN (BRANCO-+DXM) para avaliagao da
seletividade do método analitico.

Figura 23 — Diagrama com a metodologia de preparagao das amostras para avaliacao da seletividade do
método analitico.

30 min . 2 v
10.000 RPM 4°C o) 4}(

60 min
temp. ambiente

SELETIVIDADE CLN (BRANCO+DXM)

“Z
. Z
30 min °

60 min SRR N
T=——>  temp. ambiente 10.000 RPM 4°C Lo‘\g(
R —
=g L%, —
—_ —_ SR AR —_— —_— -
- b
I R % st
5 CLAE
[

Fonte: produzido pelo autor.

A avaliagao da seletividade para interferentes oriundos da matriz biologica (pele de
orelha de porco) foi realizada em duas etapas: a primeira verificou interferentes oriundos
do estrato corneo da orelha de porco e a segunda interferentes oriundos da pele (epiderme
e derme) de amostras de orelha de porco submetidas previamente ao processo de remog¢ao
do estrato corneo por meio da técnica de tape stripping.

As amostras de estrato corneo submetidas a avaliacao da seletividade do método
analitico foram preparadas a partir de 20 remogoes de estrato corneo da pele de orelha de
porco com fitas adesivas 3M® (Sumaré, Brasil), modelo Durex® Transparente, que foram

posteriormente adicionadas em tubos conicos de 15 mL. Em seguida, as amostras de estrato
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corneo (BRANCO) aderidas as fitas foram submetidas ao processo de extracao iniciado
pela adi¢ao de 2,5 mL de fase moével, homogeneizagao em agitador para tubos do tipo vortex
Biomixer® modelo Multi-mixer (Sdo Carlos, Brasil) por 3 minutos, seguido por banho
de ultrassom Unique® (Indaiatuba, Brasil) durante 60 minutos & temperatura ambiente.
Apos ultrassom, as amostras foram submetidas a centrifugacio em centrifuga Kubota®
modelo KR-20000T (Tokyo, Japao) a 10.000 rpmdurante 15 minutos e & temperatura de
4°C. Finalmente, as amostras foram filtradas em filtros Merck-Millipore® (Darmstadt,
Alemanha) modelo Milex-GV, constituidos de membrana composta por fluoreto de polivi-

nilideno (PVDF) e poro de 0,22 um, acondicionadas em wvials e analisadas por CLAE, de

acordo com metodologia apresenta na [subsecao 4.3.5|
Outra amostra de estrato corneo (BRANCO-+DXM) foi preparada de acordo com

o mesmo método de remogao adotado na amostra anterior, seguido da adigao de 250 uL. de
solucdo de trabalho de DXM (10 pg/mL), (2,25 mL) de fase movel e submetida a processo
de extragao idéntico a da amostra estrato corneo (BRANCO).

Os cromatogramas das duas amostras, estrato corneo (BRANCO) e estrato cor-
neo (BRANCO-+DXM), foram avaliados. A apresenta um diagrama com a
metodologia de preparagao das amostras de estrato corneo (BRANCO) e estrato corneo
(BRANCO-+DXM) para avaliagao da seletividade do método analitico.

Figura 24 — Diagrama com a metodologia de preparacao das amostras de estrato corneo para avaliacao da
seletividade do método analitico.
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Fonte: produzido pelo autor.

As amostras de pele (BRANCO), submetidas previamente ao processo de remo¢ao
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do estrato corneo por meio da técnica de tape stripping, foram fragmentadas em pequenos
pedacos com auxilio de bisturi e posteriormente foi realizado processo de extragao idéntico
ao executado para as amostras de estrato corneo.

As amostras de pele (BRANCO-+DXM) foram preparadas de forma semelhante, no
entanto, com a adi¢ao de 250 pLi de solugdo de trabalho de DXM (10 pg/mL) e (2,25 mL) de
fase movel. A apresenta um diagrama com a metodologia de preparagao utilizada
para as amostras de pele sem a presenca de estrato corneo (BRANCO) e (BRANCO-+DXM)

para avaliacao da seletividade do método analitico.

Figura 25 — Diagrama com a metodologia de preparacao das amostras de pele, sem a presenca de estrato
corneo, para avaliagao da seletividade do método analitico.
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Fonte: produzido pelo autor.

4.3.5.1.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através das curvas analiticas obtidas a partir da re-
gressao linear simples, pelo método dos minimos quadrados, do gréafico de dispersao das
concentragoes referentes a cada ponto da curva (0,1 pg/mL - 2,6 ug/mL, e suas
respectivas areas do pico correspondente.

O método dos minimos quadrados e a equagao obtida da regressao linear corres-
pondente a curva analitica forneceu os coeficientes de regressao a (linear - intercepto no
eixo y) e b (angular). Também foi obtido, a partir da dispersao de cada ponto da curva,

a adequagao do ajuste da curva e o nivel de correlagao entre a concentragao do analito
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(DXM) e area do pico correspondente, através dos coeficientes de correlagdo de Pearson

(r) e de determinagao (r?).
4.3.5.1.3 Limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ)

Os limites de deteccao (LD) e quantificagao (LQ) foram calculados através da

[Equacao 4.5|e [Equacao 4.6| respectivamente. Onde s é o desvio padrao do coeficiente linear

(a) e S corresponde a inclinagao da curva analitica (coeficiente angular b) (BASHAW et
al], 2014).

LD:33X(%) (4.5)
LQ=10x€g (4.6)

4.3.5.1.4 Precisao

A precisao foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (precisao intradia) e precisao
intermediaria (precis@o interdia). A repetibilidade foi verificada com 3 repetigoes de uma
concentragao baixa (0,1 pg/mL), média (1,4 ug/mL) e alta (2,6 pg/mL), totalizando 9
determinagoes dentro do intervalo do método analitico. A repetibilidade em matrizes
biolégicas (estrato corneo e pele remanescente) foi verificada com 5 repetigoes de uma
concentragao baixa (0,1 pg/mL), média (1,4 pg/mL) e alta (2,6 pg/mL), totalizando 15
determinacoes dentro do intervalo do método bioanalitico.

A precisao intermediaria foi verificada com os mesmos critérios da repetibilidade,

no entanto, em dois dias diferentes com intervalos de trés dias entre os mesmos.

4.351.5 Exatidao

A exatidao do método foi verificada por meio da determinacao da concentracao
de trés pontos da curva analitica em triplicata, totalizando 9 determinacoes. Foram
selecionados um ponto baixo (0,1 pg/mL), médio (1,4 ug/mL) e alto (2,6 pg/mL).

Foi utilizado o processo de recuperacao de DXM para se avaliar a exatidao do
método analitico em formulagao de CLN e em matriz biolégica (pele de orelha de porco).
Para isso, foram realizadas contaminagoes (spiking) em trés concentragoes diferentes
(0,1 ug/mL, 1,4 ug/mL e 2,6 ug/mL) com quantidades conhecidas de DXM.

A recuperacao de DXM em formulagao de CLN ocorreu da seguinte forma: quan-
tidade suficiente de solugao de trabalho de DXM (concentragao de 10 pug/mL) para se
obter as trés concentragoes de DXM avaliadas (0,1 pg/mL, 1,4 pg/mL e 2,6 pg/mL) foram
adicionadas em tubos conicos de 1,5mL e, em seguida, foi adicionado 30 ul. de CLN

branco e diluido com 970 uL. de metanol, totalizando 1 mL de amostra. Em seguida, as
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amostras foram submetidas ao processo de extracao idéntico ao executado na avaliacao da
seletividade (subsegao 4.3.5.1.1} [Figura 23)).

A recuperacao de DXM das amostras de estrato corneo (20 remogoes de estrato

corneo da pele de orelha de porco com fitas adesivas) e pequenos pedagos de pele (epi-
derme-+derme) submetida previamente a remocgao de estrato corneo através da técnica de
tape stripping ocorreu pela adicao das mesmas, separadamente, em tubo conico de 15 mL
seguida pela adigao de quantidade suficiente de solugao de trabalho de DXM (concen-
tragao de 0,1 pg/mL) para se obter as trés concentragoes de DXM avaliadas (0,1 pg/mL,
1,4 ug/mL e 2,6 ug/mL). Em seguida foi adicionado quantidade suficiente de fase movel

para se obter o volume final de 2,5 mL e submetidas ao mesmo processo de extracao exe-

cutado na avaliacdo da seletividade para amostras de matriz biologica (subsecao 4.3.5.1.1]

[Figura 24| e [Figura 25| respectivamente).

As concentragoes de DXM de cada amostra foram obtidas por meio da utilizagao
da equagao da regressao linear correspondente & curva analitica. As concentragoes obtidas
através da curva analitica foram utilizadas para o calculo do desvio padrao relativo em
relagdo ao valores tedricos e a foi utilizada para determinar a proximidade
dos pontos obtidos experimentalmente e os valores teéricos.

. Concentragao média experimental
Exatidao =

x 100 (4.7)

Concentragao tedrica

4.3.5.1.6 Robustez

A robustez foi realizada por meio de alteracoes deliberadas nos parametros cromato-
graficos estabelecidos na metodologia analitica (subsecao 4.3.5)). Os parametros modificados

foram: fluxo de fase movel, temperatura da coluna e composicao da fase movel. A variacao

foi de & 5% em cada parametro. Os parametros e as condi¢oes utilizadas estao descritos
na [Tabela 15

A avaliacao da robustez foi realizada por meio da injecao de amostras de DXM
na concentragao de 1,4 ug/mL e posterior determinagao da concentragao de DXM por
meio da area do sinal analitico obtido e a utilizacao equagao da curva analitica. O desvio
padrao e desvio padrao relativo também foram calculados. O experimento foi realizado em

triplicata.

4.3.6 Solubilidade da DXM em 6leo de pracaxi

A solubilidade da DXM em o6leo de pracaxi foi determinada através da adigao de
5mL de 6leo de pracaxi, separadamente, em 3 tubos criogénicos de 5mL e, em seguida,
quantidade de DXM suficiente para ocorrer saturacao no 6leo de pracaxi foi adicionada a
estes tubos. As amostras foram mantidas em agita¢ao com barra magnética por um periodo

de 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, aliquotas de 1 mL, aproximadamente,
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Tabela 15 — Condigoes cromatograficas utilizadas para avali-
acao da robustez do método analitico.

Parametro cromatografico Alteragoes avaliadas

Fluxo de fase movel 0,76 mL/min 0,84 mL/min

Temperatura da coluna 23,75°C 26,25°C

Proporcao de fase movel

(ACN:H20) (47,75:52,25)  (42,75:57,25)

Fonte: Produzido pelo autor.

foram filtradas com filtros Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV,
constituidos de membrana composta por fluoreto de polivinilideno (PVDF) e poro de
0,22 um. Uma aliquota de 500 uL. do 6leo de pracaxi foi filtrada e transferida para tubo
conico de 15mL. Em seguida, a amostra foi diluida com acetonitrila para o volume de
5mL e submetida a banho de ultrassom Unique® (Indaiatuba, Brasil) por 15 minutos em
temperatura ambiente.

Apos dispersao em ultrassom, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos
A temperatura ambiente em centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japao) e
uma aliquota de 20 uL. do sobrenadante foi transferida para tubo conico de 2mL e diluida
com fase movel para o volume de 1,5mL. Por ultimo, a amostra foi homogeneizada em
agitador para tubos do tipo vortex Biomixer® modelo Multi-mixer (Sao Carlos, Brasil)

por 30 segundos, acondicionada em vial e a DXM quantificada em CLAE de acordo com a

metodologia descrita na [subsecao 4.3.5] A determinacao da solubilidade da DXM em 6leo

de pracaxi foi realizada em sextuplicata.

4.3.7 Coeficiente de particdo da DXM em 6leo de pracaxi e 4gua

O coeficiente de particao da DXM em o6leo de pracaxi e dgua foi determinado
através da dissolucdo de 100 ug de DXM em 2,5 mL de 6leo de pracaxi (fase oleosa) em
tubos criogénicos de 5 mL com tampa rosqueada. Em seguida, foi adicionado 2,5 mL de
agua ultrapura (fase aquosa) e as duas fases foram submetidas a agitagao com barra
magnética por um periodo de 24 horas a temperatura ambiente (25°C).

Apos o periodo de agitagao, as fases foram separadas por centrifugagao a 10000 rpm
por 10 minutos & temperatura ambiente em centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo,
Japao). Em seguida, as fases (aquosa e oleosa) foram coletadas separadamente e filtradas
em filtros Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV, constituidos de
membrana composta por fluoreto de polivinilideno (PVDF) e poro de 0,22 um. A
apresenta os tubos criogénicos apos a centrifugacao e a separacao das fases oleosa (6leo de
pracaxi) e aquosa (4dgua ultrapura).

Uma aliquota de 20 uL. de fase aquosa foi diluida em fase moével para o volume

final de 1 mL em tubo conico de 1,5mL e homogeneizada em agitador para tubos do tipo
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Figura 26 — Imagem obtida no ensaio de determinagao do coeficiente de particao da DXM em o6leo de
pracaxi apresentando a separacao das fases aquosa e oleosa apds centrifugagao.

| pleL )\ wiod
X ks

Fonte: produzido pelo autor.

vortex Biomixer® modelo Multi-mixer (Sdo Carlos, Brasil) por 30 segundos. A amostra
de fase oleosa foi preparada da seguinte forma: uma aliquota de 20 uL foi adicionada em
tubo conico de 1,5 mL e diluida com acetonitrila para o volume final de 1 mL.

Em seguida, a mistura foi dispersa em agitador para tubos do tipo vortex Biomixer®
modelo Multi-mixer (Sao Carlos, Brasil) por 30 segundos e submetida a centrifugacao a
10000 rpm por 10 minutos em centrifuga Kubota® modelo KR-20000T (Tokyo, Japao)
para separagao das fases (6leo e acetonitrila). Uma aliquota de 500 L. do sobrenadante foi
colocada em um novo tubo conico de 1,5mL e diluida com fase mével para o volume final
de 1mL.

As amostras foram acondicionadas em vials e a DXM presente em ambas as fases

foi quantificada em CLAE através da metodologia descrita na [subsecao 4.3.5] O ensaio foi

realizado em sextuplicata. O coeficiente de parti¢ao (logP) foi obtido pelo log da razao

(P) entre a solubilidade da DXM (pg/mL) no 6leo de pracaxi e na agua.

4.3.8 Caracterizacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados
4.3.8.1 Determinagéo de tamanho médio e indice de polidispersao (PDI)

O tamanho médio do CLN foi determinado utilizando-se a técnica de detecgao
da intensidade de espalhamento de luz em angulo de 90° em um equipamento Malvern®
modelo Zeta Sizer Nano ZS (Malvern, Inglaterra).

Uma aliquota de 10 uL. de dispersao aquosa de CLN foi diluida 100 vezes utilizando
990 uL de agua ultra pura Millipore® Mili-Q (Darmstadt, Alemanha) para garantir que a
intensidade de luz retroespalhada se encontrasse dentro dos parametros de sensibilidade
do equipamento, e em seguida analisada a temperatura de 25°C.

Em cada leitura foi obtido o didmetro médio e o indice de polidispersao (PDI). Os
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resultados obtidos correspondem a leituras em triplicata de diferentes amostras da mesma

formulacao.

4.3.8.2 Eficiéncia de incorporacao de farmaco

A eficiéncia de incorporagao de DXM pelo CLN foi obtida por meio da razao entre
a quantidade de DXM néao incorporada no CLN (farmaco livre) e a quantidade de DXM
presente na formulacao (farmaco total). O resultado da razao foi multiplicado por 100
para se obter a porcentagem de farmaco incorporado no CLN (eficiéncia de incorporagao),
conforme a equacao (TAMJIDI et al., |2013; IDAS; NG; TAN| 2012; LIU; WU,
2010).

Para se conhecer a concentragao de DXM na formulagao (farmaco total), uma
aliquota de 300 uLL da dispersao de CLN foi retirada, previamente agitada em vortex
por 1 minuto, e diluida para 10 mL com metanol. Posteriormente, foi submetida a banho
de ultrasom Unique® (Indaiatuba, Brasil) por 60 minutos em temperatura ambiente e,
em seguida, centrifugacdo a 10000 rpm por 30 minutos em centrifuga Kubota® modelo
KR-20000T (Tokyo, Japao). Em seguida, uma aliquota de 50 uL. do sobrenadante foi
diluida em 950 pL de fase movel. A amostra diluida foi filtrada em filtros Merck-Millipore®
(Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV, constituidos de membrana composta por

fluoreto de polivinilideno (PVDF) e poro de 0,22 um e acondicionada em vial para posterior

quantificacao da DXM por CLAE de acordo com a metodologia descrita na [subsecao 4.3.5

(4.8)

%EE _ (DXMtotal - DXMlivre) % 100

DXMiotal

A DMX nao incorporada no CLN (farmaco livre), presente na fase aquosa, foi
separada da incorporada ao CLN através de processo de ultrafiltracao utilizando dispositivos
Sartorius Vivaspin® 2 (Goettingen, Alemanha) com membrana de polietersulfona (PES)
e cut-off de 10 Kda. Uma aliquota de 100 uL. de dispersao de CLN foi transferida para o
dispositivo de ultrafiltracao e diluida na propor¢ao 1:20 com 1900 uL. de agua ultrapura. A
dilui¢ao nesta proporcao teve o objetivo de solubilizar possiveis cristais de dexametasona
presentes na fase externa da dispersao de CLN, evitando subestimar o resultado de
eficiéncia de incorporacao (MENDES et al., 2013; ARAUJO et al., [2010; ABREGO et al.,
2016)).

Apos a diluigao da amostra de CLN, a mesma foi centrifugada a 4000 rpm durante
30 minutos. O filtrado obtido foi coletado, e a DXM livre quantificada por por CLAE de

acordo com a metodologia descrita na jsubsecao 4.3.5|

4.3.8.3 Microscopia eletronica de transmissao

A visualizacao dos CLN foi realizada por meio de microscopia eletronica de trans-

missao (MET). As nanoparticulas foram diluidas na proporgao 1:20 e 10 uL. adicionados
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cuidadosamente sobre grade de cobre revestida com filme de Formvar®. A dispersio de
CLN foi mantida sobre a grade durante 30 segundos e, em seguida, o excesso foi removido
com auxilio de papel filtro. Apoés a retirada de excesso de CLN sobre as grades, os CLN re-
ceberam contraste negativo com a adi¢ao de 10 uL: de solugao de acido fosfotungstico (PTA)
a 1% sobre a grade. O PTA foi mantido em contato por 30 segundos e, posteriormente,
removido com auxilio de papel filtro.

As grades foram armazenadas em embalagens plasticas protegidas, secas a tempe-
ratura ambiente e posteriormente visualizadas em microscopio eletronico de transmissao
Tecnai® modelo G2 Spirit Biotwin (Hillsboro, EUA), operado a 80kV.

4.3.9 Secagem dos CLN por liofilizagao

As amostras de CLN selecionadas no planejamento experimental foram secas
por liofilizagdo no Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica (FarmaTec), da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Goias (UFG), coordenado pela Profa. Dra.
Eliana Martins Lima. O processo se deu através do congelamento da amostra de CLN,
em recipiente de vidro ambar, em temperatura de -20°C durante 12 horas seguido por
liofilizagao em liofilizador ThermoFisher Scientific modelo Micromodulyo-115 (Waltham,
USA) sob pressao de 2,0 Pa, temperatura de -40°C e por um periodo de 24 horas.

A trealose (C;,Hy,04;) foi utilizada como agente crioprotetor das dispersoes de

CLN na concentracao de 15 % em relacao a massa de lipidio na formulacao.

4.3.9.1 Preparagéo das formulagdes utilizadas nos enaios in vitro

As formulagoes avaliadas nos ensaios de liberacao in vitro da DXM foram: gel de
DXM livre (Gel DXM), gel de DXM incorporada em CLN (Gel CLN-DXM) e dispersao
aquosa de CLN contendo DXM incorporada (CLN-DXM).

O gel de Carbopol® utilizado como excipiente para a DXM e para a DXM contida
em CLN foi gentilmente cedido pela Farméacia Escola Carlos Drummond de Andrade
(FECDA) da UFPE, sob supervisao técnica da Profa. Dra. Leila Bastos Leal. A formulagao
do gel pode ser visualizada na [Tabela 16

A dispersao aquosa de CLN contendo DXM (CLN-DXM) foi reconstituida por meio
da adigao de agua ultrapura, de forma gradual, na formulagao 9 liofilizada. Adicionou-se
1mL de agua ultrapura no li6filo seguido de homogeneizacao em agitador para tubos do
tipo vortex Biomixer® modelo Multi-mixer (Sao Carlos, Brasil) por 1 minuto, repetindo o
procedimento até se alcancar a adigao do volume de 5mL de dgua. O objetivo da reconsti-
tuicao gradativa foi de evitar a ruptura da estrutura porosa do litfilo, desestabilizagao
do sistema, e consequentemente, comprometer a qualidade da dispersao (MORAIS et al.|
2016)).

O gel de DXM livre (Gel DXM) foi obtido por meio da incorporagao de DXM (10 mg),

previamente dispersa em propilenoglicol (78 mg), em gel de Carbopol® na concentragao
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Tabela 16 — Formulacao de gel de Carbopol® uti-
lizado como excipiente para as formu-

lacoes.

Componente Quantidade Funcao
Carbopol® 1% Espessante
Nipagin® 0,1% conservante
Nipazol® 0,05% convervante

EDTA 0,1% Quelante

Propilenoglicol 3% Umectante
Trietanolamina q.8 alcalinizante

Agua deionizada q.s.p Veiculo

Fonte: Produzido pelo autor.

de 0,01 % (m/m) de DXM. A composigao da formulagdo Gel DXM foi: DXM 0,1 %,
propilenoglicol 0,78 % e gel de Carbopol® q.s.p 100 %.

O gel de CLN contendo DXM incorporada (Gel CLN-DXM) foi obtido por meio
da adicdo da dispersao aquosa de CLN (formulacio 9) em gel de Carbopol® na proporcao
8:2. A concentra¢ao de DXM na formula¢ao Gel CLN-DXM foi de 0,057 % (m/m).

4.3.10 Liberagao in vitro da DXM

A cinética de liberacao in vitro da DXM foi realizada em células de difusao vertical
do tipo Franz acopladas ao sistema automatizado Hanson Vision® MICROETTE" Plus
(Chatsworth, EUA). Foram utilizadas membranas de acetato de celulose com molecular
weight cut-off (MWCO) de 10000 Da Fisher Scientific® (Pittsburgh, EUA). Previamente ao
uso, as membranas foram imersas em agua ultrapura e, em seguida, recortadas em formato
circular com tamanho suficiente (cerca de 3 cm?) para cobrir a parte superior da célula de
difusdao. A remocao de vestigios de glicerol contido nas membranas foi realizada por meio
da imersao das mesmas em béquer contendo agua ultrapura fervente e mantidas por 20
minutos, repetindo-se o processo trés vezes. Apos a remocao de vestigios de glicerol, as
membranas foram mantidas submersas em agua ultrapura e armazenadas sob refrigeracao
(4°C) até o momento do uso.

O meio receptor utilizado foi preparado a partir da dissolugao de 0,02 % (m/v) de
Tween® 80 em tampéo fosfato 0,1 M pH 7.4.

As células de difusao foram preenchidas com meio receptor (aproximadamente
7mL) e as membranas de acetato de celulose, previamente tratadas, foram dispostas sobre
as mesmas cobrindo uma &rea 1til para ocorréncia de passagem de soluto de 1,86 cm?. O
sistema foi mantido sob agitacao a 350 rpm e temperatura de 37 + 0,5°C. O ensaio foi
realizado em sextuplicata.

Quantidades suficientes de gel de DXM 0,1 % (m/m), gel de CLN contendo DXM e
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dispersao aquosa de CLN contendo DXM para se obter a massa de 100 pg de DXM foram
adicionadas no compartimento doador das células de difusao e espalhadas uniformemente
sobre as membranas de acetato de celulose, compreendendo uma area de 1,86 cm?.

Aliquotas de 1 mL do compartimento receptor foram coletadas em intervalos de
tempo predeterminados: 0, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4, 5, 8 e 12 horas. O mesmo volume coletado
foi restituido imediatamente para a manutencao de volume constante nas células de difusao.
As condigoes sink foram mantidas durante todo o experimento.

A contém uma representacao grafica da célula de Franz e as condigoes
em que foram executados os ensaios de liberacao in vitro da DXM.

Figura 27 — Representacao grafica da célula de Franz e as condigbes utilizadas na execugao da liberagao
in vitro da DXM.

‘ 100 pg de DXM

Meio receptor: Tween 0,02% (m/v)
em tampdao fosfato 0,2 M pH 7,4
Saturacao de DXM: 78,93 pg/mL

Condicao sink: 7,89 pg/mL

Coletasde 2 mLem:
0;0,5;0,75;1;2;3;4;5,;8e12h

Fonte: adaptado de https://hansonresearch.com/diffusion-testing/vision-microette/.

Para obtencgao da concentragao de farmaco liberada no compartimento receptor,
as aliquotas coletadas foram filtradas em filtros de PVDF Merck-Millipore® (Darmstadt,
Alemanha) modelo Milex-GV com poro de 0, 22 um e quantificadas por CLAE nas condi¢oes

descritas na [subsecao 4.3.5l

Devido a retirada de aliquotas do meio receptor nos tempos predeterminados,
para determinacao da concentracao de DXM, e a posterior diluicao do meio provocada
pela reposicao do mesmo volume com meio receptor fresco, fez-se necessario corrigir a
quantidade acumulada de DXM liberada ao longo do tempo. Esta correcao foi realizada

com o auxilio da [Equacao 4.9

n—1

Qreal = Cmensm‘ada,t X Vr+Va x Z xCa (49)

Onde Q,cq é a quantidade acumulada no tempo t, Cyensurada € @ concentragao da

amostra (png/mL) no tempo ¢, Vr é o volume ocupado pelo meio receptor corresponde a
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cada célula (entre 6,45 mL e 6,86 mL), Va é o volume de amostra retirado a cada coleta
(1mL de rinse e 1 mL de coleta) e C'a é a concentracao de amostra removida nos tempos
anteriores.

Dessa forma, a quantidade acumulada de farmaco liberada no tempo ¢ é igual a
quantidade mensurada no tempo t acrescida do somatoério das quantidades retiradas do
compartimento receptor nos tempos de coleta anteriores.

O perfil de liberacao da DXM foi determinado graficamente através da relacao
entre a quantidade liberada acumulada de DXM por area (ug/cm?) pelo tempo (horas) da
regiao onde a liberacao estava em estado de equilibrio steady-state do experimento. Os
dados obtidos foram utilizados para a determinacao do modelo de liberagao mais adequado
através do delineamento de modelos de ordem zero, primeira ordem e modelo de Higuchi.

O modelo de liberagao de ordem zero estéa representado pela [Equagao 4.10] Onde
Qt é a quantidade de DXM liberada no tempo t, Qg é a quantidade inicial de DXM
no meio receptor (zero) e k é a constante de liberagao. O grafico que representa a
produzira uma linha reta, com inclinacao igual a k e liberagao independente

da concentragao.

Qt=Qo+k xt (4.10)

O modelo de cinética de primeira ordem esté representado pela[Equagao 4.11] Onde
Log C' é o log da quantidade de DXM liberada no tempo t, log C, é o log da quantidade

inicial de DMX no meio receptor (zero) e k é a constante de liberagao.

kxt
2.303
O modelo de Higuchi esta representado pela Onde Qt é a quantidade

de DXM liberada no tempo t e k é a constante de liberagao.

Log C =log C, — (4.11)

Qr =k xVt (4.12)

A forma de elaboracao da representacao grafica dos modelos apresentados, de

acordo com a equagao correspondente, estao exibidas na [Tabela 17]

Tabela 17 — Equagoes e instrugoes para elaboragao das representagoes graficas dos modelos de
liberacao avaliados.

Modelo Equagao Representacao gréfica
Ordem zero Qt=Qp+ ko xt Concentracao de DXM liberada x tempo
Primeira ordem Log C' = log C, — 2’f§0t3 Log da concentragao de DXM liberada x tempo
Higuchi Qi =kxt Concentragao de DXM liberada x +/tempo

Fonte: Produzido pelo autor.
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O modelo que apresentou correlagao linear, avaliada através do coeficiente de
determinagao (r?), mais proxima de 1 foi determinado como o mais adequado para
interpretar a liberagao da DXM in witro.

A analise estatistica da diferenca, referente & concentracao acumulada de DXM
(ug/cm?) em cada tempo de coleta, entre os grupos avaliados foi realizada através de
ANOVA seguida pela avaliacao das diferengas entre as medias pelo teste ¢t. Diferengas entre

as médias com valor de p < 0,001, p < 0,01 e p < 0,05 foram consideradas significativas.

4.3.11 Penetragdo e/ou permeacao cutanea in vitro

As peles foram obtidas de orelhas de porco recém abatido e imediatamente subme-
tidas & metodologia de preparo e armazenamento. O preparo das pele se deu inicialmente
pela lavagem das orelhas em agua corrente, sem utilizacao de detergentes, para remogao
de residuos. Em seguida, o tecido cutaneo da parte posterior da orelha foi retirado com
auxilio de bisturi, tesoura e pinga e, em seguida, o tecido adiposo subcutaneo remanescente
e os pelos encontrados nas peles foram removidas com auxilio de tesoura.

Apbs o preparo das peles, as mesmas foram cortadas no formato circular medindo
aproximadamente 3cm de didmetro, cobertas com filme plastico e armazenadas em
refrigerador sob temperatura de -20°C até o momento da realizacao dos experimentos que
avaliaram a penetragao e/ou permeagao cutanea da DXM.

Foram utilizadas células de difusao vertical do tipo Franz acopladas ao sistema
automatizado Hanson Vision® MICROETTE" Plus (Chatsworth, EUA). O meio receptor
foi composto por Tween® 80 0,02% (m/v) em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 & temperatura
de 32°C (£ 1) em agitacao magnética constante a 350 rpm.

Para execugao do experimento, as peles foram descongeladas e, ao alcancar tem-
peratura ambiente, foram hidratadas ao serem submersas em &gua ultrapura por um
periodo de duas horas. Em seguida, foram adicionadas nas células de difusao (previamente
preenchidas com meio receptor) com a face composta pelo estrato corneo voltada para o
compartimento doador e, por ultimo, amostras de gel de DXM livre (Gel DXM), gel de
DXM incorporada em CLN (Gel CLN-DXM) e creme de acetato de dexametasona 0,1 %
genérico em quantidades suficientes para se obter 100 ug de DXM foram adicionadas sobre
as peles e distribuidas uniformemente sobre uma area correspondente a 1,86 cm?.

Em determinados tempos (1, 2, 3, 4, 5, 8 e 12 horas) 2mL (1 mL de rinse e 1 mL
para anélise) do meio receptor foi coletado de cada célula e, imediatamente apos a coleta,
o mesmo volume de meio receptor fresco foi devolvido. Os experimentos foram realizados
em sextuplicata.

Apos 12 horas de experimento, as peles foram retiradas das células de difusao,
lavadas com dgua ultrapura, secas com papel macio para remogao do excesso de formulagao
e dispostas, com a face compreendida pelo EC voltada para cima, em um suporte de

superficie lisa e limpa.
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Posteriormente, a area que sofreu penetragao e/ou permeacao da DXM foi deli-
mitada com o auxilio de fitas adesivas coloridas e, entao, o estrato cérneo desta area
foi removido utilizando-se a técnica de tape stripping através de 20 remocgoes com fitas
adesivas 3M® (Sumaré, Brasil), modelo Durex® Transparente.

As fitas provenientes do tape stripping e a porcao de pele remanescente recortada
em pequenos pedagos com auxilio de tesoura foram acondicionadas em tubos plasticos de
15mL com tampa para posterior extracao da DXM.

A DXM foi extraida das amostras de EC e pele remanescente por meio da adigao
de 2,5 mL de fase moével, sonicagao em banho de ultrassom por 60 minutos, agitacao em
agitador de tubos tipo vortex por 1 minuto, centrifugacao a 4000 rpm por 15 minutos
e, por ultimo, filtracdo em filtros de PVDF Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha)
modelo Milex-GV com poro de 0,22 um e acondicionadas em wvials.

As amostras de meio receptor obtidas nos tempos pré determinados foram filtradas
em filtros de PVDF Merck-Millipore® (Darmstadt, Alemanha) modelo Milex-GV com
poro de 0,22 um e acondicionadas em wials.

A quantificacao da DXM foi realizada em CLAE acoplado a detector UV de acordo

com a metodologia descrita na [subsecao 4.3.5] Os resultados foram expressos em massa de

DXM (ug) por area de pele (cm?).

A analise estatistica da diferenca, referente a concentracao acumulada de DXM
(ug/cm?) encontrada no EC, pele remanescente e meio receptor apos 12 horas de experi-
mento, entre os grupos avaliados foi realizada através de ANOVA seguida pela avaliacao das
diferengas entre as medias pelo teste t. Diferencas entre as médias com valor de p < 0,001,

p < 0,01 e p<0,05 foram consideradas significativas.
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5 Resultados e discussao
5.1 Caracterizacgao fisico-quimica do 6leo de pracaxi

5.1.1 Composicao de acidos graxos

A metodologia utilizada para determinagao da composicao de dcidos graxos requereu
preparo prévio da amostra. Por isso, os 4cidos graxos presentes no 6leo de pracaxi foram
transformados em FAME através de uma reacao de derivatizacao para posterior analise
por cromatografia gasosa (CG).

A reagao de derivatizacao transformou um acido organico (COOH) em metil éster
(COOCH,;) com o objetivo de torna-lo adequado para andlise por CG, pois aumenta a
volatilidade do mesmo. Além de aumentar a simetria dos picos no cromatograma e diminuir
a reatividade da amostra, tornado os resultados da anélise mais precisos. A derivatizagao
foi promovida por meio de uma reacao de esterificagao (ORATA| 2012)).

A metilacao do éster de acido graxo foi promovida pelo BF; em solu¢ao metanolica.
A reagao esta representada na equagao

OH-CH, + RCOOH — % RCOOCH, (5.1)

catalisador

A composigao de acidos graxos do 6leo de pracaxi pode ser observada na [Tabela 18]
Observou-se que os acidos graxos majoritarios no 6leo de pracaxi foram: acido linoleico
(12,20 %), acido oleico (48,89 %), acido behénico (17,11 %) e acido lignocérico (11,51 %),
que corresponderam a aproximadamente 90 % da composi¢ao total de acidos graxos do
Oleo de pracaxi.

O cromatograma dos FAMEs obtidos do 6leo de pracaxi pode ser observado na
Figura 28

Além destes, os acidos laurico (0,25 %), miristico (0,29 %), palmitico (2 %), linolénico
(0,13 %) estearico (3,25 %), eicosendico (1,48 %), araquidonico (1,16 %) e ertcico (0,75 %)
foram identificados e quantificados em relacao a area total dos picos do cromatograma.

A proporcao de acidos graxos saturados foi de 36,51 %, monoinsaturado 51,14 % e
polinsaturado 12,35 %, conforme apresentado pela

A composicao de acidos graxos do 6leo de pracaxi obtida neste trabalho foi seme-
lhante & encontrada por SANTOS COSTA et al| (2013) utilizando a mesma metodologia
para derivatizacdo dos acidos graxos (BRUHL), [1997).

SANTOS COSTA et al.| (2013) relataram que a composi¢ao majoritaria de acidos
graxos presentes no 6leo de pracaxi é composta por acido behénico, oleico, linoleico e
lignocérico, que juntos, somaram 96 % da composi¢ao de acidos graxos do 6leo. A alta
concentragao de acido behénico (16 %) também foi mencionada.

O éacido oleico é o principal responsavel pela proporcao de 51,14 % de acidos graxos
monoinsaturados presentes no 6leo de pracaxi. Esta concentracao de monoinsaturados

encontra-se abaixo das obtidas nos 6leos de oliva (71,3 %) e canola (65,2 %). Entretanto,
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Tabela 18 — Composigao de acidos graxos (%) do o6leo de pracaxi.

Acido graxo Nome e féormula molecular Quantidade (%)
12:0 Acido laurico (C;,H,,0,) 0,247
14:0 Acido miristico (C;,H,05) 0,290
16:0 Acido palmitico (Cy5H3,0,) 2,004
18:3 Acido linolénico (C,;gH5705) 0,134
18:2 Acido linoleico (C,gH3,0,) 12,208
18:1 Acido oleico (C;gH5,0,) 48,896
18:0 Acido estedrico (C,gH3505) 3,254
20:1 Acido eicosendico (CyqHs50,) 1,482
20:0 Acido araquidonico (CyaH3,0,) 1,163
22:1 Acido erticico (CyyH,50,) 0,758
22:0 Acido behénico (CyyH,40,) 17,156
24:0 Acido lignocérico (Cy,H,505) 11,516

Proporgao de acidos graxos saturados, mono e polinsaturados

Saturado 36,51 %
Monoinsaturado 51,14 %
Polinsaturado 12,35 %

Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: A coluna denominada “Acido graxo” representada por a : b,
significa: a = quantidade de atomos de carbono e b = numero
de insaturagoes.

¢ maior que as encontradas em outros 6leos de origem natural como por exemplo: arroz
(40,8 %), soja (24,3 %), milho (34 %) e girassol (23 %) (SANTOS; SANTOS; SOUZA, 2005)).

Ryan et al.| (2006) determinaram a composigao de acidos graxos das améndoas de
castanha do Brasil, nogueira-peca, pinhao, pistache e caju. Especificamente, a concentragao
de acido oleico dentre as espécies avaliadas encontrou-se entre 29,09 % (castanha do Brasil)
e 58,19 % (pistache).

Rodrigues, Darnet e Silval (2010) determinaram a composigao de acidos graxos das
polpas de frutos da regiao amazodnica: buriti, patawa, tucuma, mari e inaja. Dentre as
polpas avaliadas, a composigao de acido oleico avaliadas situaram-se entre 52,40 % (Inaja)
e 76,70 % (Patawa).

Pode-se observar que a concentragao de acido oleico (C18:1) encontrada no 6leo
de pracaxi (48,89 %) situa-se em niveis semelhantes ao da maioria das améndoas e frutos
avaliados nos trabalhos citados.

Oleos vegetais ricos em &acido oleico, também conhecido como émega-9, sao de
grande interesse da industria alimenticia e farmacéutica. Este acido graxo de cadeia

contendo 18 carbonos, uma ligacao dupla e o grupo funcional COOH participa em diversos
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Figura 28 — Cromatograma dos FAMEs obtidos do 6leo de Pracaxi
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Fonte: produzido pelo autor.

processos metabolicos e tem uma funcao importante na sintese de hormonios.

Os acidos graxos polinsaturados linoleico (6mega-6) e linolénico (6mega-3), tam-
bém estao presentes no 6leo de pracaxi, mas em menor quantidade (12,20 %) e (0,13 %,
respectivamente). Estes acidos graxos participam de fun¢oes metabodlicas essenciais, uma
vez que nao é sintetizado pelo organismo.

A inclusao dos mesmos na dieta sao comprovadamente importantes na prevencao de
doengas cardiovasculares e diabetes tipo II (MARTIN et al., 2006). A proporgao de acidos
graxos polinsaturados (12,35 %) encontrada no 6leo de pracaxi é semelhante & encontrada
no o6leo de oliva (12,7 %) (SANTOS; SANTOS; SOUZA| 2005)).

(KIM et al., 2010)) realizaram a determinagao de écidos graxos de diversos 6leos
vegetais e determinaram a composi¢ao média de acidos graxos saturados e insaturados
entre 12% a 22 % e 28 % a 88 %, respectivamente.

O 6leo de pracaxi apresenta uma das maiores concentracoes de acido behénico na
natureza (FUNASAKI et al [2016). Segundo Brondz| (2002) o acido behénico C,,HO,
é um constituinte lipidico minoritario da maioria das sementes e leite de animais. Isto
demonstra que o 6leo da semente de pracaxi ¢ membro de um pequeno grupo de 6leos
vegetais ricos em acido behénico.

O o6leo obtido de lotus plumule contém em sua composicao de acidos graxos cerca
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de 6,75% de acido behénico, menos da metade do que foi encontrado no 6leo de pracaxi
(BI et al., 2006).

O 6leo de baru (Dipteryz alata Vog.), obtido da regiao de cerrado no Brasil, possui
em sua composigao cerca de 2,6% de acido behénico (TAKEMOTO et al., 2001). O 6leo
de sementes de roma, apenas 0,3% (NICULAE et al.| 2014)).

5.1.2 Determinacédo de densidade, viscosidade dinamica e cinematica.

Viscosidade dindmica é a capacidade de um fluido oferecer resisténcia as tensoes de
cisalhamento, ou seja, é a relagao entre a tensao de corte aplicada e a taxa de cisalhamento
de um liquido. Esta medida determina o grau de resisténcia do fluido a forca de cisalhamento,
em outras palavras, a dificuldade do fluido em escoar.

A viscosidade cinematica é calculada a partir dos resultados obtidos da viscosidade
dindmica e densidade (massa especifica), portanto, é a razao entre a viscosidade dinamica e
densidade do 6leo. A viscosidade cinemética depende da densidade, por isso, é importante
determinar a varia¢ao da densidade de acordo com a temperatura (POLING; PRAUSNITZ:
O’CONNELL; 2000; MARANGONI; NARINE, [2002)).

Conforme observado na [Tabela 19| a viscosidade dinamica do 6leo de pracaxi a
100°C sofreu uma reducao de mais de 8 vezes em comparacao aquela medida a 30°C, pois
regrediu de 65,75 mPa/s a 30°C para 7,77mPa/s a 100°C.

A viscosidade cinematica acompanhou a mesma tendéncia, no entanto, com uma
pequena diferenca devido a relacao da mesma com a densidade do 6leo na temperatura
analisada. Ainda na & possivel verificar que a densidade variou entre 0,90 g/cm?
a 30°C e 0,85¢g/cm? a 100°C.

Tabela 19 — Densidade, viscosidades dinAdmica e cinemética do 6leo de pracaxi
no intervalo de 30°C a 100°C.

Temperatura Viscosidade dindmica  Viscosidade cinematica Densidade

(’C) (mPa/s) (mm?/s) (g/cm?)
30 65,75 72,99 0,90
40 39,90 44,64 0,89
50 27,98 31,54 0,88
60 20,43 23,20 0,88
70 15,43 17,66 0,87
80 11,99 13,83 0,86
90 9,55 11,09 0,36
100 7,77 9,09 0,85

Fonte: Produzido pelo autor.

A correlagao entre o aumento da temperatura e diminuicao da densidade em 6leos
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vegetais € linear, podendo ser representada pela [Eiquacao 5.2 onde p é a densidade em

g/cm?, T corresponde a temperatura em °C e a e b sao o intercepto e a inclinagao da reta,

respectivamente (ESTEBAN et al., 2012, RODENBUSH; HSIEH; VISWANATH, (1999)).

p=a+b-T (5.2)

A regressao linear, obtida a partir do grafico de dispersao da temperatura (x)
e densidade (y) do 6leo de pracaxai no intervalo entre 30—100°C, resultou na equagao
p=—6,5952 x 1077 + 0,9202 (R? = 0,9998). A partir da equagao da regressao linear foi
possivel determinar a densidade teérica de 0,9227 g/cm?® do 6leo de pracaxi a temperatura
de 25°C.

A apresenta o grafico da relacao entre temperatura e viscosidade dinamica,
cinematica e densidade do 6leo de pracaxi no intervalo entre 30°C e 100 °C. Pode-se observar
que a viscosidade dindmica e cinematica diminuiram de forma nao-linear em relagao ao

aumento de temperatura.

Figura 29 — Grafico representando a relagdo entre temperatura e viscosidade dinémica, cinemaética e
densidade do 6leo de pracaxi no intervalo de 30°C a 100°C.
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Fonte: produzido pelo autor.

A correlagao nao-linear entre temperatura e viscosidade também foi obtida com ou-
tros 6leo vegetais (ABRAMOVIC; KLOFUTAR] [1998; YILMAZ, 2011; [FASINA; COLLEY]
2008; ESTEBAN et al| 2012)). Santos, Santos e Souzaj (2005) realizaram um estudo que
verificou, além de outras caracteristicas, a correlacao entre o aquecimento de dleos vegetais
(soja, girassol, oliva, canola, milho, arroz) e a viscosidade. Foi observado no intervalo de

aquecimento entre 10°C e 80°C que a viscosidade diminuiu de forma nao-linear conforme
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o aumento da temperatura. Os autores atribuiram este comportamento ao aumento da
vibracao das moléculas e diminuicao das forcas intermoleculares provocado pelo incremento
de temperatura, que facilitou a mobilidade das cadeias dos acidos graxos constituintes do
6leo e, consequentemente, o decréscimo da viscosidade.

Ainda segundo [Santos, Santos e Souza (2005)), a composi¢ao de éacidos graxos
(monoinsaturados e polinsaturados) também tem correlagdo com a viscosidade de 6leos
vegetais. O aumento da concentragao de acidos graxos polinsaturados diminuiu a visco-
sidade, enquanto que, a o aumento da concentracao de acidos graxos monoinsaturados
aumentou a viscosidade dos 6leos vegetais avaliados. Este comportamento ocorreu devido a
impossibilidade de rotagao da molécula nas ligagoes C=C provocada pelo maior ntimero de
duplas ligagoes (insaturagoes), tornando as liga¢oes da cadeia de acido graxo mais rigidas e,
consequentemente, favorecendo o fluxo e a diminuigao da viscosidade do 6leo. A correlagao
foi mais significativa para a concentracao de 4cidos graxos polinsaturados (R? = 0,94) do
que para os monoinsaturados (R? = 0,88). Abramovic e Klofutar| (1998) atribuiu a mesma
justificativa para a alta viscosidade obtida no 6leo de oliva em comparacao aos 6leos de
girassol, milho e abdbora, pois o 6leo de oliva apresenta écidos graxos monoinsaturados
em 75 % de sua composicao. Além disto, verificou-se também uma relacao inversamente
proporcional entre viscosidade e indice de iodo de 6leos vegetais, pois este indice indica o
grau de insaturacao do 6leo.

A correlagao entre a composigao de acidos graxos e a viscosidade de Oleos vegetais
também foi relatada por Kim et al.| (2010)), no entanto, os autores ndo encontraram
correlacao estatisticamente significativa entre a concentracao de acidos graxos insaturados
ou saturados e a viscosidade de 6leo vegetais, no entanto, obteve-se correlacao significativa
entre a concentragao dos acidos oleico (18:1) e linoleico (18:2) e a viscosidade de 7 6leos
vegetais (canola, milho, semente de uva, avela, oliva, soja e girassol). Esta correlagao
foi positiva para a concentracao de acidos oleico e negativa para linoleico, que sao os
acidos graxos majoritarios de diversos 6leos vegetais (GUNSTONE], [2011; [ HAMM et al.,
2013)). Os resultados encontrados por Kim et al. (2010) foram atribuidos ao fato da dupla
ligagao em (C=C) provocar mudangas na conformacao estrutural da cadeia carbénica do
acido graxo e, com isso, dificultar a organizagao espacial das mesmas resultando em um
empacotamento menos organizado e, consequentemente, mais fluido.

A disposicao dos acidos graxos saturados dos triglicerideos de 6leos vegetais facilita
a interacao entre as cadeias e a ocorréncia de ligagoes de Van de Waals que inibe o fluxo
do 6leo, resultando em maior viscosidade. No entanto, a presenca de duplas ligagoes na
molécula do acido graxo provoca uma mudanca na conformagao da molécula, prevenindo
a interacao entre as cadeias e, consequentemente, aumentando a capacidade de fluxo do
6leo e diminuindo a viscosidade (ABRAMOVIC; KLOFUTAR/, 1998)). O tamanho da
cadeica carbonica dos acidos graxos (peso molecular) que fazem parte da constitui¢do
do 6leo é diretamente proporcional ao aumento de viscosidade (RODENBUSH; HSIEH;
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VISWANATH, [1999).

O o6leo de pracaxi é composto por acidos graxos com cadeias de 18 a 24 carbonos em

mais de 90 % de sua composicao e cerca de 51 % da composi¢ao ¢ do tipo monoinsaturado,
24,6 % de polinsaturados e 24,3 % de saturados (SANTOS COSTA et al., 2013). Este perfil

de composicao é responsavel pela alta viscosidade apresentada pelo 6leo de pracaxi em

comparagao com outros 6leos vegetais.
A apresenta a viscosidade, obtida nos trabalhos de [Santos, Santos ¢
Souza, (2005)); Brock et al.| (2008) e [Fasina e Colley| (2008)), de vérios dleos vegetais em

temperaturas entre 20°C e 80°C. Nesta tabela é possivel constatar, comparando com os

dados da [labela 19| e [Figura 30 que o 6leo de pracaxi é mais viscoso que os demais em

todas as temperaturas avaliadas. Entretanto, a diferenca de viscosidade entre os 6leos

vegetais diminui com o aumento da temperatura, alcancando valores semelhantes em

temperaturas elevadas (YILMAZ, 2011; [FASINA; COLLEY] 2008)).

Tabela 20 — Viscosidade dindmica de 6leos vegetais em temperaturas de
20°C a 80°C.

Viscosidade dindmica (mPa/s)

Oleo vegetal — gio0 70°c 60°C  50°C  40°C  30°C  20°C

Arroz 12,7 14,2 20,5 24,5 385 50,5 73,8
Soja 10,5 12,6 16,8 22,3 30,2 41,2 59,0
Canola” 10,7 - 17,9 - 33,1 — —
Canola 11,2 14,5 18,1 25,2 33,1 50,5 73,1
Girassol” 10,4 - 16,5 — 30,2 — —
Girassol 10,6 12,6 17 21,3 30,3 41,3 58,3
Oliva 11,5 14,9 18,7 26,2 35,3 554 79,7
Milho™ 11,4 — 18,3 — 33,3 — —
Milho 10,4 14,0 16,7 24,8 30,5 47,4 67,6
Algodio — 14,0 18,0 24,6 33,4 47,3 67,7
Améndoas 12,42 . — 26,89 — — -
Semente de uva 11,98 — — 25,27 — — —
Avela 12,49  — - 27,40 - — —
Amendoim 12,66 - — 27,45 — — -
Cartamo 11,17 — — 22,32 — — —
Noz 10,51  — - 21,20 - - —

Fonte: Adaptado de (SANTOS; SANTOS; SOUZA| |2005; BROCK et al.|
2008} [FASINA; COLLEY], [2008).

Nota: * Adicdo de antioxidante ao 6leo

A viscosidade do 6leo esta relacionada com o tamanho de particula obtido em

preparagoes de CLN porque durante as etapas de pré-emulsao e homogeneizacao a alta
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pressao, ao aplicar-se energia para dispersao (Ultraturrax® /HAP) de um sistema de dois
liquidos imisciveis, quanto menor a viscosidade destes constituintes menor serda o tamanho
de particula formada (PANDOLFE] 1981)).

Este nao é o tinico parametro que determina o tamanho da particula, pois outros
parametros, como: cinética de adsor¢ao do tensoativo a interface 6leo/agua, tensao inter-
facial entre as fases imisciveis e energia empregada durante a dispersao também estao
relacionados ao tamanho de particula obtido (ABDEL-MOTTALEB; NEUMANN: LAM-
PRECHT! 2010; MITRI et al., 2011; | GRAMDOREF et al.; 2008; STANG; SCHUCHMANN?
SCHUBERT], 2001).

Ao comparar-se a viscosidade de 6leos de origem vegetal com outros 6leos comumente
utilizados para preparagao de CLN, como por exemplo, TCM e écido oleico (28 mPa/s e
26 mPa/s a 25°C, respectivamente, é possivel verificar que os 6leos vegetais possuem uma
viscosidade maior e, devido a isso, a diminui¢ao das goticulas de fase interna durante a
preparacao de nanoparticulas lipidicas pode ser dificultada, resultando em nanoparticulas
de tamanho e PDI que podem afetar a estabilidade do CLN obtido (TAMJIDI et al.; 2013;
MITRI et al., 2011)).

Entretanto, a demonstra que a viscosidade do 6leo de pracaxi em alta
temperatura (80°C) é semelhante a de demais Oleos vegetais que ja foram utilizados
em preparacoes de CLN, como 6leo de soja e de oliva (DOKTOROVOVA et al., |2010;
TOKTON; PANICHAYUPAKARANANT]) 2014), determinando assim a viabilidade de se
usar 6leo de pracaxi na preparacao de CLN utilizando a metodologia de HAP & quente.

O aquecimento é um fator de possivel degradacao de oleo vegetais, que pode ser
verificada por meio de propriedades fisico-quimicas como a viscosidade, por exemplo. Se
houver mudancgas na viscosidade de um 6leo, ap6s exposicao a temperatura por determinado
tempo, ha indicios de degradagdo do mesmo (SANTOS; SANTOS; SOUZA| 2005). O
aumento do tempo de aquecimento aumenta a viscosidade de 6leos vegetais, provavelmente
devido a reagoes de oxidacao e polimerizacao.

A apresenta os valores de viscosidade dinamica do 6leo de pracaxi em
intervalo de temperatura entre 40°C e 100°C obtidos em duas anéalises. A primeira foi
realizada sem preparo prévio da amostra e a segunda foi obtida apés manter o 6leo a
100°C durante o periodo de 1 hora. Observou-se que nao houve diferenca significativa nos
valores obtidos de viscosidade dinamica, mesmo ap6s 1 hora de exposicao ao aquecimento
a 100°C.

Santos, Santos e Souza (2005) realizaram um experimento semelhante com diversos
6leos vegetais que foram submetidos a aquecimento e resfriamento com o objetivo de veri-
ficar se haveriam alteracoes nas medidas de viscosidade, que poderiam indicar degradacao
do 0Oleo frente a temperatura. Os resultados obtidos mostraram que nao houve alteracao
na viscosidade durante o processo de aquecimento e resfriamento, sugerindo entao, que

nao houve degradacao dos 6leos avaliados.
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A partir da observacao dos resultados apresentados na [Figura 30|, é possivel sugerir
que nao houve degradacao do 6leo de pracaxi no intervalo de temperatura entre 40°C
e 100°C e tempo de exposicao de 1 hora. Esta avaliacao foi importante para verificar
a estabilidade do 6leo em situacao analoga & etapa de preparacao dos CLN através da
metodologia de HAP & quente, onde o mesmo é aquecido até a temperatura de + 90°C.
Ressalta-se que o tempo de aquecimento durante a preparacao dos CLN é muito menor
que o periodo em que o 6leo foi mantido (1 hora) para verificar a possivel ocorréncia de
mudanga de viscosidade.

A degradacao de um 6leo vegetal, a ponto de apresentar modificagoes na viscosidade,
ocorre em tempos de exposi¢ao prolongados e em temperaturas maiores que 100°C. Esses
resultados sao obtidos em estudos que avaliam a degradacao de 6leos vegetais utilizados
no processo de fritura de alimentos (frying time) por meio de reagoes de oxidacao e
polimerizagao, resultando em aumento da viscosidade (SANTOS; SANTOS; SOUZA, 2005;
KALOGIANNI; KARAPANTSIOS; MILLER), 2011; ABDULKARIM et al., [2007)).

Portanto, a exposicao do 6leo de pracaxi durante o periodo de 1 hora em tempera-
tura de 100°C nao foi suficiente para provocar degradacao do 6leo. No entanto, serviu para
verificar a estabilidade do mesmo em um tempo superior ao de preparacao de CLN, garan-
tindo assim que possivelmente nao sofrera degradagao durante o processo de preparagao
de CLN através da metodologia de HAP a quente.

5.1.3 Determinacao do EHL requerido

O EHL esta relacionado as variagoes entre as porc¢oes hidrofilicas e lipofilicas da
molécula de um tensoativo nao-ionico e a influéncia das mesmas sobre a estabilidade
de uma emulsao. Esta caracteristica é representada por meio de uma escala numérica
adimensional, que é ttil para a escolha de tensoativos, ou misturas dos mesmos, de modo
a se obter o valor de EHL requerido para a fase oleosa de uma emulsao.

Tensoativos com elevado EHL tendem a formar emulsdes do tipo 6leo/4gua e baixo
EHL formam emulsoes do tipo dgua/éleo. Isto ocorre porque, segundo a regra de Bancroft,
o tensoativo é mais soluvel na fase continua da emulsao. Por isso, os tensoativos com
valores baixos de EHL sao soluveis em 6leo e tensoativos com elevados valores de EHL sao
soluveis em agua (GRIFFIN| [1949; TVANOV; KRALCHEVSKY] [1997; RUCKENSTEIN|
1996; RUCKENSTEIN]| [1999).

O método de determinagao do EHL proposto por |Gritfin| (1949) é criticado por
causa de suas limitagoes frente ao método de temperatura de inversao de fases (SHINODA|
1969). No entanto, a determinacao do EHL se mostra eficaz para investigacao inicial do
EHL requerido para 6leos vegetais (ORAFIDIYA; OLADIMEJI] 2002; GULLAPALLI;
SHETH, 1999).

A concentracio de tensoativos (Span® 60 e Tween® 80) e de fase oleosa utilizadas

nos experimentos de determinacao de EHL requerido para obter emulsoes estaveis de 6leo
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Figura 30 — Grafico da viscosidade dinadmica do 6leo de pracaxi em diferentes temperaturas (40—100°C)
antes e ap6s aquecimento a 100°C durante 1 hora.
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Fonte: produzido pelo autor.

de pracaxi foi de 5% e 10 %, respectivamente. Estas concentracoes estao fundamentadas
em outros estudos de determinagao de EHL requerido para 6leos vegetais (OLIVEIRA,
2008; BERNARDI, 2011 SEVERINO et al.| 2011).

Entre as emulses constituidas de 6leo de pracaxi e a mistura de tensoativos Span®
60 e Tween® 80, a mais estavel visualmente apés anélise macroscopica apresentou EHL
em torno de 8,8 - que corresponde & proporcio de 60 % de Span® 60 e 40 % de Tween®
80. As demais emulsoes apresentaram instabilidade evidenciadas por separacao de fases ou
cremagem.

A apresenta as imagens das emulsoes obtidas com proporgoes de tensoa-
tivos em diferentes valores de EHL apos 7 dias de preparacao. Os numeros que identificam
as emulsoes correspondem ao valor de EHL das mesmas, de acordo com a [Tabela 7 Foi
possivel verificar sinas de instabilidade (cremagem ou coalescéncia) em algumas emulsoes.
A emuls@o 2 apresentou aspecto semi-solido (creme) e, por isso, nao foi considerada na
avaliacao do EHL requerido para o 6leo de pracaxi.

A apresenta as imagens das emulsoes apds o ensaio de estabilidade
preliminar por meio de centrifugagao a 1500 (A), 2000 (B) e 3500 rpm (C), respectivamente.

Os numeros que identificam as emulsoes correspondem ao valor de EHL das mesmas, de
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Figura 31 — Imagem das emulsoes com diferentes valores de EHL apoés 7 dias de preparagao.
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Fonte: produzido pelo autor

acordo com a[Tabela 7l A emulsdo 2 ndo demonstra visualmente cremagem ou coalescéncia,
no entanto, a mesma apresentou consisténcia semi-solida e, por isso, nao foi considerada
na avaliagao do EHL requerido.

Os indices de cremagem apresentados pelas emulsoes apos 7, 14 e 28 dias da
preparacao estao representados na[Figura 33| A emulsdo com EHL 8,82 foi a que apresentou
menor indice durante o periodo avaliado, demonstrando assim, maior estabilidade frente
as demais.

O pH das emulsoes foi verificado antes e apos o ciclo gelo-degelo. Os valores obtidos
podem ser visualizados na [Figura 34} Pode-se observar que o pH apresentou pequenas
variagoes entre as medidas no inicio e no final do ciclo gelo-degelo. A menor variacao de
pH foi apresentada pela emulsao com EHL 13,97 (0,02) e a maior pela emulsao com EHL
8,82 (1,16).

O resultado obtido referente ao EHL requerido para o 6leo de pracaxi esta alinhado
com o EHL requerido encontrado para outros 6leos vegetais. Maruno| (2009)) determinou o
EHL 8,0 para obtencao de nanoemulsoes estaveis de 6leo de gergelim e 6leo de framboesa
utilizando os tensoativos nao-idnicos 6leo de ricino etoxilado 300E (EHL 11, 7) e monooleato
de sorbitano (EHL 4, 3).

Em outro estudo, Pereira (2008) determinou também o EHL 8,0 para obtengao
de nanoemulsoes estaveis dos 6leos de oliva e semente de uva utilizando os tensoativos
nao-ionicos Ultroil® R300 e Span® 80.

A mistura dos tensoativos Span® 60 e Tween® 80 na proporcao 60:40, que resultou
em EHL 8,82, se mostrou adequada para a estabilizagao de emulsdes O/A de 6leo de
pracaxi.

Esta estabilidade é resultado de um valor de EHL compativel com a fase oleosa
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Figura 32 — Imagem das emulsoes de 6leo de pracaxi apo6s centrifugagao a 1500, 2000 e 3500 rpm.

Fonte: produzido pelo autor.

(6leo de pracaxi) e também a maior estabilidade promovida a emulsao pela utilizagao de
uma mistura de tensoativos com caracteristicas opostas (hidrofilico e lipofilio), pois cada
tipo de tensoativo ira se adsorver fortemente a fase correspondente, formando um filme
mais coeso na interface O/A (AULTON] 2005; LACHMAN et al., 2001).

5.1.4 Diagrama de fases pseudoternario

A relagao entre a proporcao das fases do diagrama pseudoternério e a classificacao,

de acordo com o estado fisico, cor e tipo de dispersao obtida, pode ser verificada no grafico

de contorno representado na [Figura 35|
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Figura 33 — Grafico com indices de cremagem apresentados pelas emulsoes de 6leo de pracaxi em 7, 14 e
28 dias apés a preparagao.
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Fonte: produzido pelo autor.

Figura 34 — Grafico com valores de pH apresentados pelas emulsoes antes e apos o ciclo gelo-degelo.
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Através da analise do grafico, é possivel conhecer os tipos de emulsoes obtidas e as
respectivas regioes no diagrama pseudoternario. Todas as regides apresentaram dispersoes
com caracteristicas de emulsao e nao foi observado separacao de fases. Entretanto, nao
se pode descartar a possibilidade de ocorréncia de separacao de fases, pois o aspecto
semi-solido com alta viscosidade, observado em alguns pontos do diagrama ternario, pode

ter evitado a ocorréncia da separacao de fases logo apds o preparo da dispersao.

Figura 35 — Diagrama de fases pseudoternario das formulagoes avaliadas.
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Fonte: produzido pelo autor.

A regiao de interesse compreendeu a area relativa a emulsoes com aspecto liquido
leitoso. Foi possivel obter emulsoes com este aspecto em formulagoes com proporcao de
agua a partir de 38 %.

Dentro da area de interesse, constatou-se em algumas formulagoes a ocorréncia de
goticulas de fase interna em escala nanométrica (nanoemulsao). As formulagoes avaliadas
apresentaram tamanho de goticula de fase interna entre 131,6 + 2.4nm e 258,3 + 4,5nm.

A proporcao de tensoativos utilizada, além de promover estabilizacao do sistema
emulsionado, possibilitou a obtengao de sistemas em escala nanométrica.

O tamanho da regiao no diagrama correspondente a nanoemulsao depende da

capacidade dos tensoativos empregados em diminuir a tensao superficial durante a dispersao

das fases e a quantidade de energia empregada no processo de preparagao (SARFARAZ et|
all 2016, SHAKEEL et all, [2007).

A metodologia de preparagao das emulsoes utilizou a sonicagdo em sonda de
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ultrassom, que é uma das metodologias que empregam alta energia para preparacao de
emulsoes, nanoemulsoes e microemulsoes.

Entretanto, é possivel obter nanoemulsoes com tamanho de goticula de fase interna
menor e com maior estabilidade se forem utilizadas metodologias que empregam maior
energia, como por exemplo, homogeneizagao a alta pressao (KIM et al., [2014; SHAKEEL
et al., 2012).

Os resultados obtidos tornam o 6leo de pracaxi um candidato promissor para
o desenvolvimento de nanoemulsoes para aplicacao topica de produtos farmacéuticos e

cosmeéticos.

5.2 Avaliagcdo da mistura de cera de carnauba e éleo de pracaxi

5.2.1 Analise térmica por DSC

A apresenta o DSC da cera de carnatba pura e das misturas fisicas de
cera:6leo de pracaxi nas proporcoes 90:10 e 60:40. Adicionalmente, a exibe os
dados referentes a temperatura do pico de fusao, temperatura on-set e o calor de fusao
obtidos a partir das analises de DSC realizadas.

Observou-se no DSC da cera de carnatiba pura dois picos endotérmicos sobrepostos,
em torno de 82°C, relacionados a fusao da cera pura. Estes dados estao de acordo com
a literatura, pois outros estudos relataram a temperatura de fusao da cera de carnatba
no intervalo entre 80°C e 86°C (ROSSAN, 2011; LACERDA| 2009; MILANOVIC et
al., |2010; VILLALOBOS-HERNANDEZ: MULLER-GOYMANN| [2006b; VILLALOBOS-
HERNANDEZ; MULLER-GOYMANN, 2006a; CHEN; HUANG; PANG, 2013).

As misturas fisicas de cera de carnatuba e 6leo de pracaxi nas proporc¢oes 90:10 e
60:40 apresentaram evento endotérmico relacionado a fusao em temperaturas um pouco
menores que da cera de carnaiba pura, 81°C e 79°C, respectivamente. A diminuicao da
temperatura de fusao foi proporcional ao incremento de 6leo de pracaxi na mistura fisica
cera de carnatiba/6leo de pracaxi. Esta observagao foi atribuida a diminuigao da organizagao
das cadeias lipidicas que a adicao de 6leo de praacxi proporciona & mistura fisica cera de
carnatiba/6leo de pracaxi (VILLALOBOS-HERNANDEZ; MULLER-GOYMANN| 2006b;
SEVERINO et al., 2011)).

Em um estudo que a mistura do lipidio sélido Compritol® 888 ATO e o lipidio
liquido alfa tocoferol (vitamina E) foi avaliada, [Souto, Mehnert e Miller| (2006) constataram
que o incremento de alfa tocoferol na proporcao da mistura com Compritol® 888 ATO
provocou a diminuigao da temperatura de fusao da mistura em comparacao ao lipidio
solido puro. A presenca de 10 % de alfa tocoferol na mistura diminuiu a temperatura de
fusdo em 5,1°C e com 40 % de 6leo, diminuiu em 23,3°C.

Tambeém foi observado nos eventos endotérmicos de fusdo da que houve

diminuicao da altura do pico e alargamento do evento endotérmico das misturas binarias
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Figura 36 — Grafico de DSC da cera de carnaiba pura e das misturas fisicas de cera de carnaiiba e 6leo
de pracaxi.
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Fonte: produzido pelo autor.

Tabela 21 — Pico de fusao, temperatura on-set e calor de fusao da cera de carnatba
pura e das misturas binérias de cera:6leo de pracaxi nas proporgoes

90:10 e 60:40.

Amostra Pico fusdo (°C) Temperatura on-set (°C) Entalpia (J/g)
Cera de carnauba 81,98 71,05 -183,86
Cera:6leo (90:10) 81,08 72,66 -146,86
Cera:oleo (60:40) 79,63 73,03 -97,86

Fonte: Produzido pelo autor.

em comparacao com a cera de carnaiiba pura, proporcional ao aumento da quantidade
de 6leo de pracaxi na mistura, que resultou em diminuicao dos valores correspondentes
ao calor de fus@o apresentados na [Tabela 21| O calor de fus@o esta relacionado de forma
inversamente proporcional & organizacao da estrutura cristalina, ou seja, quanto menor o
calor de fusdo menos organizada a estrutura cristalina da amostra (SOUTO; MEHNERT
MULLER, 2006; KOVACEVIC et al., [2011).

A diminuicao da temperatura e calor de fusao estao possivelmente relacionados
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com o surgimento de arranjos polimoérficos com menor organizagao devido a adi¢ao de 6leo
nas misturas binarias. Os novos arranjos polimorficos podem ser formas cristalinas do tipo
a, ' e [;, que possuem maior energia e sao menos estaveis e, por isso, apresentam ponto
de fusao em temperaturas menores (KOVACEVIC et al., 2011 SEVERINO et al., |2011;
SIEKMANN: WESTESEN| |1994; [FREITAS; MULLER, 1999; JUNYAPRASERT et al.,
2009)).

Kovacevic et al.| (2011) realizaram experimentos de caracteriza¢ao de misturas
dos lipidios Cutina® CP (palmitato de cetila) e Miglyol® 812 (triglicerideos de cadeia
média) e verificaram a influéncia da adicao do Miglyol® 812 na temperatura de fusio da
mistura lipidica obtida. Os autores obtiveram o mesmo comportamento apresentado pela
mistura de quantidades crescentes de 6leo de pracaxi na mistura lipidica composta por
cera de carnauba e 0leo de pracaxi, obtendo diminuicao da temperatura e da altura do
pico de fusao, alargamento do pico e diminui¢ao do calor de fusao das misturas conforme
o incremento da proporg¢ao de lipidio liquido na mistura. Este evento foi atribuido a
diminui¢ao da cristalinidade provocada pela menor organizacao das cadeias lipidicas da
mistura em comparacio ao lipidio solido puro (Cutina® CP). Os autores verificaram
também que a diminuicdo da temperatura de fusdo e a adicdo de Miglyol® 812 até a
propor¢ao de 60 % da mistura apresentou correlacdo linear.

A cristalinidade da mistura lipidica, em comparacgao ao lipidio s6lido puro, pode
ser quantificada através da equacao [Equacao 5.3, onde IC é o indice de cristalinidade e
pLS corresponde a proporc¢ao de lipidio sélido na mistura lipidica.

Esta equagao foi proposta por Severino et al.| (2011), que realizaram, entre outros
experimentos, a avaliagao da cristalinidade e polimorfismo de misturas de acido esteérico e
triglicerideos do acido caprico/caprilico por meio de andlise térmica por DSC e obtiveram
resultados semelhantes quanto a diminuicao da organizagao das estruturas cristalinas das
misturas conforme o aumento da proporgao de triglicerideos do acido caprico/caprilico na,

mistura lipidica.

Calor de fus@o mistura lipidica (J/g)
Calor de fusao do lipidio solido (J/g)

Utilizando a [Equacao 5.3 as misturas de cera de carnatiba e 6leo de pracaxi nas

%IC = -100 - pL.S (5.3)

proporcoes 90:10 e 60:40 apresentaram indice de cristalinidade de 71,88 % e 31,93 % em
comparagao a cera de carnaiba pura (100 % de cristalinidade). Desta forma é possivel
afirmar que o aumento do calor de fusao e da cristalinidade sao inversamente proporcionais
a proporc¢ao de lipidio liquido na mistura lipidica.

Pode ser observado na que as misturas lipidicas avaliadas nao apresen-
taram nenhum evento térmico até a temperatura de 40°C, que sugere a permanéncia da
mesmas no estado soélido. Esta é uma caracteristica que define os CLN e assegura que apos
o processo de preparacao e resfriamento do CLN nao ocorra a formagao de goticulas de
6leo e a co-existéncia de uma emulsdo O/A e os CLN (PARDEIKE et al., 2011).



Capitulo 5. Resultados e discussao 118

Ceras com alto ponto de fusdo, como a de carnatba (83-90°C), permitem a adigdo
de grandes quantidade de 6leo (SOUTO; MEHNERT; MULLER), 2006). Fato que pode ser
facilmente observado na [Figura 36], onde obteve-se proporgao de cera oleo de até 60:40, e
mesmo assim, a mistura binaria se manteve no estado solido até a temperatura de 40°C.

Através do DSC foi possivel conhecer o comportamento térmico da cera de carnatba
pura e das misturas de cera de carnatuba e 6leo de pracaxi nas proporgoes de 90:10 e 60:40,
confirmando a possibilidade de utilizacao da mistura de cera de carnatba e 6leo de pracaxi

na proporc¢ao 60:40 para a preparacao de CLN.

5.2.2 Difragao de raios-X

Os difratogramas das amostas de cera de carnatiba pura e das misturas fisicas

de cera de carnatiba e 6leo de pracaxi nas proporc¢oes 90:10, 80:20, 70:30 e 60:40 estao
expostos na [Figura 37

Figura 37 — Grafico de DRX da cera de carnatuba pura e das misturas fisicas de cera de carnaiba e 6leo
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Fonte: produzido pelo autor.

A intensidade dos picos apresentados nos padroes de DRX da dependem
da quantidade de material submetido a analise e a disposi¢ao no porta amostra, por isso

houve diferenga na altura dos picos entre as amostras (SEVERINO et al. 2011)).
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A cera de carnauba pura apresentou dois picos intensos de difracao em torno de
20 22° e 24° e um terceiro pico, com intensidade menor, em torno de 20 a 30°. Os picos
de difragao obtidos estao de acordo com a literatura (LACERDA| [2009; VILLALOBOS{
HERNANDEZ: MULLER-GOYMANN| 2006b; ROSSAN, 2011; BASSON: REYNHARDT,
2000)).

O difratograma das misturas fisicas de cera de carnaiiba e 6leo de pracaxi nas pro-
porgoes 90:10, 80:20, 70:30 e 60:40 apresentaram o surgimento de um ombro (alargamento)
localizado no inicio do pico em torno de 20 22°, que se torna mais evidente conforme
o incremento da propor¢ao de 6leo na mistura binaria. Os demais picos permaneceram
inalterados.

O alargamento do pico em torno de 2 © 22 °, provocado pela adi¢ao de 6leo de pracaxi
na cera de carnaiiba, foi consequéncia do surgimento de estruturas polimoérficas na mistura,
acarretando a diminuicao da organizacao da estrutura cristalina e, consequentemente, a
cristalinidade das cadeias lipidicas.

A hipoétese de diminuigao da cristalinidade da mistura fisica de cera de carnatuba/6leo
de pracaxi foi reforcada pelo resultado apresentado na analise térmica por DSC exposta
na [Figura 306], pois demonstrou que proporgoes crescentes de 6leo de pracaxi a mistura
fisica promoveram a diminui¢ao do ponto de fusdo da mistura de cera de carnatba/6leo
de pracaxi possivelmente devido a menor organizacao das estruturas cristalinas.

Villalobos-Hernandez e Miiller-Goymann| (2006b) avaliaram por meio de DRX e
DSC a consequéncia da adi¢ao do lipidio liquido oleato de decila em cera de carnatuba para
obtenc¢ao de misturas fisicas e obtiveram resultados semelhantes em relacao a diminuicao
da organizacao das estruturas cristalinas das misturas conforme o aumento da proporgao
de 6leo na mistura de cera:o6leo.

Os resultados obtidos pelos autores citados também foram confirmados por meio de
analise térmica por DSC, onde foi verificado a diminui¢ao do ponto de fusdao das amostras
de misturas fisicas conforme o incremento de oleato de decila na mistura.

LACERDA| (2009) relatou a diminuigdo de intensidade e alargamento de picos
de DRX, como também a diminui¢ao do ponto de fusao obtidos por DSC de misturas
fisicas de cera de carnatba acrescidas de proporcoes crescentes de oleato de isodecila. Os
resultados obtidos foram atribuidos também a diminui¢ao da organizacao das estruturas
cristalinas das cadeias lipidicas da mistura binaria.

As estruturas polimérficas sao classificadas de acordo com o arranjo das cadeias
de acidos graxos apresentadas por glicerideos. As conformagoes de maior energia, do tipo
a, B’ e B;, sdo responsaveis pela diminuicao da cristalinidade. Estas formas cristalinas
sao transitorias e possuem tendéncia a se transformarem na forma [ mais organizada
(cristalina), estével e de menor energia (LARSSON; |1966; SEVERINO et al., 2011]).

Jenning, Thiinemann e Gohla; (2000) verificaram através de DRX a diminuigao da

organizacao da estrutura cristalina da mistura fisica de Compitrol® ATO 888 e Miglyol®
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na proporcao 2:1 em comparacio ao Compitrol® ATO 888 puro e atribuiram a diminuicao
da cristalinidade da mistura fisica ao surgimento de novas estruturas polimorficas, de
maior energia, 3’ e f3;.

A obtencao de uma mistura de cera de carnatuba e 6leo de pracaxi com matriz
lipidica menos organizada (menor cristalinidade) é desejével para a preparagao de CLN,
pois esta caracteristica esta associada a maior eficiéncia de incorporacao de farmaco.
A estrutura menos organizada da matriz lipidica fornece espagos para a acomodagao
do farmaco, aumentando a eficiéncia de incorporacao e evitando também a expulsao
do farmaco incorporado na matriz lipidica durante o periodo de armazenamento, fato
observado comumente em NLS, pois a estrutura menos cristalina dificulta a reorganizacao
das cadeias lipidicas para a conformacdo de menor energia (mais cristalina) (MULLER:
RADTKE; WISSING, 2002b).

5.3 Metodologia analitica para quantificacdo da dexametasona

A apresenta as condi¢bes cromatograficas utilizadas no método analitico
de quantificagao da DXM em CLAE acoplado a detector UV. As condigoes cromatograficas
selecionadas foram adequadas para a separacao da DXM dos possiveis interferentes oriundos
de componentes da formulagao de CLN e também da matriz biolégica (pele de orelha de

porco).

Tabela 22 — Condigoes cromatograficas do método de quantificagdo da DXM por
CLAE acoplado a detector UV.

Parametro Configuracao
Coluna Waters® XBridge" (250 mmx 4,6 mmx 3,5 um)
Fase movel Acetonitrila/agua+TFA 0,05 % (v/v) (45:55)
Fluxo 0,8 mL/min
Tempo de corrida 9 minutos
Temperatura 25°C
Volume de injecao 100 pLL
Espectro PDA 200-400 nm
Pico de absor¢cao da DXM 240 nm

Fonte: Produzido pelo autor.

A proporgao de fase movel utilizada apresentou equilibrio entre os solventes apolar
(acetonitrila) e polar (dgua) (45:55) e o método pode ser executado em temperatura
ambiente (25°C) sem a necessidade de submeter a coluna a alta temperatura, que diminui
a vida 1til da mesma. A pressao do sistema se manteve em aproximadamente 3000 bar,

em torno de 60% da pressao maxima recomendada pelo fabricante da coluna.
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O fluxo de fase movel em 0,8 mL /min proporcionou uma corrida de 9 minutos,
com o pico da DXM apresentando tempo de retencao (7,.) de 6,6 minutos. Levando em
considera¢ao o tamanho da coluna utilizada e o fluxo de fase movel (volume morto),
obteve-se o tempo de retengao ajustado (7,.) da DXM de 3 minutos.

A apresenta o cromatograma tipico da eluicao da DXM, de acordo com
as condicoes cromatograficos utilizadas, e a exibe as caracteristicas referentes
ao pico referente & DXM.

Figura 38 — Cromatograma tipico da eluicao da dexametasona.

00257

0020

0015 ||

= ]

< 0010 [
0005

000 f —m ———————— - —

Fonte: produzido pelo autor.

Tabela 23 — Parametros cromatograficos do pico da DXM obtido por
CLAE acoplado a detector UV.

Parametro Configuragao

Parametros Limites recomendados Parametros calculados
Pratos tedricos >2000 5697

Fator de assimetria <2 1,46

Fonte: Produzido pelo autor.

A obtencao de tempo de anélise cromatografica curto é importante para um método
que demanda grande ntimero de amostras como ensaios de liberacao in vitro de DXM em
membrana de acetato de celulose e penetragao e/ou permeagao em pele de orelha de porco.

O fator de capacidade ou retencao (k'), que representa a razao entre a permanéncia
do soluto na fase estacionaria e na fase movel, foi determinado em aproximadamente 0,83.
O k' obtido foi menor que o encontrado por |Ali et al.| (2013)), que validaram um método
de quantificacdo de DXM em nanoparticulas poliméricas utilizando fase moével composta
por dgua:acetonitrila:metanol (50:25:25) e obtiveram &’ > 1.

Houve a necessidade de utilizar acido trifluoroacético (TFA) para acidificar a fase
movel e, assim, obter assimetria adequada do pico da DXM. A utilizagao de fase mével nao

acidificada (pH elevado) aumenta a quantidade de moléculas de DXM na forma ionizada,
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que provoca a ocorréncia de cauda no pico e, consequentemente, afeta a assimetria do
mesmo.

Existem métodos analiticos por CLAE acoplado a detector UV-Vis para extragao
e quantificacao da DXM em diversas formas farmacéuticas. Incluem-se nesse universo, por
exemplo, os métodos farmacopeicos de quantificagao em solugao otolodgica, colirio e creme
(BRITISH PHARMACOPOEIA COMMISSION| 1941)).

H& também trabalhos publicados em periédicos com métodos para quantificacao
de DXM incorporada em microparticulas (BECK et al.| | 2007), nanoparticulas poliméricas
(BECK et al. 2003; ALI et all 2013; GOMEZ-GAETE et al., 2007), nanocapsulas
poliméricas (FRIEDRICH; FONTANA; BECK, [2008; MARCHIORI et al. 2010; BEBER
et al., 2016), microemulsoes (CRISTINA et al., [2009)), comprimidos (BECK] 2001), DXM
complexada com ciclodextrina (LOPEZ; COLLETT; BENTLEY) 2000).

Tung, Huyen e Chi| (2015)) utilizaram um método por CLAE acoplado a detector
UV-Vis para quantificar DXM, proveniente de ensaios de penetragao/permeagao em pele
de camundongos. A metodologia empregada foi baseada em um método proposto por (XU
et al., 2011)), no entanto, nao foram apresentados os critérios utilizados para validagao.

Beber et al.| (2016) publicaram recentemente (2016) um estudo onde foi verificada,
a penetracao/permeacdo de DXM em pele abdominal de porco liberada a partir de
nanocapsulas poliméricas. O método de quantificacao utilizado pelos autores foi validado
e apresenta grande semelhanca com o método utilizado nesta tese.

Sabendo-se que o método foi previamente desenvolvido e validado em outro labora-
torio, verificou-se a necessidade de avaliar a reprodutibilidade do mesmo entre laboratorios
e equipamentos diferentes. Além das diferencas inerentes aos laboratérios, ha também
mudancas entre os métodos quanto aos interferentes relacionados ao sistema carreador
de farmaco. Beber et al.| (2016]) utizaram nanocapsulas poliméricas, enquanto que neste
trabalho se utilizou carreadores lipidicos nanoestruturados). Além disto, a localizagao da

matriz biolégica também foi diferente, abdémen no trabalho citado e orelha nesta tese.

5.3.1 Validacdo do método analitico

O método analitico desenvolvido para a quantificagao de DXM em CLN composto
por cera de carnaiiba e 6leo de pracaxi e em matriz biolégica de pele de orelha de porco se
mostrou adequado e cumpriu os requisitos exigidos para validagao. A apresenta

uma visao geral dos parametros avaliados e os respectivos resultados.

5.3.1.1 Seletividade

O apresenta os cromatogramas obtidos de amostras de CLN, EC e
pele remanescente sem DXM (BRANCO) e com DXM. O tempo de reten¢ao da DXM foi

de 6,6 min com absorcao méxima em 240 nm.
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Tabela 24 — Visao geral dos resultados da validagao do método analitico.

Parametro Amostra Resultado
Seletividade CLN, EC e pele remanescente (n=3) T, 6,6 minutos, sem interferentes
Linearidade 3 curvas autenticas y = 244242x — 4666, 4

7 concentragoes r? =0,9999

Intervalo 7 pontos (n=3 cada ponto) 0,1 pg/mL a 2,6 ug/mL
Limite de detecgao n=3 0,0216 pg/mL
Limite de quantificagao n=3 0,0656 pg/mL

CLN: 101,42 % (média)
Exatidao por recuperagdio n=3 (cada concentragao) EC: 97,83 % (média)

Pele: 99,65 % (média)
Precisao intradia n=3 (analitico) n=5 (bioanalitico) DPR entre 0,04 % e 2,98 %
Precisa interdia n=3 (analitico) n=5 (bioanalitico) DPR entre 0,11 % e 4,11 %

1,4 ug/mL (n=3)

Robustez 6 condicoes diferentes

Média: 1,37 ug/mL (& 2,67 %)

Fonte: Produzido pelo autor.

Os demais picos encontrados nos cromatogramas do sao referentes aos
constituintes da matriz biologica (pele) e dos constituintes do CLN. Foi possivel observar
que nao houveram interferéncias destes constituintes com o pico da DXM, mostrando

assim, que o método utilizado apresenta seletividade para a DXM.

5.3.1.2 Linearidade

A curva analitica obtida para quantificagao da DXM pode ser observada na
[gura 39 A linearidade da curva analitica foi obtida por meio de regressao linear empregando

o método dos minimos quadrados de acordo com o exposto na [subsecao 4.3.5.1.2]

O coeficiente de correlagao (R?) foi de 0,9999, indicando a linearidade da relagao
entre o sinal obtido pelo detector UV-Vis e a concentracao de DXM no intervalo entre

0,1 pg/mL e 2,6 pg/mL. A relagao entre o sinal analitico e a concentra¢ao de DXM (|[DXM])
esta representada na [Equacao 5.4

Area do pico = 244242 x [DXM] — 4666, 4 (5.4)

A [Figura 40| apresenta a distribui¢ao normal dos residuos da curva de regressao.

5.3.1.3 Limites de deteccéo e quantificacao

O limite de deteccao de um método analitico corresponde a menor quantidade
de analito que pode ser detectada em uma amostra, no entanto, nao é necessariamente

quantificado de forma exata. O limite de quantificagdo é a menor quantidade de analito
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Figura 39 — Curva analitica da DXM no intervalo entre 0,1 pg/mL e 2,6 ug/mL.
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Fonte: produzido pelo autor.

Figura 40 — Distribuic¢ao dos residuos.
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Fonte: produzido pelo autor.

que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo adequadas em uma amostra (TIWARI;
TIWARI, 2010; BASHAW et al.|, 2014; [BRASIL, 2003]).

Os limites de detecgao e quantificagao da DXM foram 0,0216 png/mL e 0,0656 pg/mL,
respectivamente. Os limites obtidos sao importantes para a detecgao e quantificacao de
concentracoes baixas de DXM encontradas na fase inicial do ensaio de liberagao da DXM
a partir dos CLN em membrana de acetato de celulose e também para identificar a
possivel ocorréncia de permeacao, mesmo de quantidades pequenas, de DXM nos ensaios
de penetracao/permeagao em pele de orelha de porco.

Os limites de detecgao e quantificagao obtidos (0,0216 nug/mL e 0,0656 pg/mL, res-
pectivamente) se mostraram maiores que os reportados por Beber et al.|(2016) (0,015 pg/mL

e 0,046 ug/mL, respectivamente), que desenvolveram e validaram um método analitico por
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HPLC para quantificacao de DXM contida em nanocapsulas poliméricas. Entretanto, o

intervalo de concentragao utilizado por Beber et al.| (2016) foi entre 0,25 ug/mL e 3 pg/mL.

5.3.1.4 Precisao

Os resultados da avaliagdo da precisao do método podem ser observados na [Ta]
[bela 25

A avaliacdo do desvio desvio padrao relativo (DPR) da média das determinagoes
apresentou resultados que se enquadram dentro dos limites aceitaveis de + 5% para
métodos analiticos e + 15 % para bioanaliticos, de acordo com o documento publicado
pelo FDA e a Resolugao RE 899/2003 da ANVISA, que determinam as diretrizes para
ensaios analiticos e bioanaliticos (TTWARI; TIWARI, |2010; BRASIL] 2003)).

Tabela 25 — Precisao intradia (repetibilidade) e interdia (intermediaria) para quantificagao de
DXM em CLN, estrato corneo e pele remanescente.

Precisao intradia (repetibilidade) Precisao interdia (intermediaria)

Tedrica (ug/mL) Experimental (ug/mL) DPR (%) Experimental(ug/mL) DPR (%)

DXM em fase movel

0,1 0,11 + 0,001 1,07 0,11 + 0,002 1,41

1,4 1,38 + 0,040 2,94 1,39 + 0,048 3,43

2,6 2,59 £ 0,035 1,34 2,56 & 0,078 3,03
CLN

0,1 0,11 & 0,001 0,88 0,11 + 0,001 1,57

1,4 1,49 + 0,009 0,63 1,55 + 0,002 0,11

2,6 2,86 =+ 0,001 0,05 2,75 £ 0,019 0,67

Estrato céorneo

0,1 0,11 & 0,003 2,98 0,12 £ 0,004 3,25
1,4 1,36 & 0,002 0,17 1,33 £ 0,013 0,95
2,6 2,62 £ 0,005 0,18 2,51 £ 0,003 0,11

Pele remanescente

0,1 0,12 + 0,001 0,57 0,11 + 0,005 4,11
1,4 1,35 + 0,019 1,39 1,30 & 0,010 0,73
2,6 2,50 + 0,001 0,04 2,76 + 0,005 0,17

Fonte: Produzido pelo autor.

5.3.1.5 Exatidao

A exatidao do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperagao. A recupera-
¢ao da DXM a partir do CLN, estrato corneo e pele remanescente pode ser visualizada na
Tabela 26| O resultado médio foi de 101,42 %, 97,83 % e 99,65 % para CLN, estrato corneo

e pele remanescente, respectivamente.
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O desvio padrao relativo da média das determinagoes (triplicata) encontrou-se

entre 1,22 % e 6,88 %, dentro dos limites aceitaveis para métodos analiticos e bioanaliticos.

Tabela 26 — Exatidao do método analitico para quantificacao de DXM
em CLN, estrato corneo e pele remanescente.

Matriz Concentragao tedrica Recuperacao
DXM (pg/mL) Meédia (%) DPR (%)
0,1 105,98 1,73
CLN 14 98,59 1,93
2,6 99,71 2,56
0,1 105,52 6,88
Estrato corneo 14 94,29 1,22
2,6 93,68 1,39
0,1 105,71 4,92
Pele remanescente 1,4 93,68 2,86
2,6 99,57 4,44

Fonte: Produzido pelo autor.

5.3.1.6 Robustez

A avaliagao da robustez do método pode ser verificada na As medidas
experimentais de concentragao de DXM apresentaram valor médio de 1,37 ug/mL £ 0,0578
que corresponde a 97,85 % da concentragao tedrica (1,4 pg/mL).

Os resultados obtidos indicam que a alteracao deliberada nos parametros avaliados
nao alterou significativamente a area dos picos da DXM confirmando assim a robustez do

método de quantificacao da DXM.

Tabela 27 — Robustez do método analitico para quantificagao de DXM.

Parametro Alteracao  Experimental (ug/mL) DPR (%)
. 0,76 1,44 0,25%
Fluxo (mL/min) 0.84 144 4.66%
Temperatura da 23,7 1,32 0,02%
coluna (°C) 26,3 1,32 0,36%
Proporc¢ao de (47,7:52,3) 1,33 0,62%
fase movel (ACN : H20) (42,7:57,3) 1,36 2,76%

Fonte: Produzido pelo autor.

5.4 Solubilidade da DXM em 6leo de pracaxi

A solubilidade da DXM em o6leo de pracaxi foi de 190,16 pg/mL. Moghimipour et

al. (2013)) avaliaram a solubilidade da DXM em 6leo de oliva, 6leo de améndoas, Labrafac®
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Lipophile wl 1349, Labrafac® Lipophile PG, Transcutol® P e em diferentes tensoativos e
co-tensoativos: Labrasol®, Tween® 80 e Capryol® 90.

Dentre os 6leos avaliados por Moghimipour et al. (2013)), a DXM apresentou
maior solubilidade (9,21 mg/mL + 0,13) na combinacao dos 6leos Labrafac® Lipophile
wl 1349: Transcutol® P (10:1). Os 6leos de oliva e de améndoas solubilizaram no maximo
4,12mg/mL £ 0,16 e 5,25 mg/mL + 0,27 de DXM, respectivamente.

5.5 Particao da DXM em 6leo de pracaxi e agua

O coeficiente de particao da DXM entre o 6leo de pracaxi e agua ultrapura foi
determinado segundo a lei de distribui¢do de Nernst (Nernst’s distribution law), que
descreve a distribuigao de um soluto entre dois solventes imisciveis (SANGSTER, [1997)).

De acordo com o exposto na [Tabela 28| a solubilidade da DXM na fase oleosa foi
27,53 ug/mL (£ 0,42) e na fase aquosa 73,28 ug/mL (£ 1,78).

O coeficiente P, referente a razao entre a solubilidade na fragao oleosa e aquosa, foi
0,3757 e o logP -0,4250. O coeficiente de parti¢ao (logP) obtido demonstra que a DXM,
apesar de ser classificada como lipofilica, apresentou maior afinidade pela agua do que

pelo 6leo de pracaxi.

Tabela 28 — Solubilidade da DXM nas fases aquosa e oleosa, valor
de P e coeficiente de partigdo (logP) em temperatura
de 25°C.

Fase Solubilidade Valor de P logP

Oleo de pracaxi 27,53 ug/mL (+ 0,42)

Agua 7328 ug/mlL (+ 178) 03797 04250

Fonte: produzido pelo autor.

O coeficiente de parti¢ao (logP) octanol/agua da DXM, encontra-se entre 1,68 e
1,93 (SHOSHTARI; WEN; ALANY/| 2008; HANSCH; LEO, (1995; TETKO et al., 2005;
MACHATHA; YALKOWSKY] 2005) e o coeficiente de partigdo (logP) octanol/tampao
fosfato pH 7,4, 1,33 |[Einmahl et al.| (1999). Entretanto, nao foram encontrados relatos na
literatura da particao da DXM com outros 6leos vegetais e agua.

A determinacao do coeficiente de particao da DXM entre 6leo de pracaxi e dgua é
importante para o desenvolvimento de formulagdes (emulsdes, nanoemulsoes, nanoparticu-
las lipidicas), pois, através dele, sabe-se previamente a afinidade do farmaco pelo éleo de
pracaxi em uma dispersao aquosa.

Além disto, o coeficiente de particao de um farmaco esta relacionado a absorcao
percutanea do mesmo. Farmacos lipossoluveis apresentam facilidade de penetrar nas cama-
das da pele, entretanto, farmacos com caracteristicas tanto lipofilicas quanto hidrofilicas

apresentam facilidade maior.
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Segundo |Li et al.| (2014])), farmacos que apresentam maior penetrabilidade sdo os
que apresentam afinidade semelhante pelas fases oleosa e aquosa. Por isso, a DXM pode
apresentar maior facilidade de atravessar as camadas da pele e, assim, apresentar efeitos
sistémicos - indesejaveis quando se faz uso de aplicacao topica deste farmaco.

Para tentar contornar a ocorréncia de efeitos sistémicos, o uso de CLN pode ser
uma alternativa. Os CLN aumentam a penetracao de farmacos nas camadas superficiais da
pele (epiderme), evitando assim, a absor¢ao sistémica (SOUTO; MULLER), 2008; TUNG:
HUYEN; CHI| 2015)).

5.6 Preparacgéo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

O desenvolvimento de uma formulacao farmacéutica requer uma série de estudos
preliminares para identificar os componentes da formulacao e os fatores do processo de
obtencao que irao apresentar maior influéncia nas caracteristicas do produto, nao somente
os fatores isolados, mas também a combinagao destes podem exercer influéncia.

Para isso, foram utilizados delineamentos experimentais para estabelecer estas
relagoes entre os fatores, de forma isolada ou combinada, em conjunto com anélises
estatisticas para a otimizac¢ao da formulacao (KUMAR; [2012).

A obtencao de caracteristicas de tamanho, indice de polidispersao e eficiéncia de
incorporacao de farmaco adequadas para a aplicacao topica e que indiquem boa estabilidade
fisico-quimica dos CLN dependem de alguns fatores de composicao e preparacao como,
por exemplo, concentracao de tensoativos e lipidios, proporc¢ao de cera:6leo na mistura
lipidica, pressio e ciclos de homogeneizacio (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002a)).

A metodologia de preparo utilizada neste trabalho foi de HAP a quente descrita por
Miiller, Radtke e Wissing (2002b)) foi selecionada porque possui algumas vantagens como,
por exemplo, facil adaptacao para utilizagao em larga escala, nao utilizagao de solventes
organicos e possibilidade de uso de grandes concentracoes de lipidios na formulacao.

Esta técnica apresenta uma etapa prévia de preparagao de uma pré-emulsao,
importante para o processo de preparacao de CLN, pois as goticulas da fase oleosa devem
se encontrar, pelo menos, na escala micrométrica antes da pré-emulsao ser submetida a
homogeneizacdo a alta pressdao (MADER; MEHNERT; MADER), 2001)).

A dispersdo em Ultraturrax® a 10000 rpm durante 5 minutos, de um volume
correspondente a 250 gramas de formulacao de CLN, foi determinante para o cisalhamento
eficiente das fases oleosa e aquosa e a obtencao de goticulas na escala micrométrica ou
menor.

Além de pardmetros do processo, como a rotacao e tempo de dispersao com
Ultraturrax®, parametros da formulacio também nao foram alterados durante os planeja-

mentos experimentais, por exemplo, proporcao de tensoativos.
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5.6.1 Selecao da proporcao de tensoativos utilizados na formulacdo de CLN

O EHL requerido para o 6leo de pracaxi ¢ de 8,8, de acordo com os resultados

apresentados na [subsecao 5.1.3, e a cera de carnatiba apresenta EHL requerido de 12
(MILANOVIC et al., 2010)). Portanto, de acordo com as informacoes referentes ao EHL

requerido dos constituintes lipidicos, a selecao da proporc¢ao de tensoativos utilizados na

formulagao de CLN foi realizada a partir da [Equagao 4.3| (subsecao 4.3.3)).
Os resultados obtidos de EHL requerido, de acordo com a para

as proporcoes de cera:6leo utilizadas nas formulacoes preparadas nos planejamentos

experimentais podem ser visualizadas na onde é possivel verificar que os valores
de EHL requerido se encontraram entre 10,72 e 11,68.

A mistura dos tensoativos Tween® 80 e Span® 60 na proporcio 60:40 apresenta
EHL de 10,88, de acordo com a [Eiquacao 4.1 Esta proporcao de tensoativos foi selecionada
para para ser utilizada em todas as formulagoes, obtendo assim um valor de EHL dentro
do intervalo de EHL requerido apresentado na

A utilizagao de uma mistura de tensoativos com EHL dentro do intervalo de
EHL requerido apresentado na favorece a obtencao de uma dispersao termo-
dinamicamente estavel e homogeneamente dispersa (GRIFFIN| |[1949; ICI AMERICAS,
1984)).

Tabela 29 — EHL requerido das misturas cera:6leo utilizadas nas
formulagoes preparadas nos planejamentos experi-
mentais.

Proporgao cera de carnatuba:6leo de pracaxi EHL requerido

90 : 10 11,68
75 : 25 11,20
60 : 40 10,72

Fonte: Produzido pelo autor.

5.6.2 Planejamento experimental fracionado de resolugéo IV

Os resultados dos 19 experimentos realizados no planejamento fatorial fracionado
podem ser visualizados na O tamanho médio das particulas de CLN obtidas
variou entre 153, 3 nm (formulagao 13, e 2228 nm (formulagdo 7, [Tabela 30)).

O tamanho médio de 153,3 nm do CLN obtido na formulagao 13 apresenta vantagens
como, por exemplo, possibilidade de maior penetragao nas camadas da pele e maior area
de contato para interagao com o local de agdo (BHASKAR et al., 2009; RICCI et al.,
2005 | JENNING; SCHAFER-KORTING; GOHLA, 2000). Entretanto, a formulacio 7
apresentou tamanho médio de particula (2228 nm) e PDI (1) incompativeis com a faixa

de leitura do equipamento Malvern modelo Zetasizer Nano ZS (Malvern, Inglaterra). A
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Tabela 30 — Formulagoes de CLN de cera de car-
natba e 6leo de pracaxi contendo DXM
obtidas a partir de planejamento fato-

rial 2?‘;2.
Formulagao Respostas
Tamanho (nm) PDI EE (%)

1 194,7 0,289 7,7
3 461,1 0,492 41

4 182,9 0,141 38,2
5 253,0 0,394 0,7
6 294,3 0,359 21,8
7 2228 1 18,3
8 249,8 0,296 0

9 207,6 0,252 34,9
11 3224 0,480 46,4
12 291,5 0,433 26,7
13 153,3 0,181 28,6
14 154,7 0,253 13,1
15 220,5 0,289 39,3
17 268,5 0,257 12,8
18 2744 0,395 50,6
19 195,1 0,188 16,7

pontos centrais

2 197,3 0,263 22,8
10 183.,8 0,146 32,1
16 186,1 0,161 30,5

Fonte: Produzido pelo autor.

formulagao 7 apresentou separagao de fases e, por isso, esta leitura errénea de tamanho e
PDI. Além disto a formulacao 7 se mostrou inadequada para aplicagao topica da DXM
devido a instabilidade apresentada.

De acordo com o gréfico da resposta tamanho na e os dados da
todos os fatores (principais e de interagao entre dois e trés fatores) foram significativos
para a resposta tamanho. Os fatores principais que influenciaram significativamente o
aumento do tamanho médio dos CLN foram: %WLIP, CICLOS e PRESSO. Os fatores
NDXM, %TENS e %LEO foram significativos para promover a diminui¢ao do tamanho
médio dos CLN.

Ao analisar a [Figura 41] pode-se observar no grafico da resposta tamanho que
o fator %LIP promoveu o aumento do tamanho médio dos CLN. Este efeito pode ser

atribuido ao aumento da tensao interfacial entre as fases aquosa e oleosa e ao incremento
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Tabela 31 — Fatores, padroes de confundimento, contrastes e
valores de p da anélise estatistica (ANOVA) da
resposta tamanho.

fator Confundimento  Contraste p

Efeitos principais

A %DXM BCE DEF -215,550  0,000281

B  %TENS ACE CDF -272,700  0,000175

C %LIP ABE BDF 312,700  0,000133

D  %OLEO AEF BCF -305,150  0,000140

E  CICLOS ABC ADF 246,150  0,000215

F PRESSAO ADE BCD 183,500  0,000387
Interagoes

AB CE 280,325  0,000166

AC BE -220,725  0,000268

AD EF 185,825  0,000377

AE BC DF -230,175  0,000246

AF DE -272,375  0,000176

BD CF 224,025  0,000260

BF CD -278,175  0,000168

ABD ACF BEF CDE  -250,250  0,000208

ABF ACD BDE CEF 280,325  0,000166

Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: Se p < 0,05, o efeito é significativo

da viscosidade da formulagao, provocados pelo aumento da concentragao de %LIP (DAS
et al., 2011)).

Shah et al|(2014) realizaram um planejamento experimental do tipo Taguchi para
avaliar a influéncia da concentragao de lipidios e tensoativos no tamanho e estabilidade de
NLS, constituidas do lipidio 4cido estearico e tensoativo Tween® 20, preparadas através
da metodologia de microemulsao. Os autores verificaram que o aumento da concentracao
de lipidio provocou aumento no tamanho médio das NLS obtidas e atribuiram este efeito
ao aumento da viscosidade da formulagao ao se aumentar concentracao de lipidios.

O mesmo argumento que relaciona o aumento da concentragao de lipidio ao aumento
da viscosidade e, consequentemente, aumento do tamanho médio das nanoparticulas obtidas
foi utilizado por Fangueiro et al.| (2012) em estudo que realizou um planejamento fatorial
3% para preparacao de NLS, através da metodologia de emulsdes miltiplas, constituidas
do lipidio Dynasan® 114 e os tensoativos fosfatidilcolina de soja e Tween® 80. Os autores

afirmaram também que o aumento da viscosidade promoveu o aumento da tensao superficial,
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Figura 41 — Contrastes dos fatores e interagoes obtidas para as respostas: tamanho, PDI e %EE.
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Fonte: produzido pelo autor.

Nota: * Contrastes considerados estatisticamente significativos p < 0,05

influenciando no aumento do tamanho médio das nanoparticulas obtidas.

Pathak e Nagarsenker (2009)) desenvolveram NLS, através da metodologia de

emulsificacdo-ultrassom, com composicio lipidica de Compritol® 888 ATO e Precirol®
ATO 5 e CLN a partir dos lipidios Compritol® 888 ATO (s6lido) e Miglyol® 810 (liquido)
contendo o anestésico lidocaina e verificaram também que o aumento da concentragao de
lipidios estava relacionado com o aumento do tamanho médio das nanoparticulas obtidas.
A razao para este aumento, segundo os autores, também foi o aumento da viscosidade da

formulagao provocada pelo aumento da concentracao de lipidios.

E importante ressaltar o estudo realizado por Stang, Schuchmann e Schubert| (2001)),

que avaliaram a preparagao de emulsdes O/A através da metodologia de HAP e o possivel
efeito do aumento da concentragao de fase oleosa na diminui¢ao do tamanho das goticulas.
Os autores relataram que o incremento de 6leo (fase interna) na formulag¢ao nao alterou o

tamanho da goticula de fase interna obtida em processo de HAP sob pressao de 100 bar,
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que corresponde a 107 J/m3.

Baseado nos resultados apresentados por |Stang, Schuchmann e Schubert| (2001)),
nao é possivel afirmar que a mudanga na viscosidade da formulagao de CLN de cera de
carnauba e 6leo de pracaxi, provocada pelo aumento do fator %LIP, seja a responsével pelo
aumento do tamanho médio dos CLN obtidos, pois as pressoes utilizadas neste fatorial
fracionado foram de 300 bar a 900 bar. Entretanto, o incremento de %LIP na formulacao
pode ter aumentado a tensao interfacial entre as fases oleosa e aquosa, provocando assim,

o aumento do tamanho médio das particulas de CLN.

Nos resultados apresentados pela [Figura 41f e [Tabela 31| pode-se observar que o
tamanho médio do CLN diminui se os niveis dos fatores %WDXM, %TENS ¢ %OLEO

aumentarem. O aumento da concentracao de tensoativo (NWTENS) esta relacionado a

diminuicao da tensao interfacial da dispersao e maior facilidade de diminui¢ao do tamanho
das goticulas de fase interna durante a preparacao do CLN (DAS et al., [2011)).

O aumento da concentragao de 6leo de pracaxi na mistura lipidica (%OLFEO) e
a diminui¢ao do tamanho médio do CLN esté relacionada, provavelmente, a diminuicao
da temperatura de fusao da mistura lipidica promovida pela maior concentragao de 6leo
de pracaxi. Segundo Méader, Mehnert e Mader| (2001)) o tamanho médio de dispersoes de

NLS, preparadas pela metodologia de HAP, aumenta conforme o aumento do ponto de

fusao do lipidio utilizado. Sendo assim, conforme exposto na [subsecao 4.3.2.1] as misturas

lipidicas compostas por cera de carnatba e 6leo de pracaxi apresentaram ponto de fusao
em temperaturas menores de acordo com o incremento da proporc¢ao de 6leo na mistura
cera:o6leo.

Outro argumento para explicar esta relagao entre o aumento do nivel do fator % LEO
e a diminui¢ao do tamanho médio do CLN ¢ a possibilidade da maior concentracao de lipidio
liquido na mistura lipidica promover menor viscosidade da fase oleosa, pois a proporcao
de 6leo (menor viscosidade) serd maior que da cera de carnauba (maior viscosidade). A
viscosidade menor pode melhorar a eficiéncia da dispersao da fase oleosa durante as etapas
de pré-emulsdo e homogeneizagao a alta pressao. Além disto, a alta temperatura (90°C)

empregada no processo de preparacao do CLN diminui consideravelmente a viscosidade do

6leo de pracaxi, de acordo com os resultados apresentados na |[subsecao 5.1.2|

Continuando a anélise do gréafico da resposta tamanho exposto na e
os dados da [Tabela 31|, verificou-se que os fatores CICLOS ¢ PRESSO apresentaram
efeito positivo sobre a resposta tamanho, ou seja, o aumento da pressao e dos ciclos de
homogeneizagao promoveram aumento do tamanho médio dos CLN. Este evento esté
relacionado com a cinética de adsorcao do tensoativo nas goticulas de fase interna recém
formadas através das forgas de cisalhamento empregadas na metodologia de preparagao.

Quanto maior a energia entregue a dispersao, devido o aumento da pressao e ciclos
de homogeneizagao, mais eficiente serd a ruptura e, consequentemente, a formacao de

goticulas de fase interna menores. Se o tensoativo hidrofilico utilizado nao apresentar
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cinética de adsorcao rapida o suficiente para estabilizar as novas goticulas de fase interna
criadas, podera haver coalescéncia das mesmas e, inevitavelmente, aumento de tamanho.
Foi observado que os fatores pressao e ciclos foram significativos apenas para a resposta
tamanho, no entanto, a interpretacao desta resposta foi prejudicada pois todos os fato-
res avaliados se mostraram significativos também (GRAMDORF et al.| 2008; STANG;
SCHUCHMANN: SCHUBERT), 2001)).

Analisando o grafico da resposta de indice de polidispersao (PDI) na
e os dados da [labela 32| observou-se que os fatores CICLOS e PRESSAO também
se mostraram positivos, ou seja, aumentaram o valor de PDI, entretanto, nao foram
significativos. Os resultados de PDI obtidos na maioria dos experimentos do fatorial
fracionado se encontraram abaixo de 0,4 e podem ser considerados como satisfatérios para
a estabilidade de dispersoes de CLN. Além disto, o efeito positivo dos fatores CICLOS
e PRESSAO sobre a resposta PDI, estatisticamente nao significativo, sugere que a
concentracio (2% a 5%) e tipo de tensoativos (nao-ionico - Tween 80® e Span60®)
utilizados apresentaram cinética de adsorcao interfacial adequada para estabilizar as
goticulas de fase interna formadas durante a preparagao dos CLN.

O PDI dos CLN obtidos no fatorial fracionado se encontraram no intervalo en-
tre 0,141 (formulagao 4, e 1 (formulacdo 7, instavel - separacao de fases),
[Tabela 30)). Os fatores principais significativos para a resposta PDI foram %TENS e
%OLEQ, apresentando efeito negativo, ou seja, o aumento da concentragao dos fatores
WTENS e %OLEO promovem a diminuicao da resposta PDI. A interacao de segunda
ordem (%DXM x PRESSAO) ou o padrao de confundimento (%OLEO x CICLOS)
apresentou também efeito negativo sobre a resposta PDI. Os demais fatores nao apre-
sentaram efeito significativo. Diferentemente do que foi observado na analise da resposta
tamanho, os contrastes de terceira ordem nao apresentaram efeito significativo, possi-
bilitando assim, maior seguranca para determinar que os fatores principais %TENS e
%OLEQO foram significativos para diminui¢ao da resposta PDI.

O PDI é uma medida de dispersao que mostra a amplitude de distribuicao de
tamanho das nanoparticulas. Quanto menor o valor de PDI, mais estreita é a dispersao de
tamanho e maior a estabilidade das nanoparticulas, pois particulas com tamanho uniforme
tém menor tendéncia de aglomeragao. Valores menores que 0,3 indicam distribuicao
uniforme de tamanho das particulas e menor chance de aglomeragao de particulas por
meio de coalescéncia. Sendo assim, o menor PDI obtido (0,141, formulacao 4 da
¢ indicativo de boa estabilidade dos CLN obtidos. Entretanto, o maior PDI obtido (1,
formulacao 7 da indica instabilidade evidenciada por separagao de fases.

O fator AT ENS foi relacionado a diminui¢ao de PDI provavelmente pelo fato da
concentracao de tensoativo ter um papel importante em evitar a coalescéncia por meio de
impedimento estérico (IVANOV; DANOV; KRALCHEVSKY], [1999). Observou-se também

que NXTENS & um fator significativo para a diminuicao da resposta tamanho, pois diminui
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Tabela 32 — Fatores, padroes de confundimento, contrastes e
valores de p da anélise estatistica (ANOVA) da
resposta PDI.

fator Confundimento  Contraste p

Efeitos principais

A %DXM BCE DEF -0,046625  0,280594

B  %TENS ACE CDF -0,172125  0,032540

C %LIP ABE BDF 0,115625  0,068135

D  %OLEO AEF BCF -0,162625 0,036243

E  CICLOS ABC ADF 0,074625  0,143733

F PRESSAO ADE BCD 0,019125  0,608982
Interagoes

AB CE 0,093375  0,099218

AC BE -0,027375  0,480419

AD EF -0,018625 0,617693

AE BC DF -0,116875  0,066828

AF DE -0,139375  0,048405

BD CF 0,057375  0,213258

BF CD -0,123875  0,060136

ABD ACF BEF CDE -0,070125 0,158474

ABF ACD BDE CEF  0,087125 0,111583

Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: Se p < 0,05, o efeito é significativo

a tensao interfacial, sendo assim %NTENS é relevante na diminui¢gao do tamanho e na
manutengao da estabilidade do sistema disperso (PEZESHKI et al., [2014; SHAH et al.,
2014)).

A eficiéncia de incorporagao de DXM (%EE) pelos CLN variou entre 0 % (formulagao
8, e 50,63 % (formulagao 19, [Tabela 30). A anélise estatistica das respostas de
%EE, apresentada na mostrou que os fatores que influenciaram significativamente
a eficiéncia de incorporagao de DXM foram %DXM e %LIP, ou seja, o aumento da
concentragao de % DX M e %LIP promoveram o aumento da eficiéncia de incorporagao de
DXM. Observou-se também que apenas parametros de composi¢ao promoveram aumento
da quantidade de farmaco (DXM) incorporada nos CLN.

O fato de % DX M apresentar efeito significativo na eficiéncia de incorporagao de
DXM pelos CLN mostra que a matriz lipidica dos CLN nao alcangou a concentracao de
saturacao de DXM. Acredita-se que nao se obteve maior eficiéncia de incorporagao devido

a particao da dexametasona entre fase aquosa e oleosa. A fase aquosa contendo tensoativo
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Tabela 33 — Fatores, padroes de confundimento, contrastes e
valores de p da anélise estatistica (ANOVA) da
resposta %EE.

fator Confundimento  Contraste p

Efeitos principais

A %DXM BCE DEF 28,58250  0,007413

B  %TENS ACE CDF 3,11500  0,335151

C %LIP ABE BDF 13,65500  0,031311

D  %OLEO AEF BCF 1,99500  0,504776

E  CICLOS ABC ADF 1,03250  0,717040

F PRESSAO ADE BCD 2,561000  0,417203
Interagoes

AB CE 0,34500  0,901898

AC BE 1,21500  0,672039

AD EF 0,91000  0,748353

AE BC DF -7,02250  0,104990

AF DE 0,48500  0,862732

BD CF -1,00250  0,724630

BF CD 3,39250  0,303986

ABD ACF BEF CDE  0,83750  0,767271

ABF ACD BDE CEF  0,74250  0,792464

Fonte: Produzido pelo autor.

Nota: Se p < 0,05, o efeito é significativo

e as altas temperaturas de preparacao dos CLN podem ter provocado o deslocamento
da DXM para a fase aquosa (RAVI et al.| 2014, RAHMAN et al., 2010; FRIEDRICH;
FONTANA; BECK] 2008)). O segundo fator com efeito significativo no aumento da resposta
%EE foi %LIP, deste modo, aumentando-se a concentracao de %LIP na formulacao a
%EE de DXM sera maior. Este efeito é possivelmente atribuido ao aumento da viscosidade
do meio, que facilita a rapida solidificacao e cristalizacao da matriz lipidica, promovendo
maior aprisionamento de DXM no CLN e também a menor particao da DXM para o meio

aquoso (fase dispersante) (MADER; MEHNERT; MADER, [2001; RAHMAN et al., 2010).

5.6.3 Planejamento composto central

Os fatores selecionados, a partir dos resultados obtidos do fatorial fracionado, para
serem utilizados no planejamento composto central foram %LIP e %TENS.
O fator %LIP foi selecionado porque apresentou efeito positivo significativo para

a resposta %EE, indicando que o aumento da concentracao deste fator pode promover
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maior eficiéncia de incorporagao de DXM.

O fator % TENS foi escolhido devido o efeito negativo significativo apresentado para
a resposta PDI, mostrando que o aumento da concentracao de tensoativos na formulagao
pode promover menor PDI e, consequentemente, auxiliar na estabilidade da formulagao.

Os niveis do fator %LIP foram determinados no intervalo entre 8,96 % (nivel
minimo) e 16,04 % (nivel maximo). Optou-se por manter o nivel maximo utilizado em
(16,04 %) devido a limitagoes técnicas do equipamento utilizado e o fato da cera de
carnaiba apresentar dificil manuseio durante a etapa de HAP, pois pequenas variagoes de
temperatura durante os ciclos de homogeneizacao promoviam a solidificagao do lipidio e a
interrupgao do processo de preparacao.

Os niveis utilizados para o fator % TENS compreenderam o intervalo entre 1,38 %
(nivel minimo) e 5,62 % (nivel maximo). Adotou-se a concentra¢ao maxima de tensoativos
(Tween® 80 e Span® 60) em 5 %, apesar do resultado obtido no fatorial fracionado indicar
que concentracoes maiores de tensoativos produziriam CLN com PDI menor, pois altas
concentragoes de tensoativo poderiam provocar efeitos indesejaveis durante a aplicacao
topica, como por exemplo, irritacdo da pele (EFFENDY; MAIBACH, 1995a; BARANY
LINDBERG; LODEN| 2000).

Os demais fatores que constituiram o fatorial fracionado receberam niveis fixos nas
formulacoes preparadas a partir da matriz de experimentos do planejamento composto
central.

Os fatores CICLOS e PRESSAO apresentaram efeito positivo significativo apenas
para a resposta tamanho no planejamento fatorial fracionado (Figura 41f) e o aumento
dos seus respectivos niveis possivelmente aumentara o tamanho médio dos CLN, pois o
aumento da quantidade de ciclos e o uso de maiores pressoes de homogeneizacao provocam
a coalescéncia das goticulas de fase interna devido ao incremento de energia cinética da
formulacao (ARAUJO et al., 2010; MADER; MEHNERT; MADER, [2001). Por isso, o fator
CICLOS foi fixado no nivel minimo (1 ciclo) e o fator PRESSAO no nivel intermediario
(600 bar).

O fator %OLEO foi mantido em seu nivel maximo, pois segundo os resultados
obtidos no fatorial fracionado para a resposta PDI, o aumento da concentracao de 6leo
na mistura lipidica pode, eventualmente, diminuir o PDI. Valores de PDI entre 0,1 e 0,3
indicam boa estabilidade das nanoparticulas e, além disto, o aumento da proporcao de
lipidio liquido na mistura lipidica promove a diminuicao da cristalinidade das cadeias da
mistura lipidica, conforme apresentado na [se¢ao 5.2

O fator %DXM foi selecionado no nivel intermediéario (0,15% (p/p)), mesmo
apresentando efeito positivo para a resposta %EE, porque os resultados de eficiéncia de
incorporagcao situaram-se abaixo de 50,63 % no planejamento fatorial fracionado (Tabela 30))
e, por isso, o nivel intermediario se mostrou razoavel para que a formulacao final nao

apresentasse grande quantidade de DXM nao incorporada no CLN e, possivelmente, em



Capitulo 5. Resultados e discussao 138

forma de cristais na superficie dos CLN ou na fase aquosa.
A matriz do planejamento composto central foi constituida por um total de 11
experimentos, compreendendo 4 pontos fatoriais, 4 axiais e 3 repeticoes do ponto central. As

formulagoes preparadas no planejamento experimental proposto e os resultados referentes
as respostas avaliadas estao apresentadas na [lTabela 34

Tabela 34 — Formulagoes de CLN de cera de carnaiba e 6leo de pracaxi contendo DXM
obtidas a partir do planejamento composto central.

Formulacio Fatores e niveis Respostas
%LIP (%(p/p)) %TENS (%(p/p)) Tamanho (nm) PDI %EE (%)
1 0 1,41 194,2 0,265 53,6
2 0 0 226,1 0,276 49,1
3 1 1 195,2 0,159 48,5
4 -1 -1 221 0,180 54,3
5 -1,41 0 185,5 0,181 55,9
6 0 0 219,56 0,280 49,8
7 1,41 0 209,1 0,216 53,4
8 1 -1 261,7 0,298 64,0
9 -1 1 173,2 0,166 49,3
10 0 -1,41 301,2 0,320 60,5
11 0 0 214,3 0,185 54,7

Fonte: Produzido pelo autor.

O PDI dos CLN obtidos nas formulacoes do planejamento composto central variou
entre 0,159 (formulagao 3, e 0,320 (formulagao 10, [Tabela 34), enquanto que
a resposta %NEE variou entre 48,53 % (formulagao 3, e 64,05 % (formulagao
8, . A analise estatistica das respostas obtidas para PDI e %EE mostrou que
nenhum dos fatores, entre os niveis avaliados, apresentou efeito significativo.

O tamanho das particulas variou entre 173,26 nm (formulagao 9, e

301,2nm (formulacao 10, [Tabela 34]). A [Tabela 35| apresenta os efeitos estimados, com

95 % de nivel de confianca, obtidos para a resposta tamanho. Valores de p menor que 0,05
significam que o fator avaliado foi significativo.

O modelo quadrético sugerido encontra-se ajustado aos dados experimentais (p <
0,05) e com bom coeficiente de determinagao (r? = 0,9590). Os residuos se apresentaram
randomicamente distribuidos, que sugere auséncia de erros sisteméaticos. O lack of fit nao
foi significativo (p > 0,05), indicando que dos dados podem ser descritos pelo modelo.

Observou-se que a interagao linear (%LIP.%TENS) nao foi significativa (p > 0,05).
Por isso, a mesma foi ignorada para construcao do modelo quadratico proposto para a

resposta tamanho.
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Tabela 35 — Efeitos estimados da resposta tamanho
do planejamento composto central.

Fator Contraste D
A %LIP (linear) 24,0808 0,028915
A %LIP (quadratico) -27,7333  0,030944
B %TENS (linear) -66,4584  0,003944
B  %TENS (quadratico) 22,9684  0,044187

Fonte: Produzido pelo autor.

A equagao polinomial de segunda ordem com fatores codificados pode ser observada
na onde a variavel x corresponde ao fator %LIP e y ao fator %A TENS.

Nesta equagao pode-se identificar os fatores que mais influenciaram a resposta
tamanho comparando os coeficientes. Quanto maior (em valores absolutos) o coeficiente,
maior o efeito na resposta. Coeficientes positivos indicam aumento na resposta e coeficientes

negativos, o inverso.

Dym = 220,02 + 12, 042 — 13,8622 — 33,22y + 11, 48y° (5.5)

A [Figura 42 e [Figura 43| também apresentam os gréaficos de superficie da resposta

tamanho em funcao dos fatores %LIP (x) e % TENS (y), como também os niveis onde
poderao ser obtidos o menor tamanho médio de CLN.

A resposta tamanho de particula apresentou duas regides no grafico de superficie
de resposta onde se pode obter menor tamanho, correspondendo as formulagoes 5 e 9 da
Pode-se observar que diminuindo a concentragao total de lipidios na formulacao
e aumentando a concentracao de tensoativos obtém-se CLN de menor tamanho médio.

O aumento de %TENS diminui a tensao interfacial, facilitando a miscibilidade das
fases aquosa e oleosa durante o processo de pré-emulsificagao e homogeneizagao a alta
pressdo, o que explica o menor tamanho de CLN obtido (MADER; MEHNERT; MADER,
2001)).

A técnica de homogeneizagao a alta pressao comparada com outras técnicas de
cisalhamento como, por exemplo, Ultraturrax® e ultrassom, é a que fornece maior energia
ao sistema, provocando o cisalhamento das particulas de forma mais eficiente.

A energia alcangada pela HAP pode alcangar valores em torno de 1000 W /m3.
Além da grande quantidade de energia empregada, a mesma é distribuida uniformemente
na amostra (MADER; MEHNERT; MADER, [2001).

Ao se diminuir %LIP na formulacao, haverd mais energia disponivel por m?® de fase

interna para promover cisalhamento, resultando em menor tamanho de particula.

Segundo os graficos de superficie de resposta (Figura 42| e [Figura 43)), os niveis dos

fatores ainda nao alcan¢aram o ponto de resposta minima (menor tamanho), indicando
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Figura 42 — Representagao gréfica em 3D (superficie de resposta) do modelo quadratico proposto para
resposta tamanho.
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Fonte: produzido pelo autor.

que podem-se obter tamanhos menores diminuindo os niveis de %LIP e aumentando o
nivel de % TENS.

Estas mudangas nos niveis dos fatores %LIP e %TENS nao sao desejados pois
altas concentragoes de tensoativos provocariam o aumento no risco de efeitos indesejaveis,
como por exemplo, irritacao da pele (LEE et al., [2000; EFFENDY; MAIBACH, 1995b)), e

ao mesmo tempo, diminuir a concentragao de lipidios poderia ocasionar a diminui¢ao da

quantidade total de farmaco incorporado no CLN da formulacgao.

Avaliando os graficos de superficie de resposta do planejamento composto central

(Figura 42| e [Figura 43), as formulag¢oes com menor tamanho médio de CLN obtido foram

a de numero 5 (185nm) e 9 (173nm) da [Tabela 34

Entre as duas formulagoes optou-se por escolher a formulagao com menor tamanho

médio de particula e maior concentracao de lipidios e tensoativos (formulagao 9), tendo
em vista a hipotese de obter uma formulacao com maior eficiéncia na penetracao da DXM
nas camadas da pele apos a aplicacao topica.

Por conta disto, a formulagao selecionada para dar prosseguimento nos experimentos

in vitro de avaliagdo da cinética de liberagao e penetracao/permeagao em pele de orelha



Capitulo 5. Resultados e discussao 141

Figura 43 — Representacao grafica em 2D do modelo quadratico proposto para resposta tamanho.
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Fonte: produzido pelo autor.

de porco da DXM apresentou os seguintes fatores e niveis: % DX M 0,15% (p/p), %LIP
10% (p/p), %LEO 40% (p/p), %TENS 5% (p/p), CICLOS 1 ¢ PRESSO 600 bar.
A formulagao selecionada (CLN-DXM) esté descrita na {Tabela 36

Tabela 36 — Formulagao CLN-DXM selecionada no CCD.

Fator Quantidade
Dexametasona (%DXM) 0,15% (p/p)
Concentracao total de lipidios (%LIP) 10% (p/p)
Proporcio de 6leo na mistura lipidica (%OLEO)  40% (p/p)
Concentragao de tensoativos (% TENS) 5% (p/p)
Ciclos de homogeneizagio (CICLOS) 1
Pressio de homogeneizagio (PRESSAO) 600 bar

Fonte: Produzido pelo autor.
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5.6.4 Microscopia eletronica de transmissao

Os CLN da formulagao selecionada a partir do planejamento fatorial de composi-
gao central apresentou forma esférica, tamanho uniforme e populagdo homogeneamente
distribuida. A apresenta duas imagens em escalas de 100 e 500 nm. O tamanho
obtido por MET foi ligeiramente menor que os obtidos por dynamic light scattering (DLS),
contudo, esta diferenga é aceitavel devido as diferencas nos fundamentos de cada técnica.
Pode-se observar na nanoparticula em destaque da que o formato esférico é

bem definido e sem irregularidades.

Figura 44 — Microscopia eletrénica de transmissao do CLN

Fonte: produzido pelo autor.

5.7 Liberacéo in vitro da DXM

As condig¢oes do ensaio de liberacao in vitro da DXM foram estabelecidas com o
objetivo de manter a condi¢ao sink durante todo o experimento.
Decidiu-se utilizar tampao fosfato 0,1 M pH 7,4 acrescido de 0,02% (m/v) de

Tween® 80 como meio receptor, com o objetivo de aumentar a solubilidade da DXM e,

com isso, ter maior seguranga de que a condigao sink seria mantida. [Beber et al.[ (2016)
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determinaram a solubilidade da DXM em tampéo fosfato pH 7.4 acrescido de Tween® 80
0,02% (m/v) em 78,93 ug/mL a 25°C.

A coleta de 2mL de meio receptor (1 mL de rinse e 1 mL de amostra), nos tempos
predeterminados, foi suficiente para garantir a manutencao da concentracao de DXM
abaixo de 10 % da saturagao do meio receptor e manter a condigao sink durante todo o
experimento.

A apresenta o perfil de liberacao in vitro da DXM a partir de gel de
DXM livre (Gel DXM), gel de DXM incorporada em CLN (Gel CLN-DXM) e dispersao
aquosa de CLN contendo DXM incorporada (CLN-DXM).

A situacao hipotética de liberacao da quantidade total de DXM contida no meio
doador (100 pg) corresponde & permeacao de 53,76 ug/cm? de DXM através da membrana

de acetato de celulose que dividiu os compartimentos doador e receptor da célula de Franz.

Figura 45 — Perfil de liberacao in vitro da DXM.
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Fonte: produzido pelo autor.

Pode-se observar para a formulacao CLN-DXM que nas primeiras 3 horas houve
liberagao de 32,61 pug/cm? de DXM, que corresponde a aproximadamente 60 % da concen-
tracao de farmaco adicionado no inicio do experimento. O restante foi liberado por um
periodo de até 12 horas.

A formulagao Gel CLN-DXM apresentou um perfil de liberagao lenta e sem a
ocorréncia de liberacdo rapida inicial (burst effect). A utilizacio do gel de Carbopol®
como excipiente para formulagao provocou diminui¢ao estatisticamente significativa da
velocidade de liberagao da DXM em comparagao a formulacao CLN-DXM. Pode ser
verificado na que a liberagao de 32,61 ug/cm?, observada nas trés primeiras
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horas de experimento da formulagio CLN-DXM, foi diminuida para 7,16 ug/cm? na
formulagao Gel CLN-DXM, que corresponde a uma reducao de 4,5 vezes.

A formulagao Gel DXM apresentou, de forma semelhante & formulagao Gel CLN-
DXM, perfil de liberacao lento e sem a ocorréncia do burst effect, no entanto, constatou-se
que a liberacao da DXM foi mais lenta que nas demais formulacoes avaliadas. A formulagao
Gel DXM apresentou a liberagao de 27,89 pg/cm? de DXM ap6s 12 horas de experimento,
que corresponde a 51,87 % da quantidade tedrica de DXM adicionada no compartimento
doador da célula de Franz.

A apresenta a significancia estatistica (valor de p) da analise de variancia
ANOVA seguida pelo exame das diferengas entre as médias (teste t) efetuada sobre a
quantidade acumulada de DXM liberada em cada tempo de coleta (n=4) das diferentes
formulagoes avaliadas (Gel DXM, Gel CLN-DXM e CLN-DXM).

Durante os dois tempos iniciais de liberagdo de DXM (0,5 e 1h) nao houveram
diferencas significativas entre as formulacoes. Entretanto, a partir de 2 horas de liberacao
houveram diferengas significativas entre as formulagoes (Gel DXM e CLN-DXM) e (Gel
CLN-DXM e CLN-DXM). Nos tempos seguintes, todas as formulagoes apresentaram
diferenca significativa entre si no que diz respeito a quantidade acumulada de DXM

liberada nos tempos de coleta predeterminados.

Tabela 37 — Diferenca estatistica da liberagdo de DXM entre as formulacoes
avaliadas.

Significancia estatistica

Grupos %h 3h 4-12h

Gel DXM e Gel CLN-DXM nao significativo p < 0,05 p < 0,001
Gel DXM e CLN-DXM p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Gel CLN-DXM e CLN-DXM p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001

Fonte: Produzido pelo autor.

As formulagoes Gel DXM e CLN-DXM apresentaram perfil cinético melhor ajustado
por modelo linear, que descreve a liberacao como independente da concentragao de farmaco
(COSTA; SOUSA LOBO, 2001). Entretanto, a formulacao Gel CLN-DXM apresentou
perfil cinético melhor ajustado ao modelo de Higuchi. Os coeficientes de determinagao (r?)
dos modelos de liberagao avaliados podem ser visualizados na

A tabela apresenta a constante de liberacao k, expressa em ug/cm?/h, e
o atraso na liberagao (lag time) tqy, em horas, para as formulagoes Gel DXM e CLN-DXM,
calculados a partir da inclinagao da reta de regressao linear e o intercepto no eixo x do
modelo linear, respectivamente (JANTHARAPRAPAP; STAGNI, [2007)).

A tabela [Tabela 40| apresenta a inclinagao da curva, expressa em pg/cm?/h% e o
atraso na liberagao (lag time) t1,4, em horas, para a formulacao Gel CLN-DXM, calculados

a partir da inclinagao da reta de regressao linear e o intercepto no eixo x do modelo de
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Tabela 38 — Liberagao da DXM ajustada por regressao linear segundo os
modelos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi.

Correlagao ao modelo (r?)

Formulagao Ordem zero Primeira ordem Higuchi
CLN-DXM (t15, — tsp) 0,9823 0,8514 0,9775
Gel CLN-DXM (top, — t121) 0,9623 0,7793 0,9903
Gel DXM (tan, — t12n) 0,9915 0,9173 0,9561

Fonte: Produzido pelo autor.

Tabela 39 — Equacoes, constantes de liberagao £ e atrasos na liberacao tr,4 das formulacoes
avaliadas (n=4).

Formulagao Equacao k ((ng/cm?)/h) trag (h)

CLN-DXM (t1, — tsn) y = 11,5962 — 6,2988 11,596 + 0,4904 0,5445 + 0,1583
Gel DXM (ta, — ti2n) y = 2,42792 —4,9673  2,4279 £ 0,2590  2,0515 =+ 0,6023

Fonte: Produzido pelo autor.

Higuchi, respectivamente.

Tabela 40 — Equacao do modelo de higuchi.

Formulagao Equacio k ((ug/cm?)/h%%) trag (h)

Gel CLN-DXM (top, — t12n) vy = 15,64z — 18,432 15,9768 + 0,1805 1,1749 + 0,2694

Fonte: Produzido pelo autor.

Em nanoparticulas lipidicas (NLS e CLN), o farmaco pode esté incorporado na
matriz lipidica de duas formas: dissolvido ou disperso na matriz. A afinidade do mesmo
pelos constituintes da matriz lipidica é uma das propriedades que definem de que forma
ocorrera a incorporagao.

O farmaco dissolvido na matriz lipidica resulta em um perfil de liberacao mais lento
em comparacio & forma dispersa (MULLER; MADER; GOHLA, [2000; VAGHASIYA!
KUMAR; SAWANT] 2013; UNER,; YENER; 2007).

De acordo com o perfil de liberagao apresentado pelas formulagoes avaliadas,
provavelmente, a DXM esta dispersa na matriz lipidica do CLN.

Condigoes experimentais, como a temperatura, por exemplo, podem afetar o perfil
de liberagao de farmacos incorporados em CLN. Durante o periodo de avaliagao da liberagao
da DXM pode ter havido perda de dgua por evaporacao da formulacao CLN-DXM e,
com isso, a ocorréncia de transi¢oes polimoérficas na matriz lipidica do CLN, que tornam
gradativamente a dispersao mais espessa e gelificada.

Além das mudancas no aspecto da dispersao, as transi¢coes polimorficas na matriz

lipidica aceleram a expulsao do farmaco aprisionado no CLN e, com isso, aumentam a
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velocidade de liberacao (JENNING; SCHAFER-KORTING; GOHLA, [2000).

A transicao polimorfica, provocada pela perda de agua, foi reduzida quando a
dispersdo de CLN foi incorporada no gel de Carbol® (Gel CLN-DXM). Consequentemente,
a liberagao de DXM na formulacao Gel CLN-DXM tornou-se mais lenta, apresentando
o perfil de liberacao visualizado na Além disto, a rede polimérica que forma
o hidrogel também exerce influéncia no perfil de liberacao, pois aumenta a resisténcia a
difusao do farmaco (TAS et al., 2003]).

A partigao da molécula de DXM entre o veiculo e o meio receptor também pode
ser elencada como um dos possiveis fatores responséveis pelo perfil de liberacao obtido. A
liberacao da DXM esta relacionada com a estrutura do CLN, bem como a interacao da
mesma com os constituintes do carreador (ZHAI; ZHAT, [2014; |JENSEN; PETERSSON;
NIELSEN] [2011]).

O fato de ter havido libera¢ao de DXM a partir do CLN (CLN-DXM) de forma mais
rapida que da DXM livre incorporada no gel (Gel DXM) pode ser atribuida a interagoes
fracas entre os constituintes do CLN e a DXM, provocando rapida difusao da DXM para o
meio receptor.

A relativa baixa eficiéncia de incorporagdo de DXM nos CLN (49,30 %, [Tabela 34),
a solubilidade em agua ultrapura de 68,62 pug/mL e o coeficiente de particao
(logP) 6leo de pracaxi/DXM de -0,4250 avaliados neste trabalho sao dados
que sugerem a relativa baixa afinidade entre a DXM e os constituintes do CLN e a grande
afinidade da DXM pela dgua em comparacao ao 6leo de pracaxi, que constitui 40 % da
matriz lipidica do CLN.

Além dos dados obtidos neste trabalho, Einmahl et al.| (1999) determinaram
experimentalmente a solubilidade da DXM a 37°C e obtiveram dissolugdo de 1 mg/mL em
agua. Essas evidéncias corroboram para a hipétese de que a interacao entre a DXM e o
CLN é fraca o suficiente para que haja a rapida difusao do farmaco para o meio receptor
observada na [Figura 45|

O raciocinio inverso é adequado para explicar a liberacao lenta de DXM ocorrida na
formulagao Gel DXM em comparagao as demais formulagoes avaliadas. A maior afinidade
por agua da DXM incorporada na rede polimérica hidrofilica do gel produz um ambiente
de baixo gradiente de concentragao em direcao ao meio receptor que, juntamente com a
viscosidade do gel, tornam a difusao mais lenta.

A liberagao lenta de DXM incorporada em géis também foi observada em outros
estudos. Borden et al| (2011) utilizaram gel de acido hialurénico como veiculo de DXM
(fosfato diss6dico) na concentragao de 10 nug/mL e verificaram, apds aplicagao intratimpéa-
nica em porquinhos-da-india (guinea pig), concentra¢oes de DXM na perilinfa 72 horas
apos o tratamento.

Wang et al.| (2009) utilizaram géis termo reversiveis de poloxamer 407 para promover

liberacao prolongada de DXM micronizada e obtiveram, em ensaios in vivo, concentragoes
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de DXM na perilinfa apos 10 dias de tratamento. O grupo tratado com DXM (fosfato
dissodico) em solugao (2 %) apresentou concentragao de DXM na perilinfa no maximo 12
horas apods o tratamento.

SiitS et al| (2016) incorporaram o farmaco ibuprofeno (solubilidade de 3,44 mg/mL
em agua pH 7,4 4 37°C (POTTHAST et al., 2005)) em CLN constituidos de Witepsol®
E85 e Miglyol® 812 na proporcio 7:3 com o intuito de promover permeacio na pele deste
farmaco. Os autores obtiveram perfil de liberacao mais rapido do ibuprofeno incorporado
em CLN em comparagao ao ibuprofeno em suspensao (1 % em agua) e também relacionaram
este comportamento a interagao fraca entre o farmaco e os constituintes do CLN.

Vivek, Reddy e Murthy| (2007)) avaliaram o coeficiente de partigao da olanzapina
entre diversos lipidios, utilizados comumente na preparagao de CLN, e tampao fosfato pH 7,4
e verificaram que os CLN preparados com os lipidios que proporcionaram maior coeficiente
de parti¢ao lipidio/tampao fosfato pH 7,4 da olanzapina foram os que apresentaram
liberagao do farmaco por mais tempo (liberagao prolongada).

Venkateswarlu e Manjunath| (2004), apds avaliacao do coeficiente de partigao da
clozapina em diversos lipidios e agua e também o perfil de liberacao a partir de NLS,
concluiram que o coeficiente de particao de um farmaco entre o CLN, principalmente
os constituintes lipidicos, e o meio receptor utilizado no ensaio de liberagao in wvitro é
inversamente proporcional a velocidade de liberagao do mesmo.

Em outro estudo, com o objetivo de avaliar a relagao entre farmacos glicocorticoides
(hidrocortisona base e as formas acetato, butirato, valerato e caprilato) com diferentes
niveis de liposolubilidade e o perfil de liberagao in vitro obtido quando incorporados
em NLS constituidos pelo lipidio Precirol® ATO 5, Jensen et al| (2010) verificaram que
o aumento da liposolubilidade e, consequentemente, a interacao com a matriz lipidica,
diminuiu a velocidade de liberagao do farmaco a partir da NLS, produzindo perfis de

liberagao mais longos.

5.8 Penetracao/permeacao in vitro da DXM

A penetragao/permeagao in vitro da DXM em pele de orelha de porco (EC e pele
remanescente) a partir das formulagoes Gel DXM, Gel CLN-DXM e creme de acetato de
dexametasona genérico (Creme DXM) pode ser visualizada na [Figura 46|

A avaliacao da permeagao cutanea foi realizada de acordo com a metodologia

descrita na [subsecao 4.3.11} Nos tempos de coleta predeterminados, nao foram verificados

indicios de permeacao cutanea da DXM em todas as formulacgoes avaliadas, pois as
amostras de meio receptor apresentaram leituras referentes & DXM inferiores ao limite de
quantificacdo do método analitico (0,0656 pug/mL).

A penetracao de DXM no EC foi de 0,80 ug/cm? 4+ 0,13, 0,77 ug/cm? + 0,15
e 0,16 ug/cm? + 0,03 para as formulagoes Gel CLN-DXM, Gel DXM e Creme DXM,

respectivamente.
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Figura 46 — Concentragao de DXM no EC, pele remanescente e meio receptor apds 12 horas de experimento
in vitro em pele de orelha de porco (n=6).
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Fonte: produzido pelo autor.

Na pele remanescente, apos a retirada do estrato cérneo por tape stripping, foi
encontrado DXM na concentracao de 0,96 ug/cm? + 0,17, 0,49 pg/cm? 4+ 0,18 ¢ 0,13 pg/cm?
+ 0,03 para as formula¢oes Gel CLN-DXM, Gel DXM e Creme DXM, respectivamente.

A concentracao de DXM presente no estrato corneo apds 12 horas de experimento
foi 5 vezes maior no grupo que recebeu a formulagao contendo CLN (Gel CLN-DXM) em
relagdo ao grupo que recebeu o creme genérico (Creme DXM). Na pele remanescente, o
aumento da concentragao de DXM no grupo que recebeu a formulagao Gel CLN-DXM foi
5,3 vezes maior que no grupo que recebeu o creme genérico (Creme DXM).

A apresenta a significncia estatistica (valor de p) da analise de variancia
ANOVA seguida pelo exame das diferencas entre as médias (teste t) efetuada sobre a
quantidade acumulada de DXM encontrada no estrato cérneo e pele remanescente das
diferentes formulagoes avaliadas (Gel CLN-DXM, Gel DXM e Creme-DXM).

Nao houve diferenca significativa referente & DXM retida no EC entre os grupos
Gel CLN-DXM e CLN-DXM, entretanto a diferenca entre os grupos (Gel CLN-DXM e
Creme DXM) e (Gel DXM e Creme-DXM) foi significativa (p < 0,001).

A concentracao de DXM retida na pele remanescente foi significativa entre todas as
formulagoes avaliadas com valores de p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,05 entre os grupos (Gel
CLN-DXM e CLN-DXM), (Gel CLN-DXM e Creme DXM) e (Gel DXM e Creme-DXM),

respectivamente.
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Tabela 41 — SignificAncia estatistica entre a quantidade acumulada de DXM
encontradas no estrato corneo e pele remanescente (n=6) das
formulagoes avaliadas.

Significancia estatistica (p)

Grupos Estrato corneo  Pele remanescente
Gel CLN-DXM e Gel DXM nao significativo p < 0,01
Gel CLN-DXM e Creme DXM p < 0,001 p < 0,001
Gel DXM e Creme DXM p < 0,001 p < 0,05

Fonte: Produzido pelo autor.

Todos os parametros referentes aos testes estatisticos que determinaram as diferen-

cas entre as concentragoes de DXM no EC e pele remanescente nas diferentes formulagoes

avaliadas podem ser visualizados no [Apéndice Al e [Apéndice Bl

A pele de orelha de porco foi utilizada devido a sua similaridae a pele humana
quanto a morfologia e permeabilidade (OECD) 2004). A temperatura do sistema de difusao
utilizado no experimento de penetracao e/ou permeacao de DXM foi mantido em 32°C
para mimetizar as condi¢oes de temperatura da pele humana.

O tecido cutaneo apresenta, como uma de suas funcoes, protegao contra a agao
de agentes externos. O estrato corneo, que consiste na camada em contato direto com o
meio externo, confere esta acao protetora por meio do controle da penetracgao e difusao de
substancias através da pele (ESCOBAR-CHAVEZ; DIAZ-TORRES, [2012).

Formas farmacéuticas convencionais apresentam baixa penetracao de farmaco na
pele devido a varios fatores. Um deles é a pequena quantidade de farmaco que sofre
particao no estrato corneo e, devido a isso, grande parte do mesmo continua na superficie
da pele e é eliminado de diversas formas, como degradagao por radiacao UV e oxidagao,
eliminacao por acao do suor, limpeza do local da aplicagao, absorcao no tecido da roupa.

A baixa eficiéncia de penetracao diminui o efeito terapéutico da DXM, pois os
receptores para glicocorticoides estao localizados na epiderme e derme (WIEDERSBERG!
LEOPOLD; GUY] 2008). Sendo assim, se nao houver penetragdo da DXM no tecido
cutaneo de forma adequada, o efeito terapéutico da DXM ¢é prejudicado.

Para contornar este problema, ha a necessidade de se desenvolver sistemas de libera-
¢ao capazes de aumentar a penetragao do farmaco nas camadas da pele e, consequentemente,
a concentracao nos locais de interesse terapéutico.

A formulacdo Gel CLN-DXM foi capaz de promover a penetragao da DXM no EC
e pele remanescente de forma eficiente, alcancando concentragoes de DXM maiores que
as obtidas nas demais formulagoes avaliadas e sem apresentar permeagao. Desta forma,
tém-se aumento do efeito terapéutico local associado a baixo risco de efeitos sistémicos
indesejaveis provocados pela permeacao.

O incremento de penetracao de farmaco nas camadas da pele provocado por
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formulagoes contendo CLN em comparacao a formas farmacéuticas convencionais possui
varios exemplos na literatura(SANTOS MAIA et al| 2002; |ZHAIL;, ZHAI, 2014; |JENSEN
PETERSSON; NIELSEN| 2011; TUNG; HUYEN; CHI, 2015). Um deles foi descrito por
Gaba et al. (2015)), que obtiveram maior retencao do farmaco cloridrato de terbinafina
incorporado em CLN na pele em comparacao a forma farmacéutica convencional disponivel
no mercado.

Beber et al.| (2016) desenvolveram nanocapsulas poliméricas contendo dexametasona,
e obtiveram retencao na epiderme vidvel (0,20 pg/cm?) e derme (0,18 pg/cm?) menor que a
encontrada neste trabalho. A diferencga na retencao de dexametasona pode estar relacionada
a influéncia da composi¢ao das nanoparticulas na promocao de efeito oclusivo, que promove
maior penetracao e, consequentemente, retencao de farmaco nas camadas da pele.

Jensen, Petersson e Nielsen (2011) avaliaram a penetragdo cuténea do glicocor-
ticoide betametasona valerato contido em NLS constituidos por diferentes lipidios e na
forma farmacéutica convencional pomada. Os autores observaram uma quantidade signifi-
cativamente maior de betametasona na pele quando utilizado a NLS em comparacao a
forma farmacéutica convencional.

O aumento da penetracao de DXM observado na formulacao Gel DXM-CLN pode
ser atribuido ao efeito oclusivo promovido pelos CLN. O contato das nanoparticulas na
pele promove a formacao de uma camada de CLN sobre o estrato cérneo, que evita a
perda de adgua do tecido cutaneo e aumenta a hidratacao da pele (SONG; FAN; SHEN|
2016; GABA et al., 2015 PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER), 2009).

O tamanho das nanoparticulas é relevante para a ocorréncia de efeito oclusivo,
pois [Miiller, Radtke e Wissing| (2002b) demonstraram que microparticulas lipidicas com
tamanho de aproximadamente 4 pm apresentaram efeito oclusivo menor que 10%, ao
contrario de nanoparticulas lipidicas com tamanho de 200 nm que apresentaram efeito
oclusivo seis vezes maior que as microparticulas lipidicas.

Os CLN utilizados nas formulacoes avaliadas apresentaram tamanho médio de
173,26 nm (formulagao 9, , adequado para proporcionar efeito oclusivo. O
tamanho do CLN também esta relacionado ao aumento da superficie de contanto, que
auxilia na penetracao de farmacos nas camadas da pele.

A fixacao do CLN na epiderme diminui o empacotamento dos cornedcitos presentes
no estrato corneo, abrindo canais entre as jungdes que mantinham o EC integro. A abertura
destes canais facilita a penetragao de farmaco na pele (ZHAI;, ZHAT, 2014).

Segundo o estudo realizado por [Siit6 et al. (2016), onde foi foi avaliada a penetragao
e permeacao cutanea de ibuprofeno incorporado em CLN, a penetracao do ibuprofeno foi
aumentada pelo CLN devido o contato direto das nanoparticulas lipidicas com os lipidios
constituintes do estrato céorneo, que facilitou a penetracao do farmaco através da pele.

Ghanbarzadeh et al.| (2015) promoveram a penetragao e retengdo nas camadas da

pele de hidroquinona contida em NLS em quantidade trés vezes maior que hidroquinona
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dispersa em gel de Carbopol®, alcancando o objetivo de promover liberacio direcionada
pele (drug targeting).

Os autores relatam também que a concentragao de hidroquinoa permeada foi
6,5 vezes menor na formulacao com NLS, diminuindo assim a possibilidade de efeitos
indesejaveis.

Ainda sobre o trabalho realizado por|(Ghanbarzadeh et al.| (2015)), segundo os autores,
os fatores que contribuiram para o direcionamento do farmaco para locais especificos da
pele e a baixa permeagao foram: aumento da solubilidade da hidroquinona, aumento
da superficie de contato das nanoparticulas com a pele e efeito oclusivo e promotor de
permeacao das nanoparticulas.

De acordo com |Fang et al. (2008), ha uma relacao inversamente proporcional entre a
permeacao de um farmaco na pele e a lipofilicidade do mesmo. Os autores chegaram a esta
conclusao apo6s verificar a permeacao em pele de trés derivados do psoraleno dissolvidos
em solucao aquosa e constataram que as moléculas com maior solubilidade em agua
apresentaram maior permeacao na pele.

A penetracao no EC e pele remanescente apresentada pela formulagao Gel DXM
pode ser atribuida a relacao existente entre a permeacao do farmaco e a
solubilidade do mesmo em &gua.

Complementarmente, a diferenga na quantidade de DXM que penetrou na pele entre
as formulacoes Gel DXM e Creme DXM pode ser explicada pela diferenca de solubilidade
entre a DXM, utilizada na formulacao Gel DXM, e a DXM acetato empregada no creme
genérico avaliado (Creme DXM).

Tung, Huyen e Chi| (2015)) avaliaram a permeagao em pele de camundongos da
dexametasona acetato dispersa em gel de Carbopol® 940 e em pomada (cera emulsio-
nante:vaselina:parafina liquida - 30:35:35).

Os resultados apresentados por [Tung, Huyen e Chi (2015) mostraram que a DXM
acetato contida no hidrogel teve maior permeacao em comparagao a presente na pomada.
Os autores atribuiram esta diferenga de permeacao a afinidade entre o farmaco e a pomada

que inibiu a liberagao da DXM acetato do veiculo.
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6 CONCLUSAO

e A composicao de acidos graxos do 6leo de pracaxi evidenciou uma grande concentragao

de acido behénico na composi¢cao do mesmo.

e A densidade, viscosidade dindmica e cinemética do 6leo de pracaxi em temperatura
semelhante a de preparac¢ao dos CLN (90°C) se mostrou adequada, pois encontram-se
préoximo aos velores apresentados por outros 6leos vegetais comumente utilizados

para preparacao de CLN.

e O EHL requerido para o 6leo de pracaxi em emulsdes com os tensoativos Tween®
80 e Span® 60 foi determinado.

e O diagrama pseudoternario de fases apresentou uma regiao compreendida por emulsao

liquido leitosa com a ocorréncia de nanoemulsao em alguns pontos da referida regiao.

e O DSC e DRX das misturas de cera de carnatuba e 6leo de pracaxi demonstraram
que houve diminuicao da organizacao da estrutura cristalina em comparacao a cera

de carnatiba pura e, consequentemente, utilizavel para a preparacao de CLN.

e A mistura de cera de carnauba e 6leo de pracaxi na proporg¢ao 60:40 permaneceu
no estado soélido até a temperatura de 40°C, evitando assim a possibilidade de

surgimento de goticulas de 6leo e a co-existéncia de uma emulsdo O/A e os CLN.

e O coeficiente de partigao (logP) negativo da DXM em o6leo de pracaxi indica maior

afinidade da DXM pela fase aquosa.

e A metodologia analitica em HPLC para quantificagao de DXM em CLN e em matriz
biologica (pele de orelha de porco) apresentou parametros adequados de seletividade,

linearidade, limites de detecgao e quantificagao, precisao exatidao e robustez.

e O planejamento fatorial fracionado 2%;,* mostrou que a concentragio total de lipidios
e de tensoativos foram os fatores significativos para diminui¢ao do tamanho médio,

PDI e aumento da eficiéncia de incorporagao da DXM em CLN.

e O planejamento composto central indicou que a formulagao com maior potencial de
promover a penetracao da DXM nas camadas da pele e, possivelmente, obter maior

eficiéncia no tratamento de inflamacgoes cutaneas.

e As formulagoes CLN-DXM e Gel DXM apresentaram liberagao in vitro da DXM

ajustada ao modelo cinético linear.

e A formulacao Gel CLN-DXM apresentou liberagao in vitro da DXM ajustada ao

modelo cinético de Higuchi.

e Nao houve permeagao cutanea da DXM nas formulagoes avaliadas.
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e A formulagao Gel CLN-DXM apresentou penetracao cutanea da DXM superior as
formulagdes de DXM dispersa em gel de Carbopol® (Gel DXM) e creme genérico de
DXM acetato (Creme DXM) em ensaios in vitro de penetragao cutanea em pele de

orelha de porco .
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APENDICE A — Andlise estatistica da diferenca de concentragdo de DXM no EC
entre os as formulagdes avaliadas

Tabela 42 — Teste ANOVA um critério (penetracdo de DXM no EC) seguido
de teste t entre os grupos avaliados.

Graus de  Soma dos Média dos

Fontes de variagao liberdade quadrados quadrados
(GL) (SQ) (QM)
Tratamentos 2 1,449 0,724
Erro 13 0,181 0,014
F = 51,9102 — —
(p) = < 0.0001 — —
Meédia (Gel CLN-DXM) = 0,8050 — —
Média (Gel DXM) = 0,7733 — —
Média (Creme DXM) = 0,1650 — —
Teste t: Diferencga t (p)
(Gel CLN—]I;/I)%?F: Gel DXM) 0,0317 0,4153 NS
(Gel CLN—D}l\(/Il\decleabCreme pxyy 06400 83937 < 0,001
Meédias

(Gel DXM e Creme DXM) = 0,6083 8,9201 < 0,001

Nota: NS = néo significativo

Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 47 — Representaciao grafica do teste ANOVA seguido pelo teste t da diferenga entre as médias de
concentracao de DXM retidas no estrato cérneo das formulagoes avaliadas.
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APENDICE B - Andlise estatistica da diferenga de concentragdo de DXM na pele
remanescente entre os as formulagdes avaliadas

Tabela 43 — Teste ANOVA um critério (penetragdo de DXM na pele remanes-
cente) seguido de teste ¢ entre os grupos avaliados.

Graus de  Soma dos Média dos

Fontes de variagao liberdade quadrados quadrados
(GL) (SQ) (QM)
Tratamentos 2 1,217 0,609
Erro 10 0,259 0,026
F = 23,4847 — —
(p) = 0,0003 — —
Média (Gel CLN-DXM) = 0,9675 — —
Meédia (Gel DXM) = 0,4967 — —
Média (Creme DXM) = 0,1400 — —
Teste t: Diferenga t (p)
(Gel CLN-DXM ¢ Gel DXM) 04708 45305 0.0011
(Gel CLN-D)l\(/Il\E/)Id;a%reme DXM) - 0,8275 6,7295 = 0.001

Meédias

(Gel DXM e Creme DXM) = 0,3567 3,1329 0.0106

Fonte: Produzido pelo autor.
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Figura 48 — Representagao grafica do teste ANOVA seguido pelo teste ¢ da diferenca entre as médias de
concentragao de DXM retidas na pele remanescente das formulagoes avaliadas.
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APENDICE C — Cromatogramas referentes a avaliacdo da seletividade

Figura 49 — Cromatogramas obtidos de amostras de CLN branco e CLN contaminado (spiked) com DXM.
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Figura 50 — Cromatogramas obtidos de amostras de EC branco e EC contaminado (spiked) com DXM.

0,005

Fonte: produzido pelo autor.
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Figura 51 — Cromatogramas obtidos de amostras de pele branco e pele contaminada (spiked) com DXM.
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