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RESUMO

SENA, L. W. P. OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DE CARREADORES
LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS A PARTIR DE GORDURA VEGETAL DE
MURUMURU (Astrocaryum murumuru Mart.). Dissertagdo (Mestrado) — Programa
de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas, 116 p. Universidade Federal do
Para, Belém, 2016.

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN) tém sido propostas como uma
categoria de carreadores para ingredientes farmacéuticos e cosméticos e crescente
interesse devido a uma série de vantagens quando comparadas a formulagbes
convencionais. As gorduras vegetais amazbnicas s&o consideradas matrizes
lipidicas de grande potencial para a producdo de CLN de administragédo topica, em
funcdo da baixa toxicidade e biocompatibilidade, alem de suas propriedades
emoliente, protetora e hidratante na pele. O murumuru (Astrocaryum murumuru
Mart.) € uma palmeira amazébnica e a utilizagdo de sua gordura € promissora pois
agrega valor aos produtos, favorece o crescimento da regido, alem de utilizar esses
recursos de maneira sustentavel. O objetivo deste estudo foi obter e caracterizar os
CLN a partir da gordura vegetal de Murumuru (Astrocaryum murumuru Mart.) pela
técnica de homogeneizagdo sob alta pressdo a quente, utilizando o cetoconazol
como farmaco modelo. A cromatografia gasosa revelou o acido laurico (48,1 %),
acido miristico (26,6 %) e acido oleico (8,4 %), como os principais constituintes. A
caracterizagao fisico-quimica mostrou valores de acidez, iodo, saponificagcao,
peroxido, refragcdo e densidade dentro dos limites e padrbes recomendados. As
matérias-primas isoladas e os CLN obtidos foram avaliados por calorimetria
diferencial exploratéria, sendo que os resultados sobre as materias-primas isoladas
utilizadas corroboram com o descrito na literatura e os CLN evidenciaram uma
estrutura cristalina menos ordenada. Nas formulagdes testadas, as nanoparticulas
apresentaram tamanho médio entre 98,60 e 161,56 nm, indice de polidispersidade
entre 0,115 e 0,276, potencial zeta superiores a -30 mV e eficiéncia de
encapsulacédo proximo a 100 %. A microscopia eletrbnica de transmisséo indicou
aspecto esférico das nanoparticulas e o perfil de liberacdo apresentou um modelo
cinético de ordem zero, com liberagao de cerca de 70,9 % do farmaco encapsulado
em 8 horas. As nanoparticulas permaneceram estaveis durante um periodo de 60
dias. O estudo realizado mostrou que a gordura de murumuru obteve um sistema
eficaz, com pequenos tamanhos de particulas e penetrabilidade na pele, tornando
possivel a veiculagado da formulacdo em usos farmacéuticos e cosmético.

Palavras-chave: Carreadores lipidicos nanoestruturados; Homogeneizagéo sob alta
pessao; Gordura Vegetal de Murumuru.



ABSTRACT

SENA, L.  W. P. ACQUISITION AND CHARACTERIZATION OF
NANOESTRUCTURED LIPID CARRIER FROM MURUMURU VEGETABLE FAT
(Astrocaryum murumuru Mart.). Thesis (Master) — Postgraduate program in
Pharmaceutical Sciences, 116 p. Federal University of Para, Belem, 2016.

The nanostructured lipid carrier (NLC) have been proposed as a carrier’s category for
pharmaceutical and cosmetic ingredients and an increasing of interest due to a
series of advantages when compared to conventional formulations. The Amazonian
vegetable fats are considered lipids arrays of great potential for the production of
NLC from topical administration, according to the low toxicity and biocompatibility,
beyond their emollient properties, protector and moisturizer in the skin. The
murumuru (Astrocaryum murumuru Mart.) is an amazon palm and the utility of its fat
is promising, because it adds value to the products, favour the growth in the region,
in addition to using these resources in a sustainable way. The objective of this
research was to obtain and characterize the NLC from the vegetable fat of Murumuru
(Astrocaryum murumuru Mart.) by the homogenization technique under high
pressure to hot, using ketoconazole as a drug modelling. The gas chromatography
showed lauric acid (48,1 %), myristic acid (26,6 %) and oleic acid (8,4 %), as main
constituents. The physical-chemical characterization showed acid, iodine,
saponification, peroxide, refraction and density values within the limits and standards
recommended. The isolated raw materials and the NLC obtained were evaluated
using differential scanning calorimetry, where the results about the isolated raw
materials used support as was described in Literature and the NLC demonstrated a
crystalline structure less ordained. In the tested formulations, the nanoparticles
showed average size between 98,60 and 161,56 nm, polydispersibility index between
0,115 and 0,276, zeta potential higher than -30mV and encapsulation efficiency near
100 %. The Transmission Electron Microscopy indicated spherical aspect of the
nanoparticles and the clearance profile showed a zero order kinetic model, with the
release of 70,9 % of the encapsulated drug in 8 hours. The nanoparticles remained
stable during a period of 60 days. This research showed that the murumuru fat
obtained an effective system, with small sizes particles and penetrability in the skin,
making possible the formulation propagation in pharmaceutical and cosmetic uses.

Keywords: Nanostructured lipid carrier; homogenization under high pressure;
Murumuru vegetable fat.
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1 INTRODUCAO

A Amazébnia é considerada a principal fonte de biodiversidade do mundo.
Este bioma possui inumeros insumos inovadores de interesse para a industria
farmacéutica e cosmética, dentre eles destacam-se os oleos e gorduras de origem
vegetal, como por exemplo a gordura vegetal de murumuru (BARATA, 2005). Esta
gordura, tem sido bastante utilizada na area farmacéutica e cosmética,
principalmente na fabricagdo de sabonetes, cremes e xampus (SANTOS et al.,,
2011). Aproveitar esses recursos de maneira sustentavel, aplicando tecnologia,
como a nanotecnologia, agrega valor aos produtos e, é necessario para o
crescimento da regido, além de preservar o0s recursos proporcionados pelo
ecossistema (FERREIRA E SAMPAIO, 2013).

A nanotecnologia farmacéutica pode ser uma alternativa promissora para
melhorar a eficacia dos farmacos. Em razao disso, a busca por opg¢des tecnoldgicas
que aumentem a efetividade de drogas ja conhecidas tem sido identificado
(ETHERIDGE et al.,, 2012). Muitas dessas escolhas estdo direcionadas ao
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos, o que tem permitido o
aumento dos efeitos das substancias e favorecendo a reintroducdo de outros
anteriormente descartados por suas propriedades terapéuticas (KAMBLE et al.,
2012).

Neste sentido, é importante destacar que formulagdes farmacéuticas
associadas a nanotecnologia estdo sendo amplamente utilizadas, devido a presenca
de diversas vantagens sobre as técnicas convencionais, tais como: protecdo do
farmaco no sistema terapéutico contra possiveis instabilidades no organismo,
aumento da eficacia terapéutica, liberagdo progressiva e controlada, direcionamento
a alvos especificos, possibilidade de incorporacao tanto de substancias hidrofilicas
quanto lipofilicas, diminuicdo da dose terapéutica e do numero de administragoes e
aumento da aceitagcéo da terapia pelo paciente (JEBORS et al., 2010).

Entre os carreadores nanoestruturados, destacam-se as nanoparticulas
lipidicas (NL) que sédo sistemas formados por lipidios e misturas complexas de
glicerideos, apresentando tamanho de particula em escala nano (SOUTO et al.,
2011). Suas principais caracteristicas incluem uma otima estabilidade fisica,

capacidade de protecédo de farmacos instaveis frente a degradacgéo, capacidade de
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liberacdo controlada, excelente tolerabilidade e possibilidade de vetorizagéo
(WISSING et al., 2004). No resumo, as NL apresentam limitagbes quanto a produg¢ao
em grande escala e a esterilizagdo (GARUD et al., 2012).

De acordo com o tipo de lipidio utilizado para a obtencdo de NL € possivel
obter dois tipos basicos de sistemas nanoestruturados: as nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) e carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) (PELTIER et al.,
2006). Os CLN constituem a segunda geragédo de NL que surgiram com o intuito de
superar as limitacbes deixadas pelas NLS, tais como: capacidade limitada de
encapsulacdo, expulsdo da droga durante a estocagem e alto conteudo de agua na
dispersdo (BGUIMARAES E RE, 2001). Isto ocorre devido os CLN serem constituidos
por uma matriz lipidica solida e por um lipidio liquido enquanto os NLS consistem em
apenas um tipo de lipidio solido, o que permite a formag¢ao de uma estrutura menos
ordenada e capaz de reter o farmaco incorporado de forma mais eficiente (MULLER
et al., 2002).

Guimardes e Ré (2011) relatam que os CLN podem ser obtidos por
diferentes métodos, sendo a homogeneizagdo sob alta pressdo uma das técnicas
mais utilizadas, pois esta tem demonstrado alto desempenho e vantagens em
relacdo as demais, como: facilidade para transposi¢ao de escala, ndo utilizagao de
solventes organicos, possibilidade de operagbes em condigbes assépticas e curto
tempo de producdo. Por outro lado, a caracterizagdo desses sistemas tornou-se um
desafio devido ao tamanho, complexidade e a natureza dinamica e coloidal dos
CLN, por esse motivo, parametros cruciais devem ser avaliados, tais como: tamanho
de particula, indice de polidispersidade, potencial zeta, morfologia, eficiéncia de
encapsulacédo, perfil de liberagdo e estabilidade fisica ao longo do tempo
(MEHNERT et al., 2012).

Neste sentido, este estudo tem por objetivo obter e caracterizar os CLN para
0 uso tdpico, a partir de gordura vegetal de murumuru obtidos pela técnica de
homogeneizagao sob alta presséao.



25

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MURUMURU (Astrocaryum murumuru MART.)

O murumuru (Astrocaryum murumuru Mart.) (Figura 1) € encontrada na
Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guianas, Peru e Venezuela, sendo que no Brasil,
os estados amazdnicos sdo os mais prevalentes (ROCHA E POTIGUARA 2007). O
vegetal é pertencente a familia Arecaceae e se distribui ao longo dos rios, areas
temporariamente inundadas, florestas densas ou semi-abertas. E uma palmeira
visualmente atraente, podendo atingir até dez metros de altura (QUEIROZ et al.,
2008). Os oleos extraidos das améndoas do murumuru transformam-se em uma
gordura semi-sdlida (Figura 2 B), que apresenta composi¢ao rica nos acidos graxos
laurico e miristico, possuindo ainda, baixa acidez. Apesar das dificuldades de
exploracdo devido 0 seu manuseio, pois possui inumeros espinhos, a gordura de
murumuru apresenta caracteristicas e potencial econémico, o que justifica o
interesse nos setores farmacéuticos e cosméticos (ROCHA E POTIGUARA, 2007).

Figura 1: Palmeira de murumuru. Fonte: Ferreira, 2011.



26

As caracteristicas da gordura de murumuru que a torna atrativa sao:
tendéncia de ser emoliente natural, capacidade de formar uma pelicula protetora que
ajuda a pele a reter a umidade, uso nos cuidados de peles normais, secas e
envelhecidas, acdo multifuncional de hidratacao, reparacao de barreiras cutaneas e
reducdo da perda de agua transdérmica, recuperagao da elasticidade natural da pele
e nutricdo (NASCIMENTO et al., 2007). As ag¢des imunoldgica e antinflamatoria da
gordura do murumuru vem sendo estudadas devido apresentar composigao rica no
acido graxo laurico, o qual aumenta a resposta do sistema imunologico e agéo
antinflamatéria pela liberagdo de interleucina 2 (IL-2), além de influenciar na
formacgao de células CD4, que sdo a primeira linha de defesa do organismos contra
doencas e infecgbes (FERREIRA, 2012).

Informacgdes registradas sobre a produgdo e comercializagdo de produtos
derivados do murumuru no mercado nacional e internacional ainda sdo escassas
(NEHDI, 2013). No entanto, as caracteristicas e propriedades especificas que a
gordura de murumuru possui tem aumentado o interesse dos mercados
farmacéutico e cosmético, principalmente na fabricagdo de sabonetes, cremes e
xampus (FERREIRA, 2011).

Figura 2: A: Améndoas de Murumuru; B: Gordura de Murumuru.
Fonte: Adaptado de Queiroz et al., 2008.
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2.2 NANOTECNOLOGIA E NANOMEDICINA

A nanotecnologia € uma das tecnologias chaves do século XXI (GARCIA,
2014). Ela vem ampliando novas perspectivas para o desenvolvimento de solugdes
baseadas na ciéncia para uma aplicagao inovadora, como o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos e cosméticos refinados, cujo desempenho final pode ser
diretamente impactado pela caracteristicas de nanoescala, representando uma
excelente oportunidade de pesquisa e negdécios (PEDERSEN et al., 2006). Esta é
claramente uma area de pesquisa muito ampla e interdisciplinar que vem se
desenvolvendo em paises industrializados, pois se baseia nos mais diversificados
tipos de materiais (polimeros, ceramidas, metais, semi-condutores e biomateriais)
estruturados em escala nanomética (WILSON et al., 2002).

De acordo com Lobdo (2011), os locais que mais investem em
nanotecnologia sdo: Europa, Estados Unidos da América e Japao. Cada regiao
investe cerca de um bilhdo de ddlares anual, o que corresponde mais da metade dos
investimentos no mundo. No entanto, paises como a Russia, China, India e Brasil
tém realizado investimentos significativos neste setor nos ultimos anos, sendo que o
governo brasileiro ja investiu R$ 140 milhdes entre 2001 e 2006 em redes de
pesquisas e projetos na area de nanotecnologia (RAMOS et al., 2008). Apesar de
todo o investimento, a nanotecnologia encontra-se em fase inicial, pois ainda ha
muito a ser compreendido sobre o comportamento dos materiais em nanoescala.

A nanomedicina € uma area da nanotecnologia voltada diretamente para o
ambito da saude. Esta ciéncia consiste em usar nanoparticulas, nanorobds e outros
elementos em escala nanométrica envolvendo aplicagdes e descobertas de novos
farmacos, diagnosticos e imagens in vitro e in vivo, biomatériais, engenharia de
tecidos e sistemas terapéuticos (SHI et al., 2010). A nanotecnologia, associada aos
agentes terapéuticos mais modernos pode ser uma alternativa promissora para
melhorar a efetividade do farmaco, visto que, ao longo da histéria, a utilizacdo da
maioria dessas substancias foi sempre limitada por diversos fatores
farmacocinéticos (GARCIA et al., 2014). No decorrer do século XX e inicio do século
XXI, na tentativa de aperfeicoar o tratamento de diversas patologias e reduzir

limitagdes, uma grande variedade de nanomateriais organicos e inorganicos tem



28

sido investigados e/ou usados como veiculos de agentes terapéuticos (Figura 3)
(DOMINGO E SAURINA 2012).

Lipossomas
(Anos 60) NLS (1991)

CLN (1999)

1° Lipossoma .
Nanoparticula para liberacdo 17 Sistema para
Polimérica de longa de RNA (2001) liberac3o de RNA em

circulagdo (1994) testes clinicos (2008)

Dendrimeros
(1978)

9

i . Sistema de Liberacdo Técnica “Print” para Dendrimersome
. 1° Lipossoma por Microagulhas encapsular agentes (2010)
Vetorizado (1998 Polimersome  bioativos (2005)
(1980) 1° Polimero M (1999)
Nanoparticulas i, conjugado aprovado s

Poliméricas
(1976)

Figura 3: Linha do tempo de alguns sistemas de liberagdo nanoestruturados. Fonte: Adaptado de
SHI et al., 2010.

Como pode ser observado na Figura 3, ha uma grande diversidade de
organizagdes de sistema de liberagdo nanoestruturados. Esses sistemas funcionam
modificando intencionalmente sua estrutura conforme seu ambiente ou sitio de agéo
promovendo uma agao esperada ou controlada do farmaco, de modo que sera
possivel conduzir, aplicar e associar a amostra sem que ocorram alteragdes do
principio ativo, aumentando assim, o tempo de acédo do farmaco, o que torna o
tratamento mais eficiente (PARVEEN et al., 2012).

Na industria farmacéutica, os usos de nanoparticulas possibilitaram o
desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmaco que ofereceram
inumeras vantagens em relagdo aos sistemas convencionais de dosagem
(PIMENTEL et al, 2007). Dentre essas vantagens podemos destacar (PIMENTEL et
al., 2007; ALVES et al, 2008):
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» protegdo do farmaco no sistema terapéutico contra possiveis
instabilidades no organismo;

* aumento da eficacia terapéutica, liberagao progressiva e controlada do
farmaco pelo condicionamento a estimulos do meio em que se
encontram (variagdo do pH ou de temperatura);

e diminuigao da instabilidade e de composi¢cao dos farmacos sensiveis;

* possibilidade de direcionamento a alvos especificos;

* possibilidade de incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas quanto
lipofilicas;

* diminuigdo de efeitos adversos locais e sistémicos;

* maior eficiéncia de encapsulagdo quando comparadas aos sistemas

convencionais.

2.3 VIAS DE PENETRAGAO DE FARMACOS NA PELE

A pele é um dos maiores 6rgaos do corpo humano e atinge cerca de 16 %
do peso corporal (PIROT, 1998). Com espessura de 2,97 + 0,28 mm, a pele
desempenha muitas fungdes, como: proteger e guardar os 6rgaos internos, limitar a
passagem de produtos quimicos para dentro e para fora do corpo, estabilizar a
temperatura corporal, regular sensagbes (calor, frio, toque e dor), proteger o
organismo contra a perda de agua, colaborar na excregdo de varias substancias,
além de atuar na protecdo contra fatores externos (bactérias, virus e radiagédo solar)
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

A pele é constituida por trés camadas distintas firmemente unidas entre si:
epiderme, derme e a hipoderme (Figura 4).



30

Estrato corneo

Estrato licido
Epiderme
= Estrato granuloso

Derme
g ~ Estrato espinhoso

Hipoderme

Foliculo piloso
Anexos

Glandula sudoripara
Figura 4: Estrutura da pele. Fonte: Junqueira e Carneiro, 2004.

Entre as estruturas superficiais da epiderme, encontram-se a camada cérnea
que é constituida por células achatadas, sem nucleo e mortas (corneocitos),
dispersas em uma matriz rica em lipidios nao polares (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2004). Essa matriz é constituida principalmente por ceramidas, acidos graxos,
esteroides e triacilglicerois (FARTASCH, 1997). A camada cornea € a principal
barreira limitante a difusdo percutanea de farmacos, devido sua estrutura e
composic¢ao (PIROT, 1998).

Para que o farmaco exerga sua atividade nas diferentes camadas da pele, é
necessario que ele penetre através do estrato cérneo, ocorrendo por duas vias
(Figura 5): via transcelular, em que o farmaco atravessa os cornedcitos e a matriz
lipidica intercelular; e via intercelular, onde o farmaco disfunde-se ao redor dos
cornedcitos, permanecendo na matriz lipidica. Existe ainda uma rota paralela que
sdo os apéndices cutaneos (foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e sebaceas)
que apresentam-se em minoria, pois ocupam cerca de 0,1 % da area superficial do
corpo humano e a contribuicdo para a penetracdo pode ser considerada baixa
(MOSER et al., 2001; PROW et al., 2001).
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Via transcelular Via intercelular

i g — P RS
R, R g
= -l_ Camada cérnea
—-:—

Meio externo

Figura 5: Via de penetragdo cutdnea de farmacos através da camada do estrato cérneo (via

transcelular) e entre os cornedcitos (via intercelular). Fonte: Allen et al., 2007.

As nanoestruturas funcionam como reservatorios que controlam a
profundidade de penetracdo da substancia (podendo atingir até a camada basal)
(Figura 6), e a velocidade com que o ativo € liberado, permitindo um fornecimento
constante as diferentes camadas da pele, além de evitar concentracdes toéxicas do
ativo. Nesse sentido monitorar o tamanho, polidispersidade, carater hidrofilico ou
lipofilico, além da forma e organizagéo das moléculas é essencial (NGUYEN et al.,
2012).

De acordo com Clares e colaboradores (2014), tratando-se de produtos e/ou
substancia nanotecnologicas de aplicagao tépica, o ideal € que corresponda a um
tamanho de 100 nanémetros. Superior a esse tamanho, essas particulas tendem a
ficar retidas no estrato cérneo, e quando ocorre o processo de renovagao da pele

elas sao eliminadas com maior facilidade.
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— Epiderme

Camada cérnea

Aqul chegavam os
ingredientes dos produtos
da década de 70

Camada granulosa
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Os lipossomas dos cremes
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Camada basal
As nanoparticulas podem
chegar até a camada basal

Figura 6: Penetrabilidade do cosmético na pele. Fonte: Allen et al., 2007.

2.4 NANOPARTICULAS LIPIDICAS

2.4.1 Consideragdes Gerais

As nanoparticulas surgiram no inicio dos anos 80 quando foi desenvolvido
por Speiser e colaboradores, em Zurique (Suica). A técnica utilizada foi o
procedimento de emulsificagdo com o emprego de agitagao sob alta velocidade para
mistura da fase oleosa (estado liquido) e da fase aquosa, sob alta temperatura e
contendo tensoativos (TOMAZINI et al., 2007). Apds as misturas, procedia-se o
arrefecimento, obtendo-se entdo, particulas contendo substéncias ativas e que
foram inicialmente denominadas de “nanopelletes” lipidicos (MARQUES, 2010).

A primeira geragdo de nanoparticulas lipidicas (NL) em tamanho
nanomeétrico patenteadas surgiu durante os anos de 1991 e 1996 na sequéncia dos
trabalhos de Lucks e Muller (1996), os quais introduziram o termo nanoparticulas
lipidicas sdlidas (NLS) utilizando o método de producédo por homogeneizagdo sob
alta pressdo. Em 1999, os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) foram
introduzidos como uma segunda geragdo de NL, com o intuito de minimizar as

limitacbes deixadas pelas NLS, como por exemplo: a capacidade limitada de
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encapsulacdo, expulsdo do farmaco durante a estocagem e alto conteudo de agua
na dispersédo (NICULAE et al., 2014).

Segundo Cevc e Vierl (2010), as NL tém uma estrutura similar as
nanoemulsdes, pois seus tamanhos variam de 40 a 1000 nanémetros. A diferenca &
gue o nucleo lipidico se encontra no estado sélido e a matriz consiste apenas em um
unico lipidio sélido ou uma mistura de lipidios (Figura 7) (GUIMARAES E RE. 2011).

Lipideo

em estado

Sélido

Lipideo

Figura 7: A: Representagcdo de Nanoemulsées; B: Nanoparticulas Lipidicas. Fonte: Guimaréaes e Ré.
2011.

2.4.1.1 Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLS)

As NLS sao formadas por lipidios solidos a temperatura ambiente ou
corporal e apresentam tamanho médio de particulas entre 100 a 300 nm. Dentre as
varias vantagens que as NLS oferecem, ressalta-se a possibilidade de obter
liberacdo prolongada, excelente estabilidade fisica, capacidade de protecdo de
farmacos instaveis frente a degradagdo, capacidade de controle de liberagao,
reducdo da toxicidade dos seus componentes, além da facilidade de produgcdo em
larga escala e de esterilizacdo (WISSING et al., 2004). O tamanho em escala
nanométrica e a protecdo do farmaco encapsulado sdo caracteristicas que tornam
esses sistemas promissores para sua administragdo (SAUPE E RADES, 2006). Com
o decorrer do tempo, estas nanoparticulas apresentaram uma baixa capacidade de
encapsulacédo devido sua estrutura ser mais ordenada, fazendo com que ocorresse
a expulsado do principio ativo encapsulado, tornando a capacidade de incorporagao
de farmacos limitada (GUIMARAES E RE, 2011).
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As NLS sé&o constituidas por uma rede cristalina, em que a incorporacao de
farmacos ocorre, em geral, apenas no espaco situado entre as cadeias dos lipidios
(WONG et al., 2007). Desde modo, essas estruturas cristalinas deixam em sua
estrutura espagos quase perfeitos (Figura 8). Porém, devido o seu alto grau de
ordem, o numero de imperfeicdes na malha cristalina € reduzido, levando a expulsao
dos ingredientes ativos dentro de um curto periodo de tempo, que pode ocorrer
durante o processo de recristalizacdo (GUIMARAES E RE, 2011).

NLS B
Primeira Geragao
Substancia
Ativa
Estrutura
Cristalina

Perfeigoes na
Estrutura

. .. . D (Espago para o Ativo)

Substancia Ativa
Expulsa

Figura 8: Processo de incorporagao do ativo em nanoparticulas lipidicas sélidas: A formag¢do de uma
estrutura cristalina quase perfeita em nanoparticulas lipidicas sélidas em forma idéntica por moléculas
semelhantes a uma parede de tijolo, que resulta na expulsdo do ingrediente ativo. Fonte: Adaptado de
Guimaraes e Ré, 2011.

Neste sentido, tem sido proposto que a incorporagao de farmacos pode ser
aumentada pela incorporagéo de 6leo na matriz lipidica sdlida, o que deu origem aos
carreadores lipidicos nanoestruturados (FREITAS E MULLER, 1999).
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2.4.1.2 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN)

Os CLN tém sido proposto como nanoparticulas lipidicas de segunda
geracgéo, pois possibilitam uma maior incorporagdo de farmacos e mantiveram o
controle de liberacdo dessas substancias (SOUTO et al, 2004). Os CLN s&o
formados por uma mistura de lipidios sélidos e liquidos em temperatura ambiente ou
corporal, utilizando o mesmo processo de obtengdo que as NLS (TAMJIDI et al.,
2013). Entretanto, por possuirem porcentagens variaveis de lipidios liquidos em sua
composi¢do, formam estrutura mais densas e com mais imperfeigdes (Figura 9), o
que resulta no aumento dos espagos para acomodar o farmaco, acarretando em
uma maior eficiéncia de encapsulacdo, devido a inibicdo do processo de
cristalizacao (WISSING et al., 2004).

=R
Substancia e
Ativa Segunda Geragao
Estrutura
Cristalina

Imperfeigoes na
Estrutura
(Espago para o Ativo)

Figura 9: Processo de incorporagdo do ativo em carreadores lipidicos nanoestruturados: Formacéao
de uma matriz de particulas sélidas de carreadores lipidicos nanoestruturados com muitas
imperfeicdes comparaveis para a construgcdo de um muro de pedras de forma muito diferentes,

resultando na incoporagao do ativo. Fonte: Adaptado de Guimaréaes e Ré, 2011.
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2.5 OBTENGAO DOS CARREADORES LIPiDICOS NANOESTRUTURADOS PELA
TECNICA DE HOMOGENEIZAGAO SOB ALTA PRESSAO (HAP)

De acordo com Souto e colaboradores (2011), a incorporagdo de
substancias ativas hidrossoluveis e lipossoluveis € obtida através de diversos
meétodos de produgdo de nanoparticulas lipidicas (NL). A Tabela 1 indica algumas
das técnicas descritas na literatura para a obtengao de NL:

Tabela 1: Principais técnicas para obtencado de nanoparticulas lipidicas.

Técnica Referéncias
Homogeneizag&o sob Alta Presséo Liedtke, 2000; Mehnert, 2001; Wissing, 2004.
Microemulsificagcéo Gasco, 1993; Priano, 2007.
Ultrasonicagéo Pietkiewicz, 2004; Puglia, 2008.
Membrana Contratil Charcosset, 2005; El-harati, 2006.
Emulsificagdo-evaporagéo do Solvente Sjostrom, 1992.
Emulsificagdo-difusdo do solvente Hu, 2002; Trotta, 2003.
Substituicdo do Solvente Schubert, 2003.
Inversédo de Fases Heurtault, 2002
Emulsao Multipla Garcy-fuentes, 2002.

Fonte: Pardeike et al., 2009.

A técnica de homogeneizagdo sob alta pressao (HAP) tem surgido como
uma técnica segura e importante para a preparagao de NL (PARDEIKE et al., 2009).
O HAP (Figura 10) atua transportando uma emulsdo ou suspensao por um espago
pequeno, que através de um impacto, leva ao cisalhamento das particulas por um
processo mecanico, fazendo com que estas tenham os tamanhos reduzidos
(TADROS, 2009). Este processo, pode ocorrer varias vezes até que se atinja o
tamanho desejado das particulas (GUIMARAES E RE, 2011). Esta técnica
apresenta vantagens em relagdo as demais, tais como: facilidade de transposi¢ao de
escala, ndo utilizagdo de solventes organicos, possibilidade de operacdo em
condigbes assépticas e curto tempo de produgédo (SOUTO et al., 2011). Além disso,
a HAP ¢ utilizada ha anos em industrias farmacéuticas na produgdo de
nanoemulsdes para nutricbes parenterais (HIPPALGAONKAR et al., 2010).
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Figura 10: Homogeneizador sob Alta Pressédo. Fonte: Microfluidics.

A HAP pode ser realizada a uma temperatura superior ou inferior a
temperatura de fusdo do lipidio, o que permite realizar o processo de
homogeneizagdo de duas maneiras: homogeneizagao sob alta pressdo a quente e
homogeneizagédo sob alta pressao a frio (KASONGO et al.,, 2011). Em ambos os
casos, ocorre a passagem de um fluido através de uma fenda de cerca de 3 um de
didmetro, submetendo as particulas a varios fendbmenos fisicos simultaneos (Figura
11), causando a redugdo do tamanho de particulas e/ou goticulas (HOMMOSS,
2009).

Figura 11: Esquema de operagao do homogeneizador sob alta press&o. Fonte: adaptado de Floury
et al., 2014.
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2.5.1 Homogeneizagéao sob alta press&o a quente e a frio

A homogeneizagdo a quente é feita em temperatura acima do ponto de
fusdo do lipidio e seu produto primario € uma nanoemulsio, devido o estado liquido
do lipidio, que é resfriada em temperatura igual ou inferior a ambiente, resultando na
solidificagéo e formagédo de NLS (MEHNERT E MADER, 2001). O lipidio fundido
contendo a substancia ativa € emulsificado com uma solugédo aquecida de tensoativo
a uma temperatura variando cerca de 5 a 10 °C acima do seu ponto de fuséo (Figura
12) (MULLER et al., 2002). Em geral, temperaturas maiores produzem particulas
menores, devido a diminuicdo da viscosidade da fase interna, no entanto,
temperaturas elevadas podem também favorecer a degradagcdo do ativo e do
carreador (WISSING et al., 2004).

A etapa de HAP a quente pode ser repetida varias vezes e na maiora dos
casos, Sd0 necessarios apenas trés a cinco ciclos de homoneizagdo com pressao
em torno de 500 a 1500 bar (GUIMARAES E RE, 2011). No entanto, o aumento da
pressao ou do numero de ciclos pode favorecer a coalescéncia das particulas devido
ao aumento da energia cinética fornecida (MULLER et al., 2002).

A homogeneizagdo a frio tem sido desenvolvida para superar algumas
limitagdes deixadas pelo processo a quente, como: indugédo de degradagao do ativo
por altas temperaturas, distribuigdo do ativo numa fase aquosa durante a
homogeneizagdo (SERRA et al., 2008). Diferente da homogeneizagdo a quente, o
processo a frio € feito com o lipidio sélido que junto com o farmaco sao fundidos e
resfriados, resultando em uma massa que ao ser triturado forma uma microparticula
lipidica as quais s&o dispersas em uma solugéo fria de tensoativo (MULLER et al.,
2002).

A primeira etapa preparatoria de homogeneizagdo a frio (Figura 12) é a
mesma utilizada na homogeneizagdo a quente e inclui a solubilizagdo do lipidio
fundido. Porém as etapas seguintes sao diferentes, pois o lipidio fundido é resfriado
bruscamente (por meio de gelo seco ou nitrogénio liquido), o que favorece a
distribuicdo homogénea do ativo dentro da matriz lipidica, seguida de moagem da
microparticulas (50 a 100 microns) do lipidio solido contendo o ativo (HOMMOSS,
2009). Essas microparticulas lipidicas sdo dispersas em uma solu¢do fria de um

tensoativo, formando uma pré suspensao, que € homogeneizada em seguida, para
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que as forcas de cavitagdo quebrem as microparticulas diretamente em
nanoparticulas (GUIMARAES E RE, 2011).

Em comparagdo com a homogeneizagdo a quente, o processo a frio requer
um maior numero de ciclos de homogeneizagéo (5 a 10 ciclos em média) a 1500
bar, originando CLN de dimensbes superiores e mais heterogéneos. Em geral,
quanto maior for a pressido aplicada, menores serdo as particulas, as quais serao
limitadas, por meio da ocorréncia do fenbmeno da coalescéncia (SOUTO et al.,
2011).
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Figura 12: Processo de produgéo de nanoparticulas lipidicas por homogeneizagéo sob alta presséo.
A esquerda, homogeneizagao sob alta pressao a frio; a direita, homogeneizagdo sob alta pressdo a
quente. Fonte: Adaptado de Mehnert e Mader, 2001.

2.6 CARACTERIZAGAO FiSICO QUIMICA DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS

Os métodos de caracterizacdo pode estabelecer parametros para prever o
desempenho das NL e pressupor a formacdo de algum produto de degradacéo
(MEHNERT E MADER, 2001).

2.6.1 Tamanho de Particula, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta

O tamanho de particula é geralmente escolhido como o primeiro parametro
de qualidade do produto e este pode variar em fungdo da composi¢ao da formulagao
e dos métodos e condi¢des utilizados: tempo, temperatura e pressdo (GUIMARAES
E RE, 2011). O indice de polidispersidade (PDI) é uma medida da largura da
distribuicdo do tamanho de particula e quanto mais préximo de zero, mais
homogénea & uma dada populagédo de particulas. O PDI entre 0,10 e 0,20 indica
uma distribuicdo relativamente estreita, enquanto valores acima de 0,5 sdo obtidos
em caso de distribuicdo muito ampla (HOMMOSS, 2009). O Potencial Zeta, indica a
estabilidade das particulas. Em geral, dispersdes com potencial zeta variando de -30
a +30 mV (em valor absoluto) sdo consideradas fisicamente estaveis devido a
repulsdo eletroestatica, tendendo a uma menor agregagdo durante a estocagem
(TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008).

A Espectroscopia de Correlagéo de Fotons (ECF) € a técnica mais utilizada
na determinagédo de tamanho de particula, PDI e potencial zeta (HOMMOSS, 2009).
E uma técnica util na andlise de particulas subcrémicas, capaz de detectar desde
poucos nandmetros até cerca de 10 micrdbmetros em suspensdo de concentragéo
entre 0,001 a 40 % (GUIMARAES E RE, 2011). Seu mecanismo baseia-se no
movimento browniano, fendbmeno no qual particulas suspensas em liquido nunca
sdo estacionarias, estando em constante movimento aleatério, em razdo de colisdes

com moléculas do liquido que circulam.
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2.6.2 Aspectos Morfolégicos

A microscopia eletrénica de varredura de alta resolugdo (MEV) e a
microscopia eletrbnica de transmissado (MET) fornecem uma maneira de observar
diretamente e caracterizar nanoparticulas (GUIMARAES E RE, 2011). A MET, é uma
técnica eficaz para estudar os detalhes mais finos de uma estrutura. Por outro lado a
MEV, é ideal para estudar a topografia da superficie da estrutura, mas fornece
poucas informacgdes sobre a estrutura interna da particula (MEHNERT et al., 2012).

A MET é constituida basicamente de uma fonte de elétrons que sao
orientados e acelerados por alta diferenga de potencial ao longo de uma coluna
composta de lentes eletromagnéticas e aberturas que definem o caminho,
intensidade e tamanho, ou seja, controlam o feixe de elétrons antes e apos este
relacionar-se com a amostra (BRETT et al.,, 2004). Apos atravessar a imagem o
feixe ira interagir com outros conjuntos de lentes e finalmente ira gerar a imagem ou
difracdo em uma tela com cristais ativados ou entao, registrar a imagem em um filme
fotografico situado logo abaixo da tela (GOZZO, 2009). A formagao da imagem da
MET esta relacionada ao tipo de interacao sofrida pelo feixe eletrénico ao atravessar

0 material e sua espessura.

2.6.3 Eficiéncia de Encapsulacao

A Eficiéncia de encapsulagdo (EE) é definida como a porcentagem da
substancia ativa encapsulada em relagcdo a quantidade total do ativo inicialmente
adicionado ao sistema. Esta analise é fundamental para avaliar o desempenho do
sistema de liberagdo (GUIMARAES E RE). A EE é geralmente avaliada por um
meétodo de ultrafiltragdo/centrifugagao, na qual, € uma boa técnica de separagao das
fragbes encapsuladas e livre de farmacos em NL. As particulas com o farmaco
encapsulado permanecem na parte superior de tubos de centrifuga equipados com
um sistema filtrante, enquanto a fase aquosa com farmaco livre move-se para a
parte inferior (PUGLIA et al.,, 2008). Em seguida, a quantificacdo é realizada por
métodos como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectroscopia de
absorcao na regido ultravioleta-visivel (UV/VIS).
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2.6.4 Perfil de Liberagao ex vivo

A habilidade de um farmaco presente em formulacdes topicas em permear a
pele depende da sua capacidade de liberacdo e da difusdo do principio ativo por
esta barreira para o sitio de agao (LIRA et al., 2004). Os estudos in vitro de liberagéo
e absorcdo cutdnea representam a fase de desenvolvimento de produtos
dermatolégicos onde é possivel selecionar os excipientes mais apropriados as
formas farmacéuticas de liberagdo dérmica, proporcionando uma liberagao
adequada dos principios ativos e, consequentemente, alcance do efeito terapéutico
desejado (ANTONIO, 2007; SATO et al., 2007).

O estudo de permeacao cutanea in vitro € uma ferramenta determinante na
avaliacdo do comportamento de formulagbes semi-sdlidas de uso topico,
considerando as inumeras variaveis que comprometem o processo de
desenvolvimento. Este estudo baseia-se na liberacdo e difusdo do farmaco
veiculado na formulacdo através de uma membrana para uma solugao receptora,
garantindo condigbes termodinamicas favoraveis ao farmaco (NUNES, 2008).
Através deste estudo sdo obtidos dados que possibilitam um maior entendimento
dos fatos ocorridos, desde a aplicacdo na pele, liberagdo do farmaco da forma
farmacéutica, retengao e absorgao cutanea (NOKHODCHI et al., 2003; ANTONIO,
2007).

Os sistemas de difusdo celular sdo empregados em modelo in vitro para
quantificar a velocidade de liberagdo dos principios ativos das preparacgdes tdpicas.
Nesses sistemas, membranas da pele ou sintéticas podem ser empregadas como
barreira ao fluxo do farmaco e do veiculo para simular um sistema in vivo (SILVA-
JUNIOR, 2006; EKAMBARAM et al., 2012).

2.7 LIPIDIOS

Os lipidios sdo biomoléculas que exibem uma grande variedade estrutural.
S&o compostos organicos heterogéneos, poucos soluveis em agua e mais soluveis
em solventes ndo polares (CURI et al., 2002). Alguns lipidios combinam-se com
outras classes de compostos como proteinas (lipoproteinas) e carboidratos
(glicolipidios) (HORTO et al., 2002). Os lipidios participam como componentes nao
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proteicos das membranas bioldgicas, precursores de compostos essenciais, agentes
emulsificantes, isolantes, vitaminas (A, D, E, K), fonte de transporte de combustiveis,
metabalicos, além de componentes de biossinalizagdo intra e intercelulares (HORTO
et al., 2002). Nessas biomoléculas também podem ser encontrados 6leos, gorduras,
ceras, esterois, terpenos, sabdes, detergentes e sais biliares (CURI et al., 2002).

Oleos e gorduras de origem natural sdo amplamente utilizados como
veiculos para aplicagdo de substancias ativas na pele, sendo, inclusive,
componentes basicos em diversos produtos farmacéuticos e cosméticos (ROWE et
al., 2009). Seu uso é justificado pela semelhanga da composi¢do quimica dos
lipidios que s&o naturalmente encontrados na pele humana e sé&o fisiologicamente
compativeis além de, possuir um menor risco de toxicidade aguda e crbnica
(MEHNERT et al., 2012).

As nanoparticulas lipidicas sdo obtidas a partir de lipidios. Em geral, as
nanodispersdes lipidicas contem cerca de 5 a 40 % de lipidios (SCHAFER-
KORTING et al., 2007). A Tabela 2 apresenta exemplos de alguns lipidios solidos
utilizados na obtencao de nanoparticulas lipidicas.

Tabela 2: Exemplos de lipidios soélidos utilizados em nanoparticulas lipidicas.

Tipo Nome Quimico Referéncia
Palmitoestearato de Glicerila Nnamani et al., 2010
Behenato de Glicerila Pozo-Rodriguez et al, 2010
Trimiristato de Glicerila Basaran et al, 2010
Acilglicerois Tripalmitato de Glicerila Attama et al., 2007
Triestearato de Glicerila Basaran et al., 2010
Monoestearato de Glicerila Shan et al., 2011
Acido Estearico Cavalli et al., 1997
Acido Palmitico Xie et al., 2011
Acidos Graxos Acido Bahénico Cavalli et al., 1997
Alcoois Graxos Alcool Cetilico Sanna et al., 2010
Alcool Estearilico Souto et al., 2004
Ceras Cera de Carnatba Vlllalobos—Hernarjdes et al., 2006
Cera de Abelha Kheradma.ndnla et al., 2010
. i Teeranachaideekul et al., 2007
Palmitato de Cetila
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A natureza quimica e a concentracdo dos lipidios influenciam
significativamente nas caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas (SOUTO et
al., 2011). A composic¢ao lipidica, formada por diferentes proporgdes de lipidio sélido
e liquido, e a concentragao total de lipidios na formulacdo de CLN s&o parametros
de composicdo que definem caracteristicas relevantes como a incorporacgao,
protecdo e perfil de liberagcdo do farmaco a partir dos CLN. Normalmente, o
acréscimo da concentracdo de lipidios solidos tende a aumentar o tamanho das
particulas, devido a expansao de viscosidade da dispersido coloidal, tornando mais
dificil a sua emulsificacdo na fase aquosa (BASARAN et al., 2010). No entanto, a
adicdo de lipidios liquidos pode induzir a redugdo da viscosidade do meio,
contribuindo para redugédo do tamanho dessas particulas (HEJRI et al., 2013).

Em geral, matrizes lipidicas so6lidas muito ordenadas apresentam menor taxa
de difusdo de substancias ativas, influenciando no perfil de liberagdo do farmaco.
Além disso, outros fatores como velocidade de cristalizacdo, hidrofilicidade dos
lipidios e a forma dos cristais lipidicos também podem influenciar nas caracteristicas
dessas nanoestruturas (ATTAMA et al., 2012).

2.7.1 Cera de Carnauba

As ceras de origem vegetal sdo encontradas nas secregbes de folhas,
caules e frutos, como por exemplo a cera de carnauba, que € obtida da arvore da
carnauba (Corpenicia prunifera) (Figura 13) (WARTH, 1947). A arvore de carnauba
pode ser encontrada nas regides secas e aridas do nordeste brasileiro. O Brasil é o
unico pais do mundo que produz a cera de carnauba, tendo os estados do Cear3,
Piaui e Rio Grande do Norte como os principais produtores (BENNET, 1963).
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Figura 13: Arvore da Carnatba. Fonte: Carvalho, 2005.

A cera de carnauba (Figura 14) é uma cera amplamente utilizada nos
setores alimenticio, cosméticos e farmacéutico. Na area cosmética e farmacéutica, é
comumente usada em protetores solares (ROWE et al., 2009).

Seus principais componentes quimicos incluem ésteres alifaticos, alcoois
livres, ésteres w-hidroxilados, diésteres alifaticos p-metoxicinamicos e diésteres
alifaticos p-hidroxicinamicos, compostos de cadeia de diversos tamanhos, onde
predominam acidos com vinte e seis carbonos e alcodis com trinta e dois carbonos e
seu ponto de fusdo é de 81 a 86 °C (CARVALHO, 2005).

Figura 14: Cera de carnauba em escamas. Fonte: Carvalho, 2005.
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Mitrea e colaboradores (2014), analisaram desenvolvimento de NLS e CLN
com cera de carnauba como alternativa de componentes lipidicos. Os autores,
verificaram a agao de varios lipidios solidos no tamanho e estabilidade fisica de CLN
obtidos pelo métodos de HAP. Os CLN apresentaram tamanho médio em torno de
200 nm e potenzial zeta entre -30,4 e -64, que segundo os autores conferiu

excelente estabilidade fisica e baixa probabilidade de agregagao das nanoparticulas.
2.7.2 Triglicéride de Acido Caprico e Caprilico (TACC)

Miglyol ® ou triglicéride de &cido caprico e caprilico (Figura 15) caracterizam-
se por ser um 6leo extraido da fragao dura e seca do endosperma do Cocos nucifera
L. ou do endosperma seco da Elaeis guineenis Jacq, também conhecido como
coqueiro de dendé (SASOL, 2008). Ele consiste em um 06leo neutro de aparéncia
clara, ligeiramente amarelada, praticamente incolor, odor e sabor neutros, solidifica a
cerca de 8 °C e é constituido por uma mistura de triglicerideos de acidos graxos
saturados, principalmente os acidos caprico e caprilico, ndo contendo menos que
95 % de acidos graxos saturados (ROWE et al., 2009).

" A, fk J/kg\/\ X

CAANY

Figura 15: A: Representacédo esquematica do acido caprico; B: Representacdo esquematica do acido

caprilico. Fonte: Chimera 1.10.1.
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Sendo altamente compativel com a pele, o TACC lubrifica e oferece uma
suave sensacao emoliente e ndo oleosa. Também, é usado para facilitar a dispersao
de pigmentos e modificar sua viscosidade em formulagdes finais (MARTIDALE,
2002). O TACC apresenta as vantagens de ser inodoro, possuir grande miscibilidade
e solubilidade, estabilidade contra oxidagao, baixa viscosidade e alta lubrificagcao,
provém de origem vegetal e possui excelente espalhabilidade (ROWE et al., 2009).
Comparado aos O6leos naturais seus beneficios sdo a alta estabilidade contra
oxidacao, permanece liquido a 0 °C, excelente espalhabilidade sobre a pele e boa
absorcado cutanea, nao inibe a respiracao da pele, promove excelente penetragao,
emoliéncia e possui boas caracteristicas de solubilidade (SASOL, 2008).

2.8 TENSOATIVOS

Além dos lipidios, substancias tensoativas sao utilizadas para o preparo de
nanoparticulas lipidicas para evitar a deposicdo e agregagao de particulas
dispersas. Essas substancias sdo caracterizadas pela preseng¢a de uma regido polar
e outra apolar em suas estruturas moleculares, as quais podem formar emulsdes do
tipo agua em oleo (A/O) ou 6leo em agua (O/A), sendo definidas principalmente pelo
equilibrio apresentado entre a parte polar e apolar do emulsionante empregado,
denominado tecnicamente de Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo (EHL) (BILLANY, 2005).

O tipo e a concentragao de tensoativo influenciam diretamente no tamanho e
na eficiéncia de encapsulagdo. Em geral, dependendo da concentragdo do lipidio
utiliza-se 0,5 a 5 % de tensoativos. Essas substancias reduzem a tensao interfacial,
aumentam a area de superficie e, em consequéncia originam nanoparticulas de
tamanho menores, além disso, a presencga deles permite a emulsificacdo entre as
fases aquosas e oleosas e formam uma barreira elétrica ou mecanica que impede a
coalescéncia das particulas ao longo do seu armazenamento (SCHAFER-KORTING
et al., 2007; SOUTO et al., 2011).

A escolha do tensoativo € baseada em sua compatibilidade quimica com os
lipidios e com o seu valor de EHL (ATTAMA et al., 2012). A Tabela 3 exemplifica
alguns agentes tensoativos comumente empregados para a constituicdo de
nanoparticulas lipidicas.
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Tabela 3: Exemplos de tensoativos usados em nanoparticulas lipidicas.

Tensoativos EHL Referéncia
Lecitina 4-9 Attama et al., 2008.

Poloxamer 188 29 Attama et al., 2006.
Poloxamer 407 21,5 Gopert et al., 2005.
Polissorbato 20 16,7 Varshosaz et al., 2010.
Polissorbato 65 10,5 Attama et al., 2005
Polissorbato 80 15 Attama et al., 2008.
Cremophor EL 12-14 Pandita et al., 2009.
Solutul HS 15 15 Schubert et al., 2006

Fonte: ATTAMA, 2012.

2.8.1 Polissorbato® 80

O polissorbato® 80, ou Tween 80 caracteriza-se como o tensoativo n3o
idnico hidrofilo muito utilizado no preparo de formulagdes farmacéuticas, cosméticas
e alimenticias. Dentre suas caracteristicas, destacam-se as fun¢des solubilizantes,
emulsificantes e estabilizantes, além de ser eficaz no controle da aglomeragédo da
gordura, que contribui para a cremosidade devido varios graus de rigidez no
congelamento e desenvolvimento de pequenas células. Essas caracteristicas s&o
determinantes para sua aplicagcdo em cosmeéticos como cremes e lo¢gdes (MAPRIC,
2008; ZHANG, 2012).

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), o Polissorbato® 80 possui uma
estrutura quimica caracteristica (Figura 16), com cerca de vinte grupos de
polioxietileno por molécula, sendo descrito como um liquido oleoso, limpido, de cor
amarela ou marrom clara, com odor caracteristico, EHL igual a 15, baixo potencial
de irritagao e toxicidade. Apresenta ainda, uma composicéo lipidica, de modo que os
acidos oléicos (58 %), linoléico (18 %) e palmitico (16 %) apresentam-se como

componentes majoritarios (ROWE et al., 2009).
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Figura 16: Representacdo esquematica do Polissorbato® 80. Fonte: Chimera 1.10.1.

2.8.2 Pluronic F-127%

O Pluronic® F-127 (Figura 17), pertence a um grupo de tensoativos néo
iGnicos, apresentando alta biocompartibilidade e solubilidade (ROWE et al., 2009).
Este tensoativo se caracteriza pela presenca de copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno, sendo muito usado como agente solubilizante ou emulsificante em
formulagbes farmacéuticas, devido a estabilidade e a toxicidade das solugdes
aquosas do Pluronic (ZHANG, 2012).

Figura 17: Representacdo esquematica do Pluronic® F-127. Fonte: Chimera 1.10.1.
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2.9 CETOCONAZOL

Até 1970, poucos agentes antifungicos eram conhecidos e apresentavam
limitagdes como toxicidade e estreito espectro de atividade farmacologica (SANTOS
et al., 2009). Os farmacos da classe dos imidazois foram introduzidos na terapéutica
por apontar vantagens como grande versatilidade de administracdo, baixa
toxicidade, amplo espectro de atividades e efetividade nos tratamentos de infecgdes
superficiais e sistétmicas (PANDEESWARAN E ELANGO, 2009).

O cetoconazol (Figura 18), langado no inicio da década de 80, foi o primeiro
composto imidazodlico disponivel para tratamento por via oral (FITZPATRICK et al.,
1997). Este farmaco tem carater lipofilico e representa um dos antifungicos mais
usados na terapéutica, sendo este, uns dos farmacos de escolha para o tratamento
de micoses superficiais e cutaneas, podendo ainda, ser incorporado em diversas
formas farmacéuticas (SANTOS et al., 2009). Seu mecanismo de ag&o consiste na
inibicdo da sintese de ergosterol, o principal componente das membranas celulares
dos fungos (KATHIRAVAN et al., 2012). Segundo especificagbes da Farmacopéia
Americana de 2006, o cetoconazol € um pd branco ou quase branco, praticamente
insoluvel em agua, ligeiramente soluvel em alcool e soluvel em metanol e cloreto de
metileno, com ponto de fusdo entre 148 a 152 °C e peso molecular de 531,43 g/mol.
Seu nome quimico € cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclofenil)-2-(1H-imidazol-lil-metil)1,3-

dioxolan-4 iljmetoxil]fenil]piperazina.

Figura 18: Representacdo esquematica do Cetoconazol. Fonte: Chimera 1.10.1.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Obter e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados a partir de
gordura vegetal de murumuru pela técnica de homogeneizagéo sob alta presséo,

usando o cetoconazol como farmaco modelo.

3.2 ESPECIFICOS

v' Caracterizar a gordura de murumuru quanto ao perfil de acidos graxos,
o indice de iodo, saponificacdo, acidez, peroxido, refracdo e densidade;

v' Caracterizar por analise térmica a gordura de murumuru, cera de
carnauba, trigliceride de acido caprico e caprilico, cetoconazol isoladamente e
associados;

v Produzir os carreadores lipidicos nanoestruturados pela técnica de
homogeneizagao sob alta pressao;

v' Caracterizar os carreadores lipidicos nanoestruturados quanto ao
tamanho de particula, indice de polidispersidade, potencial zeta, morfologia,
eficiéncia de encapsulagao, perfil de liberagao ex vivo e estabilidade fisica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Gordura de Murumuru

A gordura (Lote: AMO 012/2012) foi coletada no estado do Para em junho de
2012 e fornecida pela Amazon Oil Industry (Para, Brasil). A extragdo foi realizada
através de prensa mecanica e armazenada a temperatura de 4 °C, ao abrigo de luz
e ar atmosférico, até a realizagcdo das analises. Vale ressaltar que, a gordura de

murumuru ndo apresentou etapas de refinamento, sendo portanto de natureza bruta.
4.1.2 Cetoconazol

O Cetoconazol (Lote: 002082), farmaco modelo deste estudo, foi adquirido
da Natural Pharma (S&o Paulo, Brasil) e sua substéncia quimica de referéncia (Lote:
1033), foi gentilmente fornecida pelo Institudo Nacional de Controle de Qualidade em
Saude, sendo coordenado pela Fundagado Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil).

4.1.3 Cera de Carnauba

A cera de Carnauba (Lote: 3211/12) foi adquirida da GM Ceras (S&o Paulo,
Brasil). Foi utilizada como coadjuvante na constituicdo da matriz lipidico soélido dos
CLN.

4.1.4 Triglicérides de Acido Caprico e Caprilico (TACC)

O TACC (Lote: 15084604A) foi adquirido pela Fagron (S&o Paulo, Brasil). Foi

utilizado como coadjuvante na constituicdo da matriz lipidico liquido dos CLN.



53

4.1.5 Polissorbato® 80

O Polissorbato® 80, ou Tween 80 (Lote: 37365), foi adquirido junto a Sabdo
e Glicerina (Sao Paulo, Brasil). Foi o tensoativo utilizado para estabilizacdo de
dispersao aquosa de nanoparticulas.

4.1.6 Pluronic® F-127

O Pluronic® F-127 (SLBL1780V) foi adquirido da Sigma-Aldrich (Estados
Unidos). Foi o tensoativo utilizado para estabilizacdo de dispersdo aquosa de

nanoparticulas.
4.1.7 Membrana Biologica

A pele de orelha de porco foi adquirida do matadouro Arruddo (Castanhal,
Para).
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4.2 EQUIPAMENTOS, REAGENTES, SOLVENTES E UTENSILIOS

Com o objetivo de determinar a caracterizagdo dos materiais e obtengéo dos

CLN, foram utilizados alguns materiais como podem ser observado nas Tabelas 4 e 5.

4.2.1 Composi¢ao da Gordura Vegetal

Tabela 4: Equipamentos, reagentes, solventes e utensilios para a caracterizagao dos materiais.

Equipamentos Reagentes e Solventes Utensilios
Hidréxido de Potéassio Espatulas
Metanol
Cromatografo GC CP 3380 Varian, Acido Cloridrico Beckeres
equipado com detector de ionizagdo em Hexano
cha-ma Gas Nitrogénio Balbes Volumétricos
Gas Hélio
Gas Hidrogénio
Espatulas Cadinhos
Termobalan¢a Shimadzu DSC60HPIlus Gas Nitrogénio de Aluminio

4.2.2 Obtengao dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

Tabela 5: Equipamentos, reagentes, solventes e utensilios utilizados para a Obtengédo dos CLN.

Equipamentos Utensilios
Beckeres
Agitador Magnético Fisatom Barra magnética

Termdmetro quimico

Dispersador Ultra-Turrax — Ultra Stirrer — Beckeres
Modelo: 380

Homogeneizador de Alta pressao —
Microfluidics-Newton, Massachusetts, USA. Beckeres
Modelo: 110S(s)
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4.3 METODOS

4.3.1 Caracterizacédo da Gordura de Murumuru

4.3.1.1 Composicéo de Acidos Graxos

O perfil de acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa dos seus
respectivos ésteres metilicos, de acordo com a metodologia de Rodrigues e
colaboradores (2010). os derivados foram isolados via saponificagdo e esterificagéo
com Hidréxido de Potassio (KOH) em Metanol (0,1 mol/L) e Acido Cloridrico (HCL)
em Metanol (0,12 mol/L). Em seguida, foram extraidos com hexano e injetados em
um cromatografo gasoso. A identificagdo dos componentes foi feita por comparagao
com o tempo de retencdo dos padroes ésteres metilicos. J& a quantificacdo, foi
realizada pela conversdo das percentagens das areas dos picos, em percentagem
de massa.

As condig¢des cromatograficas incluem: Fase estacionaria: coluna capilar CP-
Sil 88 (60 m x 0,25 mm); Gas de arraste: Heélio; Volume de injecdo: 1 ul; Vaz&o do
gas de arraste: 0,9 mL/min; Temperatura no injetor e no detector: 250 °C;
Temperatura na coluna: 80 a 205 °C, de acordo com a seguinte programagéo de
temperatura: a) 5 minutos a 80 °C; b) Aquecimento gradual até 175 °C; c) 28 minutos
a 175 °C; d) Aquecimento gradual até 205 °C, e) 8 minutos a 205 °C.

4.3.1.2 indice de lodo

O indice de iodo foi determinado pelo método indireto, de acordo com os
protocolos AOCS Cd 1c- 85 e calculado de acordo com a Equacgéao 1.

Equacao 1:

indice de lodo = (% &cido palmitoleico x 0,950) + (% &cido oleico x 0,860) + (% &cido
linoleico x 1,732) + (% acido linolénico x 2,616)
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4.3.1.3 indice de Saponificagdo

O indice de saponificacdo foi determinado pelo método indireto, de acordo

com os protocolos da AOCS Cd 3a- 94 e calculado de acordo com a Equacgao 2.

Equagdo 2: indice de Saponificagdo = 3 X 56,1 X 1000 / PM X 3 + 92,09 — (3X18)

Onde:

PM: peso molécula (ou massa molar) médio dos acidos graxos (g/mol);
3: numero de acidos graxos por triacilglicerol;

56,1: peso molecular do KOH (g/mol);

1000: conversao de g para mg;

92,09: peso molecular do glicerol (g/mol);

18: peso molecular da agua.

4.3.1.4 indice de Acidez

O indice de acidez foi determinado segundo o protocolo AOCS Cd3d-63. O
procedimento consistiu em pesar 0,2 g da amostra em um frasco erlenmeyer de 125
mL e 50 mL de uma solugdo éter etilico: etanol etilico (1:1), previamente
neutralizada com KOH 0,1 N. Em seguida foram adicionadas 2 gotas de fenolftaleina
e a solugdo foi titulada com KOH 0,1N, até colorag&do résea, que permaneceu por
aproximadamente 30 segundos. O indice de acidez foi calculado com auxilio da
Equacéo 3.

Equacao 3: Indice de Acidez = 5,61 n/m
Onde:

n: Volume de hidréxido de potassio 0,1N gasto na titulagao;

m: a massa da amostra.
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4.3.1.5 indice de Peroxido

O indice de Peroxido foi determinado de acordo com o protocolo AOCS Cd
8-53. As determinagdes foram feitas em triplicatas, onde pesou-se 5 g da amostra e
em um erlenmeyer. Foram adicionados 30 mL de uma mistura v/v de acido acético
glacial e cloroféormio (3:2), e agitou-se para dissolver. Adicionou-se 0,5 mL da
solugéo saturada de iodeto de potassio e 30 mL de agua e agitou-se ocasionalmente
durante um minuto. Titulou-se com solu¢ao 0,01 M de Tiossulfato de Sédio, até a cor
amarela desaparecer. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de solugdo de amido 1 %,
continuando a titulacdo até a cor azul desaparecer. Para os calculos do indice de
peréxido, expresso em Meq de peréxido em 1000 gramas da amostra, aplicou-se a
(Equacéo 4):

Equacg3o 4: indice de Perdxido = 10 (n1-n2) / m

Onde:

n1: Volume gasto na titulagdo da amostra;
n2: Volume gasto na titulagdo do branco;

m: Peso da amostra.
4.3.1.6 indice de Refracao

Para a determinagdo do indice de refracdo utilizou-se o refratbmetro de
Abbé, marca Jena acoplado a um banho térmico (Thermo Haake) com temperatura
controlada. A leitura foi feita na temperatura de 50 °C, obedecendo o protocolo
AOCS Cc7-25.

4.3.1.7 Densidade Relativa

A densidade foi determinada a temperatura de 50 °C, através do método do
picnbmetro. O picnométro com capacidade de 5 mL, previamente calibrado, limpo e
seco.

A quantidade de 5 mL da amostra foi transferida para o picnométro, caso

necessario foi retirado o excesso de amostra, e conferido a temperatura. A massa da
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amostra foi obtida através da diferenga de massa do picndmetro cheio e vazio. A
densidade relativa é igual a raz&o entre a massa da amostra liquida e a massa da
agua, ambas na mesma temperatura. A densidade foi calculada com auxilio da
Equacédo 5. O ensaio foi feito em triplicata. A determinagdo da densidade foi
realizada conforme a metodologia proposta pela Farmacopéia Brasileira (2010).

Equacao 5:
Densidade relativa a 50 °C = A - B/C
Onde:

A: massa do picnométro com 6leo;
B: massa do picndmetro vazio;

C: massa da agua a temperatura de 50 °C.

4.3.2 Analise Térmica dos Materiais

A gordura de murumuru, cera de carnauba, TACC, cetoconazol e as
misturas lipidicas foram caracterizados por Calorimetria Diferencial Exploratoria
(DSC), conforme a metodologia descrita por Lacerda e colaboradores (2011).

Um grama das misturas lipidicas, foi fundida a 92 °C em banho-maria e
mantido sob agitacdo magnética por cinco minutos. A amostra foi resfriada a
temperatura ambiente e cinco miligramas foram transferidos para cadinhos de
aluminio. Para registo da curva, utilizou-se uma raz&o de aquecimento de 5 °C/min a
uma temperatura entre 25 a 200 °C. A medida ocorreu em uma atmosfera de

nitrogénio com vazdo de 50 mL/min.

4.3.3 Obtengao dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

Foram testados trés formulacbes com diferentes concentracbes de
tensoativos, conforme indicado na Tabela 6. Foram feitas outras trés formulacdes
excluindo o Cetoconazol, com as diferentes concentragcdes de tensoativo descritas

na tabela 6, servindo como referencial para o estudo.
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Tabela 6: Condigcdes experimentais para preparo dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados.

Formulagéo CC (%) GM (%) TACC (%) CTZ(%) PLC (%) PLB (%)
F-1 2 2 4 1 0,25 0,25
F-2 2 2 4 1 0,5 0,5
F-3 2 2 4 1 0,75 0,75
F-1* 2 2 4 0 0,25 0,25
Fo* 2 2 4 0 0,5 0,5
F-3* 2 2 4 0 0,75 0,75

CC: Cera de carnauba; GM: Gordura de murumuru; TACC: Triglicérides de acido caprico e caprilico;
CTZ: Cetoconazol; PLC: Pluronic® F-127; PLB: Polissorbato® 80; * Formulacdo sem o cetoconazol.

Utilizando a metodologia de Mduller e colaboradores (2002), preparou-se uma
pré-emulsédo 6leo em agua com as formulagdes descritas na Tabela 6 e para uma
melhor emulsificacdo das fases, foi necessario a utilizagdo de dois tensoativos:
Polissorbato® 80 e o Pluronic® F-127. A fase aquosa foi preparada pela disperséo a
quente de Polissorbato® 80 em agua, enquanto a fase oleosa, foi constituida por
uma mistura lipidica de gordura de murumuru, cera de carnatiba, TACC, Pluronic® F-
127 e cetoconazol, foi fundida entre 87-92 °C.

Inicialmente, as fases ficaram sob agitagdo magnética separadamente. Em
seguida, a fase aquosa foi invertida sob fase oleosa e essa mistura aplicou-se uma
ultra-agitagao de 9500 mil rpm por 30 segundos, até a completa homogeneizagao.
As pré-emulsbes foram entdo submetidas a 3 ciclos de 500 bar. Por fim, as
nanoemulsdes formadas foram resfriadas em temperatura ambiente para a formacéao
das dispersdes de CLN. A Figura 19 apresenta um fluxograma simplificado do
processo de producdo destes sistemas carreadores.
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Fase Aquosa: Fase Oleosa:

- Cera de Carnauba;

- Polissorbato 80; 1 : _ll\{l:élé:rpuru:
- Agua. - Cetocémazol;
- Pluronic F-127.
(87 -92°C) 67 -92°C)

Ultra-Agitacao
(9500 rpm/30s)

l

Pré-Emulsao O/A
(87 -92°C)

l

HAP a Quente
(3 ciclos - 500 bar)

<+—— Resfriamento

v

Carreadores Lipidicos
Nanoestruturados

Figura 19: Fluxograma do processo de producédo dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados.

4.3.4 Tamanho de Particula, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta

As analises foram feitas em triplicata, utilizando cubetas de poliestireno
(Figura 20 A) e cubetas especificas para analise de potencial zeta (Figura 20 B) em
um analisador Malvern Zetasizer SZ (Malvern, Reino Unido). As amostras foram
diluidas com agua ultra-pura, na raz&o 1:100, para evitar efeitos de
retroespalhamento (BOUREZG et al., 2012) e analisadas em um angulo fixo de 90 a

25 °C no comprimento de onde de 633 nm.
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Figura 20: A: Cubeta de poliestireno; B: Cubeta de analise de Potencial Zeta.

4.3.5 Morfologia

Preparou-se uma diluicdo da dispersdo aquosa de CLN, na razdo de 1:100
em agua destilada. Uma gota da disperséo diluida foi colocada em uma grade de
cobre com 400 malhas (mesh) por unidade. Apés 30 segundos, foram secas em
filme continuo utilizando o papel filtro. Em seguida, colocou-se uma gota de acido
fosfotungstico a 2 % e novamente apds 30 segundos foram secas em filme continuo

utilizando o papel filtro (Figura 21).

Figura 21: Preparo da amostra para a MET: A: Colocagéo da dispersdo em uma grade de cobre; B:

Secagem da dispersao em filme continuo.
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Foi utilizado um microscépio eletronico de transmissao JEOL JEM 2100,
com canh&o de filamento LaB6, tensdo de aceleragdo maxima: 200 kV, Resolugao:
0,23 nm (ponto) e 0,14 nm (rede), Magnificagdo maxima: x 1.500.000 e com o
Detector: HAADF (High Angle Annular Dark Field).

4.3.6 Eficiéncia de Encapsulagao

A determinagdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada em
triplicata medindo-se a concentracao livre do farmaco na fase aquosa. Conforme
ilustra a Figura 22, a quantificagdo da substancia ativa encapsulada foi determinada
apos filtracdo da dispersdo de CLN, seguida de solubilizagdo em metanol e
centrifugacdo para separagdo da fase solida do meio aquoso. Fragdes dos
sobrenadantes foram coletadas e quantificadas. Em cada sistema filtrante (filtro de
nylon 66 membranas 0, 45 ym x 47 mm), foi adicionado 1 mL da dispersédo de CLN.
As unidades foram centrifugadas a 4.000 rpm por 60 minutos em uma centrifuga
Centribio.

N

Nanoparticulas ”

lipidicas filtradas /7 " ¥ et —
4 o & c "
— v —_— =

Metanol l

Nanoparticula com
cetoconazol retido

/

— Cetoconazol Livre
Quantificacao

Figura 22: Determinacao da EE por ultrafiltragdo-centrifugagéo.



63

As nanoparticulas com o farmaco encapsulado permaneceram na parte
superior dos tubos (antes do sistema filtrante) enquanto a fase aquosa com o
farmaco livre moveu-se para a parte inferior. A quantificacdo da fracido livre do
cetoconazol foi estimada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detector
ultravioleta fixado em 244 nm. Por fim, a EE foi calculada pela diferegca entre a
concentragdo total tedrica do farmaco (quantidade do ativo inicialmente adicionado
ao sistema) e a concentragao livre (Equagao 6).

Equacéo 6:

EE (%) = Quantidade total da droga presente — Quantidade da droga n&o

encapsulada / Quantidade total da droga na formulagédo X 100

4.3.7 Validagdo Analitica para Doseamento de Cetoconazol em Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados

Todo método analitico, deve ser cientificamente respaldado e quando for
utilizado por diferentes operadores, equipamentos similares ou em diferentes
laboratérios, este deve ser capaz dentro de certos limites, de fornecer resultados
confidveis e/ou deve ter uma base racional a ser adequada para o propdsito
estabelecido (SHARP, 2000). O processo que demonstra que tal método funciona é
chamado de validagdo analitica ou validagdo de método bioanalitico (RIBANI, 2004).
Entretanto, tendo em vista que a determinacédo da eficiéncia de encapsulacédo e o
perfil de liberagdo in vitro dos CLN estdo entre os objetivos deste estudo, foi
necessario o desenvolvimento de uma metodologia analitica sensivel e reprodutivel
para o doseamento do cetoconazol.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2003),
a validagao analitica deve garantir através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para a validagdo da metodologia analitica foram analisados parametros
como: especificidade, linearidade, precisdo intermediaria, repetibilidade, exatidao,
recuperacéo, limite de detecgéo e limite de quantificacdo, segundo a Resolu¢do-RE
N° 899, de 20 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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Na quantificagdo do cetoconazol a partir dos CLN foi utilizada cromatografia
liquida de alta eficiéncia Waters® 2695 em um sistema de software Empower™ 2.
As condi¢des cromatograficas utilizadas foram: coluna: Coluna X Bridge™ C18 5um
(4.6 x 250mm); pré coluna X Bridge® C 18 5 pm (4.6 X 20mm) GuardCartridge (2
PK); fase movel composta de uma mistura de Trietilamina:Metanol (1:500) e Acetato
de Aménio:Agua (1:200) - (75:25 v/v); fluxo de 1,23 mL/min; volume de injecéo 10
ML e comprimento de onda de detecgcdo de 244 nm e o tempo de retencédo de 15

minutos.
4.3.7.1 Substéncia Quimica de Referéncia (SQR)

Para o desenvolvimento deste estudo foi utilizado o farmaco cetoconazol
substancia quimica de referéncia. De acordo com o laudo fornecido, este farmaco
tem um teor de pureza de 99,8 %, calculado em relagdo a substancia dessecada,
determinado por titulagéo potenciométrica com acido perclorico 0,1 M.

4.3.7.2 Preparo da Solugdo Mae

A solugdo méae foi preparada pesando-se 0,0030 g do farmaco cetoconazol
em balanga analitica e dissolvido em um baldo volumétrico de 100 mL contendo
metanol, afim de obter a concentragdo de 30 pg/mL.

Esta solucao foi diluida para obtencdo das solugdes de trabalho na faixa de
concentracéo de 1,0 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 pug/mL.

4.3.7.3 Especificidade

A especificidade do método foi determinada pela comparacdo do tempo de
retengcdo dos cromatogramas do farmaco cetoconazol (SQR) em metanol na
concentracdo de 6,0 pg/mL, do farmaco cetoconazol (fornecido pela Natural
Pharma) em metanol na concentragdo de 6,0 yg/mL e do filtrado de carreadores
lipidicos nanoestruturados (referente a formulagéao F-3) da Tabela 6.
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4.3.7.4 Linearidade

A linearidade foi determinada por meio da construgcédo da curva analitica com
uma solugéo padrao de 30 pg/mL de cetoconazol em metanol. A partir desta solugao
foram realizadas seis diluicdes para obter solugdes do farmaco em concentracdes
de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 pg/mL. A equacédo da reta foi obtida através de
estudos de regressao linear, entre as concentragdes de cetoconazol e as alturas dos
picos correspondentes. As curvas foram realizadas em triplicata, onde a curva média

foi obtida e o seu coeficiente de correlagéo foi calculado.

4.3.7.5. Precisao Intermediaria

A precisdo intermediaria foi verificada por meio da escolha de trés
concentragbes (2,0; 6,0 e 10,0 pg/mL), quantificadas em triplicata e realizando a
comparagao entre a quantificacdo das mesmas concentracbes em dois dias
consecutivos. Em ambos os casos foi aplicada a seguinte equagao (Equacgéo 7):

Equacao 7: % CV = Desvio Padrao / média x 100

4.3.7.6. Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada mediante a escolha de uma concentragdo média
(6,0 pg/mL), quantificadas em sextuplicata, de modo que o resultado foi expresso

como coeficiente de variagéo.

4.3.7.7. Exatidao

A exatidao foi determinada pelo ensaio de recuperacao, o qual foi analisado
através da escolha de trés concentragdes (2,0; 6,0 e 10,0 ug/mL), quantificadas em
triplicata. A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo meédia
experimental e a concentragdo teorica, multiplicado por cem. Os limites de
recuperacédo nao devem ser inferiores a 80 % e nem superiores a 120 % (RIBANI et
al., 2004).
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A exatidao foi calculada segundo a seguinte equagao (Equacéo 8):

Equacao 8: Exatiddo = CME / CT x 100

Onde:

CME: Concentracdo média experimental.

CT: Concentragao Teorica.

4.3.7.8. Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ).

O limite de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram feitos a partir da
relacao entre desvio padrdo do menor ponto da curva de calibragéo e sua inclinagao,
usando o fator multiplicador indicado pela norma ICH (1996), da seguinte forma

(Equacéo 9 e 10):

Equacao 9: Equacao 10:
LD=(DP/IC)x 3 LQ=(DP/IC)x 10

Onde:

LD: Limite de detecgao;
LQ: Limite de Quantificacao;
DP: Desvio padrao da reta de calibracao;

IC: Inclinag&o da curva de calibragéo.

4.3.8. Perfil de Liberacao ex vivo

O sistema de difuséo é formado por dois compartimentos 1 e 2 (Figuras 23 e
24) onde o compartimento 1, € denominado de compartimento doador (CD) e 0 2, de
compartimento receptor (CR). A amostra em estudo € acondicionada no CD e a
solucéo receptora no CR. Entre as duas camaras a membrana é inserida e fixada

por uma borracha (acessoério 4, Figura 23 B). A membrana fica de um lado em
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contato com a amostra em estudo e, do outro, com a solu¢do receptora (Figura 24).

Desta forma, todo material liberado pelo veiculo é permeado pela membrana e
quantificado na fase receptora (ARAUJO, 2003, ALVES 2004, NUNES, 2005).

Na Figura 25, observa-se o0 aparelho montado por completo.

Figura 23: Modelo da célula de difusdo. a) célula fechada, onde ha orificios de entrada (inferior) e
saida (lateral) da solugdo receptora; b) célula aberta, 1- parte superior da célula (CD), onde foram
colocadas as amostras, 2 — parte inferior da célula (CR), que continha parte da solugao receptora, 3 —

pinos de vedacgao da célula e 4 — borracha de vedagdo da membrana. Fonte: Nunes, 2008.
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Figura 24: Diagrama esquematico do modelo da célula de difusdo com suas respectivas medidas.
Fonte: Nunes, 2008.



68

Figura 25: Esquema de montagem do sistema de difusdo a partir da célula de difusdo. 1 - banho
termostatizado; 2 - recipiente receptor; 3 - célula de difusdo; 4 - bomba peristaltica. Fonte: Nunes,
2008.

Experimento Realizados com Membrana Bioldgica

Foi utilizado como membrana bioldgica, a pele de orelha de porco (Figura
26), pois esta tem sido recomendada para os estudos de permeagao cutanea ex
vivo, devido a similaridade fisiolégicas, histologicas, quanto a densidade de foliculos

piloso, bem como bioquimicas, préximo a da pele humana (SIEWERT et al., 2003).
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Figura 26: Membrana natural de pele de orelha de porco.

Inicialmente as orelhas foram lavadas com agua purificada sendo o excesso
de agua retirado com papel absorvente. Apos a selegao das peles integras (livres de
lesbes, arranhdes ou manchas) os pélos foram cortados com auxilio de tesoura. Em
seguida, com o auxilio da pinga anatébmica e bisturi, procedeu-se a dissecagéo
extraindo-se a epiderme conjuntamente com a derme, e descartando a hipoderme
(tecidos subcutaneos e gordurosos presentes abaixo da derme). As amostras da
pele foram cortadas em tamanhos padronizados e adequados a utilizacdo na area
de permeacao (Figura 27).
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Figura 27: A: Pele de orelha de porco cortada em tamanhos padronizados e adequados a utilizagéo

na area de permeacéo; B: Célula de difusdo devidamente fechada.

Na camara receptora, foi utilizado tampao fosfato 0,2 M pH 7,4 mantido a
37 °C por agua circulante sob agitagdo de 200 rpm com o auxilio de barras
magnéticas. Sobre a extremidade das células foram esticadas a membrana, com a
derme voltada para a solugdo receptora. Esparalharam-se sobre toda area da
membrana 2,0 g da formulagéo 3 (Tabela 6) de CLN. A escolha da formulagéo 3
para este ensaio foi devido a mesma apresentar o menor tamanho de particula,
ainda que nao haja diferengas significativas em relagédo as demais formulagées. A
area de exposicdo da membrana foi de 19,625 cm* O volume no compartimento
receptor foi de 50 mL e o experimento foi realizado em ftriplicata. Durante o
experimento, 5 mL da solugao receptora foram removidos nos tempos: 15, 30, 60,
120, 240, 360, 420 e 480 minutos com o auxilio de uma pipeta volumétrica e reposto
novamente com a solugcdo tampao, para manter o volume constante. No final do
experimento, o material coletado na solugcdo receptora foi analisado em um
comprimento de onda de 244 nm por cromatografia liquida de alta eficiéncia (SILVA
JUNIOR; PEREIRA, 2008).
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4.3.9 Estudo de Retencéo Cuténea

O estudo de retencdo foi baseado no método proposto por Sasaki e
colaboradores (1991) e Tauber e Toda (1976). Apos o término do tempo de
permeacao cutdnea, retiraram-se as membranas do aparelho de difusdo com o
auxilio de uma espatula. As amostras dos cremes que sobraram, foram colocadas
em um recipiente contendo metanol (25 mL) e sonicado por 30 min. Apés diluicdo
1:10 em metanol, estas solugdes foram analisadas por CLAE, obtendo-se assim os
valores do cetoconazol ndo retido na pele.

As peles foram lavadas com solugdo receptora e as lavagens foram
submetidas a analise. A area da pele exposta a permeacao foi delimitada, recortada
e picotada com o auxilio de bisturi e lamina e os fragmentos recolhindos em frascos
contendo metanol (25 mL), e entdo submetidos a sonicagdo em ultra-som por 20
min. E novamente foram analisadas por CLAE, obtendo-se assim os valores do
cetoconazol retidos na pele. Desta maneira, determinou-se a quantidade de
cetoconazol retido nas camadas da pele para todas as formulagdes e em todos os
tempos de analise.

4.3.10 Estudo de Estabilidade

A estabilidade fisica das nanoparticulas foi avaliada segundo os parametros
de tamanho de particula, indice de polidispercidade e potencial zeta das
formulacdes F1, F2 e F3, nos tempo 0, 15, 30 e 60 dias.

4.3.11 Analise Estatisticas

Os resultados de tamanho de particula, perfil de liberacdo ex vivo e os
estudos de retencdo cutanea foram submetidos ao teste estatistico de T de Student.
O estudo de estabilidade foi mensurado através da analise de varianca. Os dados
foram analisados no programa de estatistica Bioestat 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO DA GORDURA DE MURUMURU

5.1.1 Composicéo de Acidos Graxos

O cromatograma obtido por cromatografia gasosa esta ilustrado na Figura
28. Na Tabela 7 pode ser verificada a composi¢cdo percentual dos acidos graxos

encontrados na gordura de murumuru.
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Figura 28: Cromatografia da gordura de murumuru, obtida por Cromatografia Gasosa.

Dentre os principais acidos graxos presentes na gordura de murumuru,
tém-se os acidos Laurico (C 12:0), Miristico (C 14:0), Oléico (C 18:1), Palmitico (C
16:0) e Linoléico (C 18:2), totalizando 94,2 %. A gordura apresentou uma
composi¢ao superior de acidos graxos saturados (87,4 %) e insaturados (12,6 %)
(Tabela 7). Tal evidéncia do perfil de acidos graxos corrobora com valores
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semelhantes a gordura de A. aculeatum e ao oOleo de C. Nucifera, que obtiveram
valores 85,42 % e 92,63 % respectivamente (BARBOSA et al., 2009).

Tabela 7: Perfil de acidos graxos (%) da gordura de murumuru, obtido por Cromatografia Gasosa.

Acidos graxos %

C 8:0 (Caprilico) 1,4

C 10:0 (Céaprico) 1,4

C 12:0 (Laurico) 48,1

C 13:0 (Tridecandico) TR
C 14:0 (Miristico) 26,6

C 15:0 (Pentadecandico) TR
C 16:0 (Palmitico) 6,9

C 16:1 (Palmitoléico) Tr

C 17:0 (Heptadecandico) -
C 18:0 (Estearico) 3,0

C 18:1 (Oléico) 8,4

C 18:2 (Linoléico) 4,2

C 18:3 (Linolénico) -

C 20:0 (Araquico) -
87,4

Saturados

Mono-insaturados 8,4
Poli-insaturados 4,2

“-” indica quantidade nao detectada.
“tr” indica concentragéo abaixo do limite de detecgao

A gordura de A. Aculeatum é um insumo, de origem amazlnica que
apresenta grande potencial de emprego nas industrias de alimentos, cosméticos e
medicamentos (BARBOSA et al., 2009). Ja o dleo extraido do C. nucifera é mais
utilizado na area de alimentos e produtos farmacéuticos (KUMAR, 2011).

Os acidos graxos laurico (51,2 %) e miristico (25,2 %) foram determinados
como 0s principais na composigdo quimica da gordura do murumuru no estudo de
Mambrim e Barrera-Arellano (1997), o que também foi observado no presente
trabalho. Igualmente, estes autores também observaram que a predominéncia de
acido graxos laurico e miristico € comum em gorduras extraidas de améndoas de

frutos de palmeiras, sendo isso analisado quando compara-se 0 murumuru aos
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Oleos de tucuméa e coco, uma vez que todos estes sado extraidos das améndoas dos

respectivos frutos (Tabela 9).

Tabela 8: Perfil de acidos graxos (%) de gorduras vegetais, obtido por Cromatografia Gasosa.

Acidos Nome % Area % Area % Area
Graxos Comum (murumuru) (tucuma)* (coco)**
12:0 Acido laurico 48,1 51,42 52,52
14:0 Acido miristico 26,6 26,09 23,05
16:0 Acido palmitico 6,9 5,55 12,99
18:0 Acido estearico 3,0 2,36 4,07
18:1 Acido oléico 8,4 5,97 4,2
18:2 Acido linoléico 4,2 2,09 2,8
SFA* - 84,6 85,42 92,63

SFA* indica acidos graxos saturados.
Fonte: Barbosa et al., 2009; Kumar, 2011.

Geralmente gorduras vegetais apresentam alto teor de acidos graxos

saturados, sendo encontradas no estado solido quando em temperatura ambiente,

pois o ponto de solidificagdo desses acidos € alto, se comparado com o ponto de

solidificacdo de acidos graxos com uma ou mais insaturagdes. Portanto, tal

caracteristica € de suma importancia para a diferenciacdo entre 6leos e gordura

(KUMAR, 2011).
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5.1.2 indice de lodo, Saponificacdo, Acidez, Refracdo, Peréxido e Densidade
Relativa

Tabela 9: Resultado das analises do indice de iodo, saponificagdo, acidez, peréxido, densidade e
refragdo da gordura de murumuru.

Parametros Média e Desvio Padrao
indice de acidez mg KOH/g 3,9 £ 0,057
indice de Peroxido 2,99 + 0,027
indice de Saponificagdo mg KOH/g 241 £ 0,065
indice de lodo gI*/100 g 11 + 0,200
Densidade g/mL a 50 °C 0,49 £ 0,015
indice de Refragao 1,46 + 0,014

A gordura de murumuru apresentou indice de acidez de 3,9 mg KOH/g
(Tabela 9). Esse valor foi superior aos encontrados por Lopes (2007) que em seu
estudo encontrou valor de 1,016 mg KOH/g. Tal fato pode ser justificado pelo
processo de degradagdo da gordura de murumuru e aos fatores que favoreceram o
aumento do grau de rancidez hidrolitica, como: tempo decorrido entre a coleta e o
processamento das amostras, temperatura, ar atmosférico e Iluz. Valores
encontrados por Soares (2009), sobre o indice de acidez da gordura de murumuru
(3,79 mg KOH/g) foi semelhante ao encontrado neste estudo. Vale ressaltar que,
segundo a RDC 270 da ANVISA, recomenda-se ao indice de acidez valores abaixo
de 4 mg KOH/g para 6leos e gorduras vegetais. O indice de perdéxido de 2,99
mostrou-se semelhante ao resultado sugerido por Bora e colaboradores (2011) e
préximo ao valor de 2,75 encontrado por Brasil (2011). De acordo com os estudos
de Gunstone (2004), o indice de peroxido n&o pode ser superior a 10 para dleos e
gorduras de origem vegetal.

O indice de acidez e peroxido sao importantes parametros para determinar a
qualidade de dleo e gordura vegetal, uma vez que indicam a presenga de rancidez
hidrolitica e oxidativa respectivamente. Este € resultado da deteriorizagdo dos
triacilglicerois, que culmina no aumento de acidos graxos livres ocasionando
mudangas sensoriais no 6leo e/ou gordura, tais como: diferengas na cor e no odor e
consequentemente nos produtos derivados deste 6leo (NEDHI, 2003; FERREIRA et
al., 2008; SILVA et al, 2009; WALIA et al., 2014).
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O indice de saponificacdo de 241 mg KOH/g (Tabela 9) encontrado neste
estudo corrobora com Castro (2006), semelhante ao 6leo de maca (184,91 mg
KOH/g), a semente de rambutam (186 mg KOH/g) e ao dleo de buriti (192,88 mg
KOH/g). O valor de saponificagdo € a medida do peso molecular médio dos acidos
graxos presentes na gordura. Esse parametro fornece informagdes importantes a
respeito de adulteracbes dos Oleos e gorduras vegetais, quando estes sao
misturados com matéria insaponificavel, como 6leo mineral.

O indice de iodo de 11 gl*/100 g (Tabela 9) encontrado neste estudo é
semelhante aos valores de Lopes (2007) e Bezerra (2008) que apontaram valores
entre 5,6 e 11 gl*/100 g, respectivamente. O valor de iodo significa a média dos
acidos graxos insaturados presentes nos oOleos vegetais. A densidade de 0,49 g/mL
(Tabela 9) encontrada neste estudo foi semelhante aos trabalhos de Teixeira (2010)
e Lopes (2007). O indice de refracdo de 1,46 (Tabela 9) concorda com os estudos
de Araujo (2005) que obteve o valor de 1,49. Esses indices sdo parametros fisicos
influenciados pelo grau de instauragédo dos acidos graxos.

5.1.3 Analise Térmica
5.1.3.1 Material isolado
As curvas DSC da gordura de murumuru, cera de carnauba, triglicéride de

acido caprico e caprilico e o cetoconazol obtidos por calorimetria diferencial
exploratdria por fluxo de calor estédo representados na Figura 29.
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Figura 29: Curvas DSC das matérias-primas. A: Gordura de murumuru; B: Cera de carnauba; C:

Triglicérides de acido caprico e caprilico; D: Cetoconazol.

A calorimetria diferencial exploratoria (DSC) fornece informagdes sobre o
calor especifico de uma substancia analisada numa ampla faixa de temperatura,
entretanto, os picos endotérmico e exotérmico sao registrados como pico, e as areas
desses picos correspondem a variagao de entalpia (AH) de cada processo ocorrido
(CHEIKH-ROUHOU et al., 2007).

A curva DSC da gordura de murumuru (Figura 29 A) apresenta um evento
endotérmico, registrando um pico na temperatura de 36,80 °C com AH= -177,04 mJ,
correspondente a temperatura proxima do ponto de fusao do acido laurico, que € de
442 °C (STOTT et al, 2001), que corresponde ao acido graxo de maior
concentragdo na gordura e um segundo pico na temperatura 164,19 °C e AH=
-733,16 mJ, que equivale a degradagao dos acidos graxos da gordura de murumuru.

A cera de carnauba é uma das mais duras e de maior ponto de fusdo entre
as ceras naturais, que segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), possui um ponto

de fusdo entre 80 a 86 °C. A cera de carnauba (Figura 29 B) indicou fusdo do



78

material lipidico a 84,0 °C, com extrapolagao onset a 79,4 °C e entalpia de -169,9
mJ. O resultado confirma dados da literatura sobre esta cera (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2002; VILLALOBOS-HERNANDEZ et al., 2006 & LACERDA et al.,
2011).

Nos trabalhos de Castelli e colaboradores (2005) e Lacerda e colaboradores
(2011), foram observadas auséncia de eventos calorimétricos para os triglicéride de
acido caprico e caprilico (Figura 29 C), fato este que também foi constatado no
presente trabalho.

Segundo dados da literatura, a faixa de fusdo do cetoconazol encontra-se
entre 148 a 152 °C (MARCINIEC et al., 2004). Por sua vez, o termograma (Figura 29
D) mostra um pico estreito a 149,4 °C, com extrapolagao onset a 147,7 °C e entalpia
de -82,4 mJ. Este resultado esta coerente com o ponto de fusdo do cetoconazol

segundo a Farmacopéia Americana de 2006, USP 29.

5.1.3.2 Misturas Lipidicas

As curvas DSC das misturas lipidicas referentes as formulagdes 1, 2 e 3
(Tabela 6) obtidas por calorimetria diferencial exploratéria por fluxo de calor estao
representados na Figura 30.



79

0,04

DSC mv
DSC mv

0.6 4

T o T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 20 100 20 30 40 S0 80

Temperatura °C Temperatura °C

DSC mW

30 a0 50 60 70 80 90 100
Temperatura °C

C

Figura 30: Curvas DSC das misturas lipidicas: A: Formulagéo 1; B: Formulagéo 2 e C: Formulagéo 3.

Os termogramas das misturas lipidicas referente as formulagbes 1, 2 e 3,
apresentaram um pico endotérmico, registrando um pico nas temperaturas de 27,57
°C, 25,54 °C e 28,89 °C respectivamente, com extrapolacao onset de 21,42 °C,
23,60 °C e 25,65 °C respectivamente e variagao de entapia de -16,88 mJ, -16,99 mJ
e -14,77 mJ respectivamente. Comprova-se o efeito do lipidio liquido e sdlido na
estrutura cristalina dos CLN, onde percebe-se que resultou em diminuicdo da
endoterma de fusdo e variagdo de entalpia, comparando-se a gordura de murumuru
(84,0 °C; -169,9 mJ), cera de carnauba (36,80 °C; -177,04 mJ) e cetoconazol
(149,4 °C; -82,4 mJ). Isso significa que, este afetou a recristalizagcdo dos CLN
durante o processo de resfriamento e sugere-se que as matrizes dos carreadores
foram solidificadas com éxito durante a preparagdo das particulas, deste modo,
estes resultados confirmam que as NL foram obtidas (LASERRA et al., 2015). No
entanto, de acordo com Teeranachaideekul e colaboradores (2008), a diminuigao do
ponto de fusdo, entalpia de fusdo e como alteragdes nos picos indica uma estrutura

menos ordenada.
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5.2. VALIDAGAO ANALITICA PARA DOSEAMENTO DO CETOCONAZOL

5.2.1 Especificidade

A especificidade € um parametro essencial para a confiabilidade do método.
Contudo, de acordo com o indicado pela ANVISA (2003), é necessario demonstrar a
capacidade de selecao do método entre compostos diferentes, preferencialmente
em relacdo ao material de referéncia conhecido. A capacidade do método em
quantificar o cetoconazol nos ensaios sem que os componentes das formulacdes
interfiram, foi confirmada pela comparacdo do tempo de retengdo dos
cromatogramas do farmaco cetoconazol (SQR) em metanol na concentragdo de
6,0 ug/mL, do farmaco cetoconazol (fornecido pela Natural Pharma) em metanol na
concentragédo de 6,0 pyg/mL e do filtrado de carreadores lipidicos nanoestruturados
(referente a formulagao F-1), onde estao ilustrados na Figura 31.
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Figura 31: Especificidade do método de doseamento de cetoconazol: a) Cromatograma do
Cetoconazol (SQR) em metanol a 6,0 pyg/mL; b) Cromatograma do Cetoconazol (fornecido pela
Natural Pharma) em metanol a 6,0 yg/mL; ¢) Cromatograma do filtrado de carreadores lipidicos

nanoestruturados (referente a formulagéo 3).
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Observou-se que o tempo de retengdo do farmaco cetoconazol (SQR)
esteve em torno de 7,5 minutos de corrida (Figura 31 A). Na Figura 31 B,
verificou-se um sinal analitico do cetoconazol no meio da eluicdo, em torno de 7,69
minutos. Tais componentes, também foram visualizados no cromatograma do filtrado
de carreadores lipidicos nanoestruturados (referente a formulacao 3) (8,52 minutos).
Ressalta-se que, o tempo de retengdo dos cromatogramas visualizados na Figura 31
nao interferiu na quantificagdo do farmaco a 244 nm. Desta forma, o método foi

especifico para a quantificagado de cetoconazol.
5.2.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada através da equacdo da regressao
linear obtida pela média de trés curvas analiticas. A Figura 32 demonstra que a
curva analitica encontrada apresentou resultado linear, conforme preconizado na
Resolugdo- RE n° 899, de 20 de maio de 2003, pois o coeficiente de correlagdo R?
encontrado foi de 0,999 indicando um ajuste de 99,9 % entre a proposta e os

resultados obtidos e o coeficiente de correlagdo de Pearson (r) de 0,991
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Figura 32: Curva analitica do cetoconazol, obtida por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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5.2.3 Precisao Intermediaria e Repetibilidade

A precisdo do método foi verificada nos niveis de repetibilidade (analise no
mesmo dia) e precisao intermediaria (analise em dois dias diferentes com analistas
diferentes). Neste trabalho, a repetibilidade foi avaliada mediante a escolha de uma
concentragdo média (6,0 pg/mL), quantificadas em sextuplicata sendo o resultado
expresso como coeficiente de variagdo. De acordo com a Tabela 10, o coeficiente de
variagao foi de 0,49 %, demonstrando que o método é preciso e esta dentro da faixa
preconizada pela legislagdo vigente, na qual determina um valor de coeficiente de

variagao menor que 5 %.

Tabela 10: Resultados de Repetibilidade de quantificagdo de cetoconazol em carreadores lipidicos
nanoestruturados.

Area (mV/s?) Concentragao (ug/mL)
100995 4,9105
101178 4,9196
100571 4,8894
, 100081 4,8651
Area 6,0 ug/ml 101411 4,9311
100526 4,8872
Média 100793,6667 4,9005
Desvio padrao 489,5849 0,0243
Coeficiente de variagcao 0,48572 0,4963

A precisdo intermediaria foi avaliada mediante a trés concentragbes
analisadas em ftriplicata, totalizando nove determinagées sendo os resultados
expressos como coeficiente de variagdo. De acordo com a Tabela 11, o maior valor
de coeficiente de variacdo correspondeu a 1,37 % e o menor foi de 0,06 %,
resultando valores abaixo de 5 % como indica a Resolu¢gdo-RE n° 899, de 20 de
maio de 2003 da ANVISA.
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Tabela 11: Resultados de Precisdo Intermediaria de quantificagdo de cetoconazol
em carreadores lipidicos nanoestruturados.

Concentragdo | Area | Area Area Médiada | Desvio | Coeficiente
(Mg/mL) (mV/s?) | (mV/s®) | (mV/s®) | Concen- | Padrdo | de variagio
tracao
40349 | 41392 40682 1,9201 0,0264 1,3784
Analista 1 6 99482 | 99520 | 101080 4,8624 0,0453 0,9317
Dia 1 10 16625 | 16708 | 163012 8,1129 0,1069 1,3180
9 3
30578 | 30739 30260 1,4092 0,0121 0,7235
Analista 2 6 97572 | 97460 97571 4,7385 0,0031 0,0674
Dia 2 10 15773 | 15562 157326 7,6879 0,0556 0,8593
8 6

Os resultados expressos na Tabela 10 e 11 indicam que o método possui

repetibilidade e precisao satisfatérios para a quantificacdo do farmaco em questéo.

5.2.4 Exatidao

A analise de exatidao foi feita através do teste de recuperagdo. Conforme a
Tabela 12, os valores obtidos de Recuperagao (%) ficaram todos no intervalo de 80
a 120 %, demonstrando que os valores encontrados estdo dentro da variagao
aceitavel, conforme Ribani e colaboradores (2004), sendo, portanto, qualificado o
método como exato para o que se propde.
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Tabela 12: Valores experimentais obtidos para o teste de recuperacio do
cetoconazol.

Concentragdo | Concentracdo | Concentragdo | Concentragao
Recuperacéo Recuperacéo Recuperacéo Recuperacéo
(Mg /mL) (Mg /mL) (Mg /mL) (Mg /mL)
Concentragao Recuperacao
Teodrica Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média (%)
(Mg / mL)
2 2,5750 1,8531 1,4770 1,9684 98,42
6 7,5242 5,3518 4,9060 5,9273 98,78
10 11,2986 9,5125 8,8332 9,8814 98,81

5.2.5. Limite de Detecgéo (LD) e Limite de Quantificagao (LQ)

A partir de estimativas feitas pela curva de calibragdo, como sugere a

Conferéncia Internacional sobre Harmonizagao - ICH (1996), os limites de detecc¢ao
e quantificagdo foram apurados em 0,43 pg/mL e 1,45 ug/mL, respectivamente,
indicando, assim, a boa sensibilidade do método.

Neste sentido, conclui-se que o método desenvolvido para a quantificagao
de cetoconazol nos carreadores lipidicos nanoestruturados deste estudo é
especifico, linear, sensivel, preciso e exato, atendendo as recomendacdes do Guia
para Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, publicado por meio da
Resolucédo-RE n° 899, de 20 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria.
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5.3 CARACTERIZAGAO DOS CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADO

5.3.1 Tamanho de Particulas, indice de Polidispersidade e Potencial Zeta

Tabela 13: Tamanho de particula (nm), indice de Polidispersidade (PDI) e Potencial Zeta (mV) dos

CLN produzidos.

indice de
Formulacao Tamanho (nm) Polidispersidade Potencial Zeta (mV)
(PDI)
F 1 142,33 + 1,165 0,237 + 0,043 - 30,0 £ 0,556
F1* 161,56 + 2,631 0,276 + 0,001 -31,5+0,264
F2 100,01 + 0,406 0,130 + 0,038 - 39,46 £ 0,446
F 2* 98,85 + 1,186 0,143 £ 0,019 - 35,33 +£1,616
F3 98,72 + 0,834 0,125+ 0,018 - 35,96 £ 2,128
F 3* 98,60 + 1,537 0,115+ 0,010 - 34,9 £ 0,655

*Formulagdes ndo contendo farmaco cetoconazol e denominadas como referéncia.

Os resultados das formulagbdes (Tabela 13) apresentaram tamanho de
particula entre 98,60 e 161,56 nm (p > 0,05) (Figura 33) e indice de polidispersidade
entre 0,115 e 0,276. Com referéncia ao tamanho médio das particulas, valores
similares foram obtidos por Khoee e colaboradores (2009) e Vasconcelos e
colaboradores (2011) em pesquisas para obtencdo de nanoparticulas para uso
topico (entre 137,1 e 296,6 nm e 110,0 e 198,0 respectivamente). Os resultados de
indice de polidispersidade apresentaram valores entre 0,115 e 0,276. Valor igual ou
menor a 0,200 pode indicar uniformidade adequada no tamanho das particulas,
conforme descrito por Guterres e colaboradores (2007). Considerando os resultados
obtidos para o potencial zeta, valores igual ou maiores que -30 a +30 mV indicam
adequada estabilidade na formulagdo (KHALIL et al., 2013). No presente estudo, as
formulagbes apresentaram valores entre — 30,0 a — 39,46 mV sugerindo assim, um
sistema fisicamente estavel (Figura 34). Todas as dispersdes apresentaram valores
negativos, mostrando que as forgas de repulsdo predominam frente a de atragao.
Isso é desejavel em CLN, pois evita a formacdo de agregados e além de indicar a
estabilidade das particulas (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2007).
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Distribuicao de Tamanho e Intensidade
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Figura 33: Média da Distribuicdo dos tamanhos das particulas (nm).
Distribuicao de Potencial Zeta
500000. ............................................................................................
K] l
2
&200000. ...........................................................................................
g 4
0 i + i + i
-200 -100 0 100 200

Potencial Zeta (mV)

Figura 34: Distribuicdo do Potencial Zeta.

Além do mais, o aumento da concentragcdo da mistura de tensoativos de 0,5

a 1,5 % nas formulagbes contendo 1 % de cetoconazol e 8 % de lipidios totais (2 %

gordura de murumuru, 2 % de cera de carnauba e 4 % de TACC) resultou em uma

reducdo dos tamanhos de particulas, como mostra a Tabela 14.
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Tabela 14: Efeito das concentragcbes dos tensoativos

Formulagao / indice de Potencial Zeta (mV)
Concentragéao (%) Polidispersidade
Tamanho (nm) (PDI)
F1/0,5% 142,33 + 1,165 0,237 £ 0,043 - 30,0 £ 0,556
F2/1,0% 100,01 + 0,406 0,130 + 0,038 - 39,46 + 0,446
F3/15% 98,72 + 0,834 0,125+ 0,018 - 35,96 + 2,128
(p>0,05)

O resultado esta de acordo com o observado por varios autores (LIU et al,
2007; KHERADMANDNIA et al.,, 2010 e DAS et al., 2012). O fendbmeno ocorre
devido maiores quantidades de tensoativos serem responsavel pela reducdo da
tensdo interfacial das goticulas de lipidio fundido, resultando assim, em menor

energia necessaria para quebra-las em tamanhos menores.

5.3.2 Morfologia

Observando as imagens (Figura 35) obtidas pela técnica de microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET), sugere-se que as nanoparticulas apresentem
formato esférico. Pode ser claramente visto um nucleo interno denso de elétrons que
esta rodeado por uma coroa que aparece ser muito menos denso. Isso justifica-se
pelas etapas de preparagdao dos CLN, na qual se inicia com a estabilizacdo das
goticulas (6leo mais gordura), tensoativo, ultraturraz, HAP a quente e resfriamento.
ApOs esse processo, o produto gerado sera possivelmente uma esfera solida e
estabilizada por uma camada de tensoativo ao seu redor (SHAFFAZICK et al.,
2003).
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Figura 35: Imagens dos CLN obtidas por MET. A: Aglomerado de CLN sendo observado a uma

objetiva de 500 nm; B: Aglomerado de CLN sendo observado a uma objetiva de 200 nm; C: CLN de
forma isolada, sendo observada a uma objetiva de 100 nm D: CLN de forma isolada, sendo

observado a uma objetiva de 50 nm.

5.3.3 Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacao estimada foi de 99 %. Era esperada alta em
razao da natureza lipofilica do cetoconazol e por este farmaco possuir uma baixa
solubilidade em agua (HONG et al., 2013). Outros autores também relataram valores
proximos a 100 %, tais como: Santos e colaboradores (2009b) que verificou a EE
superior a 99 % em teossomas idebenona, utilizando também, gordura vegetal como
componente lipidico; Ali e colaboradores (2010) encontraram valores de 99,9 % em

CLN de sinvastatina, outro farmaco lipofilico
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5.3.4 Perfil de Liberagao ex vivo

O modelo de ordem zero (massa % liberada vs. Tempo) (Figura 36)
apresentou o maior coeficiente de correlagdo de Pearson (r) (0,9988) (p>0,05),

sendo portanto, utilizado para descrever o mecanismo de liberagao do farmaco.

1400
1200
1000
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400

200
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TO T15 T30 T60 T120 T240 T360 T420 T480
Tempo (h)

Figura 36: Perfil de liberagcao de cetoconazol dos CLN

O modelo de ordem zero baseia-se na liberagao lenta da substancia ativa a
uma velocidade constante, independente da concentragdo da substancia ativa
(CARCAMO, 1981). Esta velocidade constante é altamente desejavel na liberagéo
de farmacos, pois significa que a mesma quantidade de farmaco é liberada por
unidade de tempo (SINKO, 2008). Neste modelo, o mecanismo de liberagdo de um
farmaco é descrito como um processo de difusdo baseado na Lei de Fick, podendo
ser representado pela seguinte equacdo (MANADAS et al., 2002).

M =M, + Kt
Onde:

M: massa acumulada de farmaco liberada ou dissolvida no tempo t.
M,. massa inicial de farmaco na solug¢ao (geralmente zero);

K: é a contante de ordem zero.
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Se a taxa de liberagdo é constante, o grafico de M em fungéo de t produzira
uma linha reta, com inclinagéo igual a K e liberagcdo independente da concentragao.
Como pode ser observado na Figura 36, a liberacdo do cetoconazol seguiu um
padrdo monofasico ou acentuada ao longo de 4 horas (240 min) de experimento
seguindo de uma estabilizacdo da acentuagédo da liberagdo. De acordo com Xie e
colaboradores (2011), em nanoparticulas lipidicas, ocorre uma liberagdo acentuada
(efeito burst) do farmaco nas primeiras horas de ensaio, seguindo de uma liberagao
mais sustentada.

Durante todo o experimento, 11,8 % do farmaco foi liberado ao
compartimento receptor, isso pode ser atribuido pela baixa solubilidade em agua e a
alta afinidade que o farmaco apresenta pela matriz lipidica, o que foi confirmado
pelos ensaios de eficiéncia de encapsulacdo, mesmo este sendo de natureza
lipofilica, o que facilita o seu transporte. Além disso, a adi¢do do farmaco em uma
nanoemulsdo pode conduzir modificagdes no comportamento desses sistemas
exigindo, portanto, uma cuidadosa avaliacdo dos seus parametros fisico-quimicos,
os quais desempenham importante funcao na biodisponibilidade.

5.3.5 Estudo de Retencgao Cutanea

A Figura 37 demonstra o comparativo entre as quantidades de CLN
contendo cetoconazol retidas na pele de orelha de porco. Apds 8 horas, 29,1 % da
formulacdo nao ficou retida, enquanto 59,1 % ficou retida nas camadas da pele de
orelha de porco, concordando com o resultado do estudo de Antonio (2007), o qual
demonstrou 56,52 % de retengao do cetoconazol para uso tépico em 24 horas. De
acordo com Sanco (2004) o percentual de farmaco nao retido pode ser justificado
pela utilizagdo de membranas naturais de pele de orelha de porco, que devido o
tempo decorrido entre preparagcdo e analise, variagdo entre animais, além de
caracteristicas de tamanho e absorgéo especificas da pele, observa-se aumento do
desvio na analise de permeacdo, promovendo mudancas constantes das
caracteristicas de absorcio.

Em relagdo a quantidade retida (59,1 %), sugere-se que a formulagao ficou
retida nos estratos corneo, epiderme e derme. Sanco (2004), demonstra que as

propriedades fisico-quimicas das substancias, o tipo e composi¢ao da formulacéo,
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tamanho de particulas e indice de polidispersidade influenciam a penetracdo no
estrato corneo, concordando ainda, com o que descrito pela SPPC (2006). De
acordo com Clares e colaboradores (2014) o tamanho de particula para produtos
e/ou substancia nanotecnoldgicas de aplicagcao tépica, € de 100 nandmetros, pois
particulas com valores superiores a este tendem a ficar retidas no estrato cérneo,
facilitando sua eliminagédo durante o processo de renovacgao da pele, justificando a

maior retencdo nessas camadas.
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(p>0,05)

Figura 37: Comparativo entre a quantidade retida e ndo retida de CLN contendo Cetoconazol (%).
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5.3.6 Estudo de Estabilidade

As Figuras 38 a 40 apresentam os resultados do estudo de estabilidade a
temperatura ambiente e sob protecdo da luz em um periodo de 0-15-30-60 dias de
preparo dos CLN.

Apesar de essas variagdes ndo serem consideradas significativas, segundo
analise de variancia (p > 0,05), é visivel a tendéncia de aumento das particulas
(Figura 38). Este fato ocorre devido a alteracédo das propriedades dos tensoativos e
o aumento da concentragdo das particulas, no qual, facilita a agregacdo delas
durante o decorrer do tempo. Contudo Attama e colaboradores (2012) destacam que
os valores obtidos neste estudo sao aceitaveis, pois estes autores relatam aumentos

de tamanho entre entre 2,1 e 4,9 vezes a partir do valor inicial.
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Figura 38: Variagdo do tamanho de particula das formulagdes 1, 2 e 3 nos tempo 0, 15, 30 e 60 dias.

Em relagdo aos indices de polidispersidade (PDI) (Figura 39) e potencial
zeta (Figura 40), os CLN se mantiveram em valores aceitaveis. Segundo Hommoss
(2009) e Teeranachaideekul e colaboradores (2007), os valores aceitaveis de PDI e
potencial zeta estdo entre 0,10 e 0,20 e -30 a + 30 mV (em valor absoluto),

respectivamente.
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Figura 39: Variacdo do indice de polidispersidade (PDI) das formulagdes 1, 2 e 3 nos tempo 0, 15, 30
e 60 dias.
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Figura 40: Variagdo do potencial zeta (mV) das formulagdes 1, 2 e 3 nos tempo 0, 15, 30 e 60 dias.
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6 CONCLUSAO

* A cromatografia gasosa evidenciou que a gordura de murumuru
apresentou uma composi¢cdo de acidos graxos saturados (87,4 %) e
insaturados (52,7 %), com predominio dos acido laurico (48,1 %),
miristico (26,6 %), oléico (8,4 %), palmitico (6,9 %) e linoleico (4,2 %).

* A caracterizagdo fisico-quimica da gordura de murumuru revelou que
esta apresenta-se dentro dos limites recomentados, onde: indice de iodo
11 g*/100g; indice de saponificacdo 241 mg KOH/g; indice de acidez 3,9
mg KOH/g; Densidade 0,49 g/mL; refracdo 1,46; indice de peroxido 2,99.

* A Calorimetria Diferencial Exploratoria dos constituintes isolados e da
mistura lipidica estdo dentro das especificagdes descritas na literatura.

* O método de doseamento do cetoconazol nos CLN por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, mostrou-se especifico, linear, exato e preciso.

* De acordo com as concentragdes de lipidios totais, tensoativos e de
cetoconazol, as analises por espectroscopia de correlagdo de fétons
indicaram tamanhos de particulas entre 98,60 e 161,56 nm, indice de
polidispersidade entre 0,130 e 0,276 e potencial zeta entre .30,0 e 39,46
mV;

* Foi observado redugdo no tamanho das particulas (142,33 a 98,72 nn) e
indice de polidispersidade (0,237 a 0,125) ao aumentar a concentragao
de tensoativos de 0,5 a 1,5 %;

* A microscopia eletrénica de transmissao indicou um formato esférico das
nanoestruturas;

* A eficiéncia de encapsulagdo demonstrou a incorporacdo de
aproximadamente 100 % de cetoconazol na matriz lipidica dos CLN;

* O ensaio de de liberagdo seguiu um modelo cinético de ordem zero com
liberacdo de 70,9 % do farmaco ao longo de 8 horas de experimento.

* As nanoparticulas apresentaram estabilidade fisica ao longo de 60 dias
de observacdo. Os fatores observados foram tamanho de particulas,

indice de polidispersidade e potencial zeta.
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Com base no exposto, afirma-se que os CLN obtidos a partir da gordura
vegetal de murumuru, cera de carnauba, triglicérides de acido caprico e
caprilico e os tensoativos Polissorbato® 80 e Pluronic® F-127,
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas favoraveis para sistema de
administragdo de medicamentos e cosmeticos. Isso se justifica pelo fato
dos resultados obtidos serem condizentes com os relatados na literatura.
Os estudos adicionais de caracterizagdo, bem como avaliagdo in vivo
sdo fundamentais para a promocdo de uma formulacdo de uso

farmacéutico ou cosmeético.
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8 ANEXOS

Tabela 15: Resultados descritos no laudo de analise de cera de carnauba, segundo o fornecedor, GM

Ceras.
Analise Especificagoes Resultado
Cor Amarela Ok
Odor Caracteristico Ok
Aparéncia Escamas Ok
Ponto de fuséo (°C) 81— 86 83,00
indice de Saponificagao 78 — 88 86,40
(mg KOH / g)
% Cinzas 0,00 -0,12 0,10
Umidade 0,00 - 0,50 0,49
indice de Acidez 2,0-6,0 4,50
(mg KOH / g)

Tabela 16: Resultados descritos no laudo de andlise do cetoconazol fornecido pela Natural Pharma.

Analise Especificacoes Resultado
Identificagao Conforme USP De acordo
Rotacao especifica De -1,0 a +1,0° 0°
Ponto de fuséo 148 - 152°C 148 - 150°
Perda por secagem Maximo de 0,50% 0,1%
Residuo de ignagao Maximo de 0,10% 0,05%
Doseamento 98,0 - 102,0% 99,52%
Metais Pesados Maximo de 0,002% < 0,002%
Pureza cromatografica Maximo de 2,0% De acordo
Acetona Maximo de 0,5% 0,0%
Acetoacetato Maximo de 0,5% 0,22%
Dimetilsulfoxido Maximo de 0,5% 0,0%
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