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RESUMO

CONTENTE, D. M. L. Obtengdo e Caracterizagdo de Nanoemulsdo Oleo em
Agua a partir de Oleo de Acai. Dissertagdo (Mestrado) — Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, p. 92 Universidade Federal do Para3,
Belém, 2016.

Nanoemulsdes tém sido propostas como uma opg¢ao de sistemas de liberagdo de
farmacos de atual e crescente interesse, devido a uma série de vantagens quando
comparadas a formulagbes tradicionais. Os O6leos vegetais sao considerados
insumos farmacéuticos de grande valor como matriz lipidica desses sistemas, como
0 Oleo de acgai, 6leo de origem amazbnica, que possui uma série de beneficios
medicinais, como atividade antioxidante e hidratante, além de biocompatibilidade,
aumenta a elasticidade da pele e atua como barreira fisica. O objetivo do presente
trabalho foi obter nanoemulsdo O/A, a partir de 6leo de acai, tensoativo e agua, por
meio do método de temperatura de inversdo de fase, para uso topico. O 6leo de acai
foi caracterizado por ensaios fisico-quimicos, bem como quanto ao perfil de acidos
graxos por Cromatografia gasosa (CG), espectrometria na regidao do infravermelho
(FT-IR) e andlise térmica por termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial
exploratéria (DSC). O tensoativo, o cetoconazol e suas misturas binarias com o 6leo
de acai foram avaliados por DSC. Obteve-se nanoemulsdes fazendo uso do éleo de
acai, Brij™ €S20, agua e o cetoconazol. A caracterizagcdo das nanoemulsdes foi
realizada quanto ao tamanho das goticulas, indice de polidispersidade (IP), potencial
zeta (PZ), morfologia e eficiéncia de encapsulagao (EE). O éleo de agai apresentou
indice de acidez (3,78 mg KOH/g), indice de iodo (71 gl2/100g), indice de
saponificagao (199 mg KOHY/g), indice de refracao (1,470) e densidade (0,950g/ml).
Na analise por CG apresentou 68,05% de acidos graxos insaturados, sendo 47,58%
de acido oleico. A estabilidade oxidativa do 6leo de acai em Rancimat foi cerca de
11,79 horas. A analise espectrométrica FT-IR confirmou bandas sugestivas dos
acidos graxos insaturados e por andlises térmicas observou-se que a degradacao
térmica ocorre acima de 200°C. As combinagdes das matérias-primas analisadas
por DSC foi possivel observar que a incorporacdo do cetoconazol com o dleo de
agai. A nanoemulsdo B10 com cetoconazol a 0,5 % apresentou 98,31 % de EE. A
microscopia eletrdnica de transmissdo mostrou goticulas com formato esférico e
apos estudo de PZ (-25,53 mV + 10,04), IP (0,37 + 0,04) e tamanho (128,53 nm *
10,04) por 30 dias, a nanoemulsdo apresentou pouca variagdo. Assim, pode-se
afirmar que o 6leo de acai tem potencial para ser empregado como insumo
farmacéutico podendo ser usado como fase oleosa de nanoemulsdées carreadoras
de substancias lipossoluveis.

Palavras-chave: Cetoconazol; Nanoemulsdo; Oleo de acai; Temperatura de
inversao de fase.



ABSTRACT

CONTENTE, D. M. L. Obtaining and characterization of nanoemulsion Oil in
Water from acai oil. Dissertation (Master's Degree) — Post-Graduation Program
in Pharmaceutical Sciences, 92 p., Federal University of Para, Belém, 2016.

Nanoemulsions have been proposed as an option for drug delivery current systems
and increasing interest due to several advantages when compared with traditional
formulations. Vegetable oils are considered pharmaceutical ingredients of great value
as lipid matrix of these systems, such as oil agai, of Amazonian origin oil, which has
a number of medicinal benefits such as antioxidant and moisturizing activity, and
biocompatibility, increases skin elasticity and acts as a physical barrier. The objective
of this study was to obtain nanoemulsion O / W, from acai oil, surfactant and water,
through the phase inversion temperature method for topical use. Acai oil was
characterized by physical-chemical tests and on the profile of fatty acids by gas
chromatography (GC), spectrometry in the infrared (FT-IR) and thermal analysis by
thermogravimetry (TG) and differential scanning calorimetry (DSC). The surfactant,
ketoconazole and their binary mixtures with oil acai were evaluated by DSC.
Obtained nanoemulsions making use of agai oil, Brij™ €S20, water and
ketoconazole. The characterization of nanoemulsions was performed on the droplet
size, polydispersity index (Pl), the zeta potential (PZ), morphology and encapsulation
efficiency (EE). The acai oil showed acid value (3.78 mg KOH / g), iodine value (71
gl2 / 100g), saponification number (199 mg KOH / ), refractive index (1.470) and
density (0,950g / ml). In GC analysis showed 68.05% of unsaturated fatty acids,
being 47.58% oleic acid. Oxidative stability of agai oil Rancimat was about 11.79
hours. The FT-IR spectrometric analysis confirmed bands suggestive of unsaturated
fatty acids and thermal analysis it was observed that the thermal degradation occurs
above 200 ° C. The combinations of raw materials analyzed by DSC was observed
that the incorporation of ketoconazole with agai oil. The nanoemulsion B10 with 0.5%
ketoconazole showed 98.31% EE. The transmission electron microscopy showed
droplets with spherical shape and after study of PZ (-25.53 £ 10.04 mV), Pl (0.37
0.04) and size (128.53 nm + 10.04) by 30 days, nanoemulsion showed little variation.
Thus, it can be said that acai oil has the potential to be used as a pharmaceutical
ingredient can be used as oil phase nanoemulsions loaders of fat-soluble
substances.

Keywords: Ketoconazole; Nanoemulsion; Agai oil; Phase inversion temperature.
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1 INTRODUCAO

Analisando o mercado de desenvolvimento de produtos, o uso da
nanotecnologia vem crescendo de forma significativa nos ultimos anos. Numerosas
pesquisas trouxeram avangos e inovagdes jamais vistas anteriormente (PAESE,
2008; STROHER et al, 2010).

A nanotecnologia aplicada a area da saude, apresenta sistemas
nanoestruturados que possuem area de superficie elevada, considerados vetores
para a administracdo de substancias lipofilicas, possibilitando uma liberagcéao
homogénea e, muitas vezes, controlada de substancias ativas, aumentando assim a
resposta terapéutica no sitio de agdo por tempo prolongado (PAESE, 2008). Por
este motivo, a busca por novas alternativas tecnoldgicas que aumentem a eficiéncia
de farmacos ja conhecidos tem sido intensificado (ETHERIDGE et al., 2012).

Os sistemas nanoestruturados, como as nanoemulsdes, as nanocapsulas,
nanoparticulas, cristais liquidos, entre outros, permite 0 aumento da eficiéncia de
farmacos utilizados na terapéutica atual, a reintroducdo de outros anteriormente
descartados por suas propriedades indesejaveis e o aprimoramento de novos
farmacos antes que sejam utilizados na terapéutica. Isso, porque esses sistemas
podem promover alteracbes nas caracteristicas de solubilidade do farmaco,
diminuicdo dos efeitos adversos e/ou colaterais, aumento da eficacia terapéutica,
protecdo do farmaco frente a fatores de degradacao, tais como a luz e o calor, entre
outras aplicacoes (ALICE et al., 2011).

Dentre os sistemas, destacam-se as nanoemulsdes, as quais sao sistemas
dispersos formados a partir de dois liquidos imisciveis e estabilizadas por um agente
tensoativo. Apresentam na fase interna goticulas de tamanho nanométrico, na faixa
de 20-200nm, o que lhe traz vantagens como, melhor espalhabilidade, melhor
penetracdo cutanea e hidratacdo (TRADOS et al., 2004).

A obtencdo de nanoemulsdes pode envolver alta ou baixa energia de
emulsificacdo. As técnicas que fazem uso de alta energia recorrem a energia
mecanica por meio de alta tensdo de cisalhamento, geralmente por meio de
homogeneizadores de alta pressao ou geradores de ultrassom (FERNANDEZ et al.,
2004). As técnicas de baixa energia de emulsificagdo, como a temperatura de



17

inversdo de fases, utilizam as propriedades fisico-quimicas dos sistemas para
obterem emulsdes com gotas muito pequenas (TRADOS et al., 2004).

O uso de 6leos vegetais no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
de liberacdo de farmacos vem sendo constantemente relatado em literatura
(ANDRADE et al., 2007; MORAIS et al., 2008; BERNARDI et al, 2011). Pois
apresenta grande valor ao ser usado como insumos para producdo de novos
medicamentos, alimentos e cosméticos, sua utilizacao fora dos limites da Amazobnia,
valoriza a regido e impulsiona a economia local. Dentre os dleos fixos relatados,
destacam-se, os extraidos do acai (Euterpe oleracea Mart), pracaxi (Pentaclethra
macroloba), castanha-do-Para (Bertholletia excelsa), entre outros (COSTA et al.,
2013).

A palmeira Euterpe oleraceae Mart, conhecida popularmente como acai, é
muito comum na Regido Amazénica. Apresenta um fruto de onde tem sido muito
estudado nos ultimos anos, por mostrar potenciais beneficios a saude devido a sua
composicao de acidos graxos, alta capacidade antioxidante e biocompatibilidade
(BLOISE, 2003; PACHECO-PALENCIA et al., 2008).

O éleo fixo de acai, extraido da polpa do fruto, possui grande variedade de
polifendis conhecidos por sua propriedade antioxidade, anti-inflamatéria e
antiiproliferativa (BORGES et al., 2013). Além disso, o0 0leo é constituido de acidos
graxos essenciais com potencial de emprego em formulagdes farmacéuticas e
cosméticas (MANTOVANI et al., 2003; PACHECO-POLENCIA et al., 2008).

Em razdo das diversas vantagens apresentadas o 6leo de acai torna-se
interessante no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados contendo farmacos
lipossoluveis.

Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo a obtencado e caracterizagcédo de
nanoemulsdo para uso topico, a partir do 6leo de agai, pela técnica de temperatura
de inversdo de fases.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia baseia-se na habilidade de manipular, caracterizar, e
organizar materiais em tamanhos nanomeétricos (Figura 1) (LEE, 2004).
Nanoestruturas apresentam uma grande area superficial e, frequentemente, exibem
propriedades mecanicas, épticas, magnéticas e quimicas distintas de particulas e
superficies macroscépicas (Quina 2004).

Homem
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Figura 1: Dimensdes de diferentes estruturas em nanoescala, microescala e macroescala. Fonte:
http://electroiq.com/blog/2013/10/mems-devices-for-biomedical-applications/

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar, que tem avancado
rapidamente nos ultimos anos, encontrando aplicacées, nos setores de energia,
eletrébnica, cosmetologia e medicina. Vem sendo explorado industrialmente com a
fabricacdo de novos cosméticos, medicamentos, tintas, catalisadores, revestimentos,
tecidos, etc (BERGMANN-ROSSI, 2008).

Dentro da nanotecnologia, a nanomedicina surgiu como uma nova
oportunidade, a partir do uso de nanomateriais no tratamento e diagnostico de
doencas. Neste cenario, a busca por sistemas de entrega de drogas foi um dos
segmentos que mais cresceu e que mais se publica estudos (BERGMANN-ROSSI,
2008).
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Entre outras aplicacbes observa-se, o uso de nanoparticulas de ouro para
diversos aproveitamentos em medicina como em biossensores, diagnostico de
doencgas e veiculo para entrega de moléculas dentro das células. Nanoparticulas
magnéticas tém se mostrado altamente eficientes para atuacdao em sistemas de drug
delivery, como agentes de contraste em imagens de ressonancia magnética e na
terapéutica do cancer. Nanotubos de carbono tém sido amplamente utilizados como
plataformas na fabricacdo de biossensores para detectar biomoléculas. Além disso,
estudos tém mostrado que a funcionalizacdo deste material permite sua atuacao
como moléculas carreadoras de medicamentos para aplicagées em drug delivery e
tem sido empregado com sucesso no tratamento de cancer (CANCINO et al., 2014).

Sistemas lipossomados de dimensdes nanométricas também tém tido uma
diversidade de aplicagdes como sistemas drug delivery. Os lipossomas tem sido
empregados no tratamento de doencas parasitarias, microbianas, imunologicas € no
tratamento do cancer. AmBisome® é a Anfotericina B lipossomal, seus lipossomas
sdo compostos por uma unica camada lipidica dupla, onde a droga se liga a
membrana num complexo de cargas com o distearoilfosfatidilglicerol e medem
aproximadamente 60 nm de diametro. Ele foi desenvolvido com o intuido de diminuir
os efeitos indesejaveis da terapia com o farmaco néo lipossomado (MACHADO et
al., 2007).

Além dos sistemas ja citados, ha muitos estudos e aplicacbes comerciais para
os sistemas nanoemulsionados, microemulsionados, nanoparticulas lipidicas e
nanoparticulas poliméricas (SHAH et al., 2014).

As nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos, nos
quais um liquido (a fase interna) é disperso em outro (a fase externa) na forma de
goticulas de tamanho nanométrico, na presenca de um agente emulsionante. As
nanoemulsdes tem uma vasta lista de aplicacées, tendo sucesso como veiculo de
farmacos de administracdo oral, tépica, oftalmica e parenteral (FRONZA et al.,
2007).

Como pode ser observado, ha diversos modelos de sistemas de liberagédo
nanoestruturados. No entanto este trabalho ressaltara aspectos relacionados a
nanoemulsdes de aplicacao cutanea.
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2.2 Nanoemulsoes

Nanoemulsées também sdo conhecidas como emulsdes ultrafinas,
miniemulsodes, submicroemulsdes e microemulsdes instaveis (ABOOFAZELI, 2010;
FERNANDEZ et al 2004).

Por sua vez, nanoemulsdes fazem parte de uma classificagdo de emulsoes,
em que o tamanho das goticulas encontra-se em escala nanométrica, em torno de
20 — 500 nm (FERNANDEZ et al. 2004; PEY et al., 2006). Sendo que,
nanoemulsdées com goticulas inferiores a 200 nm apresentam-se com caracteristicas
macroscopicas transparentes ou translicidas, enquanto que tamanho superior a 200
nm apresenta-se leitosa (TADROS, 2004; CAPEK, 2004).

2.2.1 Estabilidade

As nanoemulsdes sao sistemas cineticamente estaveis por um longo periodo
de tempo. Esta estabilidade coloidal inerente das nanoemulsées deve-se ao
processo de obtencao das mesmas, que Ihe atribui estabilizacao estérica quando se
faz uso de tensoativos nao idnicos e/ou polimeros; e ao tamanho nanométrico das
goticulas permite que o movimento browniano ou taxa de difusao supere a forca da
gravidade, prevenindo assim os fendmenos de instabilidade (TRADOS et al., 2004;
FERNANDEZ et al., 2004; ABOOFAZELI, 2010). Além disso, a coalescéncia também
€ minimizada, pois os glébulos ndo deformam e a espessura da pelicula interfacial
de tensoativo (em relagdo ao raio da gota) da goticula evita a ruptura (TRADOS et
al., 2004; FERNANDEZ et al., 2004).

A instabilidade pode ocorrer também através do Ostwald ripening. Este
processo é acarretado quando um sistema encontra-se polidisperso e com diferenga
de solubilidade entre as goticulas, acarretando a difusao das goticulas menores para
as maiores, causando crescimento da goticula ao longo do tempo (Ostwald
ripening), formando uma Unica gota (separacdo de fases, por exemplo, por
cremeacao e sedimentacao) (TRADOS et al., 2004; CAPEK, 2004).
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2.2.2 Aplicacoes

As nanoemulsdes O/A sao usadas ha mais de 40 anos como fonte de calorias
de acidos graxos essenciais e nos ultimos anos tem sido empregadas como sistema
de liberacao de farmacos (BRUXEL et al., 2012). Shakeel e Colaboradores (2007)
relatam esses sistemas nanoemulsionados podem incorporar ativos hidrofébicos e
atuar como sistemas carreadores, tais como, antimicrobianos, antioxidantes, e
nutracéuticos. Isso faz com que nanoemulsées tenham uma vasta lista de
aplicagdes, tendo sucesso como veiculo de farmacos de administragdo oral, topica,
oftalmica e parenteral.

Sua utilizacdo € também descrita por Aboofazeli (2010), como um grupo de
particulas dispersas usadas como veiculos para fins farmacéuticos e cosméticos,

diagnéstico, terapias com drogas e biotecnologias.

2.2.3 Vias de Penetracao Cutanea de nanoemulsao

A aplicacdo topica € conhecida como a principal via alternativa da
administragao oral de ativos medicamentosos. Entre outras vantagens, destaca-se
por evitar 0 metabolismo de primeira passagem dos farmacos (LIERBERMAN et al.,
2001; LIRA, et al., 2004).

Existem componentes/substancias “facilitadores” que aumentam o fluxo do
farmaco através das camadas mais profundas da pele, onde exercerdao sua acao
terapéutica (KREILGAARD, 2002; LIRA et al., 2004).

Quando nos referimos a penetragdo e absorcao cutanea, estes séo utilizados
com intuito de descrever ativos que atuam topicamente, como formulagdes
cosméticas e dermatologicas, todavia quando se utiliza permeacdo cutanea ou
absorcao transcutédnea sdo para aquelas formulagbes com acgdo sistémica que
atuam pela via transdérmica (LEONARDI, 2007).

A penetracao é o processo pelo qual o ativo passa somente pelo estrato
cérneo, enquanto que a permeacéao é quando o ativo passa pela epiderme e alcancga
a derme (BABY, 2001).
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As substancias ativas penetram o estrato corneo por difusdo passiva,
tomando este como uma membrana artificial semipermeavel, a velocidade de
movimentacdo durante este processo € definido pela concentracdo do ativo no
veiculo, sua solubilidade e o coeficiente de particdo 6leo/agua no estrato cérneo e
no veiculo (ANSEL et al., 2000).

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, compreendendo 10 a 15% do peso
corporal, e realiza vérias atividades para regular e defender o organismo
(LEONARDI, 2004; CLARK et al., 2007). Este 6rgao se destaca por sua importancia
funcional, como a de proteger o organismo contra muitos agentes do ambiente,
sendo a epiderme, o principal constituinte que realiza essa barreira defensiva
(SILVA, 2002). Conforme a Figura 2, a pele apresenta a epiderme (camada
superficial) seguida pela derme (HUANG et al., 2005; JUNQUEIRA & CARNEIRO,

2008).
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Figura 2 Representacéo das camadas da pele e seus constituintes.
http://www.efdeportes.com/efd192/0s-efeitos-do-acido-hialuronico.htm acesso em 04/2016

A epiderme é uma estrutura estratificada e avascular, constituida por quatro
estratos, sendo a cornea a mais superficial. O estrato cérneo apresenta uma
estrutura bifasica de lipidio/proteina e é formado por células sem nucleos
(cornedcitos), achatadas e mortas, dispersas em uma matriz de lipidios. Essa matriz

€ composta por ceramidas, acidos graxos, esteroides e trigliceréis. Sendo assim,
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este estrato constitui o principal obstaculo limitante a difusdo percutanea de
farmacos (PIROT, et al. 1998; MOSER et al., 2001; TAKAGI et al, 2003).

No entanto, a permeacdo de substancias através da pele ocorre
principalmente através de duas vias, sendo elas: a via transcelular, na qual o
farmaco atravessa os cornedcitos e a matriz lipidica; e a via intercelular, por meio da
qual o farmaco difunde-se ao redor dos cornedcitos pela matriz lipidica intercelular.
Existe também, a anexial, onde os farmacos sédo absorvidos pelo foliculo piloso,
glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas (Figura 3) (PRISTA et al, 1991;
BARRY, 2004; PATHAN, 2009)

Figura 3 Vias de penetragéo cutanea, onde A é a via intracelular, B € a via intercelular, C é a via axial
(foliculo piloso) e D é via axial (ducto sebaceo) (Thomas Spencer, 2009).

A via anexial proporciona a penetracdo rapida de substancias devido a
superficie da epiderme ser permeéavel nestes locais. E a principal via de transporte
de ides e de moléculas de elevado peso molecular, sendo que estes dificilmente
atravessam a camada cornea (OLIVEIRA e SANTOS, 2011). Porém, os apéndices
cutadneos constituem 0,1% da superficie da pele, sendo que a via transepidérmica
constitui a principal via de penetracédo de farmacos (MARTINS e VEIGA, 2002).



24

A via transepidérmica envolve a passagem das moléculas pela camada
cérnea. Os compostos polares, como a agua, penetram pela via intracelular
enquanto os compostos apolares, pela sua afinidade lipidica, difundem-se ao longo
dos espacgos intercelulares com penetragdo mais lenta. A via intercelular é
considerada a principal via de passagem, embora muitas moléculas atravessem a
camada cérnea por ambas as vias. Esta camada obriga o farmaco a difundir-se
através de uma matriz lipidica intercelular, mas a penetracdo da maioria dos
compostos estd dependente da lipofiia e do tamanho molecular (OLIVEIRA e
SANTOS, 2011; LANE, 2013).

Entretanto, a penetracdo de substadncias na pele se faz de maneira
complicada, pois é dependente das propriedades do ativo e de seu comportamento
quando incorporado a um veiculo, considerado um desafio, pois deve permitir a
entrada do ativo e ndo de outros agentes exégenos (CHORILLI et al., 2007).

2.2.4 Fase Oleosa

Oleos e gorduras de origem natural sdo largamente utilizados como veiculos
de substancias ativas para aplicagdo tépica e como componentes basicos em
diversos produtos nas areas farmacéutica e cosmética. Sua utilizagdo € justificada
por apresentar sua composicdo quimica semelhante aos lipidios naturais
encontrados na pele humana. Esses compostos sdo classificados como seguros
para uso topico na pele integra (BLOISE, 2003). Dessa forma, € importante observar
a escolha de 6leo compativel com o farmaco ativo, de forma que possa ser inerte ou

que atribua propriedades ao farmaco, como por exemplo, o éleo de acai.

2.2.4.1 Oleo de acai

7

O acaizeiro, conhecido popularmente por agai, € uma oleaginosa que
pertecente a familia Arecaceae e seu nome cientifico € Euterpe oleracea Martius.
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Ocorre espontaneamente na regidao Amazénica, distribuindo-se pelas varzeas do
estuario amazénico, ainda pelo Baixo Amazonas e pelo litoral do Amapa, Par4,
Piaui, Guianas, Venezuela e Bolivia (CALZAVARA, 1972; PESSOA e TEIXEIRA,
2012).

Figura 4 llustragao do fruto do acgaizeiro (SANTANA e COSTA, 2008).

O acai (Figura 4), fruto do acaizeiro, € consumido na forma de bebida,
preparacdes alimenticias, suplementos alimentares, além de seus usos na medicina
popular em preparacées para o tratamento de diarreia (HEINRICH et al 2014;
AMSELLEM-LAUFER, 2015).

Varias pesquisas relatam que o acgai é rico em polifendis, destacando-se as
antocianinas. Destas as antocianinas referidas, foram encontradas a cianidina
glicosidica, a cianidina-3-rutosidica, a cianidinas-3-sambubiosidicas, a feonidina-3-
rutosidica, as proantocianidinas, como os polimeros e outros flavondides, como a
orientina, a isovitexina, a escoparina e a taxifolina deoxihexose (DEL POZO-
INSFRAN et al., 2004; GALLORI et al., 2004; COISSON et al., 2005; SCHAUSS et
al., 2006).

As antocianinas sao glicosideos das antocianidinas e fazem parte do grupo
dos flavonoides, onde o nucleo basico é a estrutura do ion 4-hidroxiflavilium, e séo

compostos de duas ou trés partes: a aglicona (antocianidina); o carboidrato e,
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freqlientemente, um grupo acil (GUIMARAES, 1987). As antocianinas sdo pigmentos
naturais bastante conhecidos, pois determinam a cor de uma grande variedade de
vegetais, sendo as responsaveis pela cor violacea a roxa do agai (DEL POZO
INSFRAN et al., 2004).

Na medicina tradicional, utiliza-se varias partes do acgai, sendo a sua raiz
associada com Carica papaya (mamao), Citrus sp. (lemon) e Quassia amara (quina)
como antimalarico (VIGNERON et al., 2005) e o 6leo extraido do seu fruto como
antidiarreico (PLOTKIN e BALICK, 1984).

Estudos relatam que a polpa de acai ndo apresentou efeito genotéxico em
medula 6ssea de rato ou células de rim e figado e que desempenhou papel na
inibicdo da genotoxicidade induzida pela DXR agente antitumoral (RIBEIRO et al.
2010).

Os extratos da polpa do acai inibiram a producao de 6xido nitrico e a
expressao de iNOS a partir de células em cultura. Esta acao parece ser decorrente
de acao direta dos extratos na via de producdo do NO, molécula que apresenta
diversas atividades fisiol6gicas, tais como vasodilatagdo, neurotransmissao, além de
atividades tumoricidas e citotoxicas (MATHEUS et al., 2006).

Pacheco-Palencia e colaboradores (2008) relataram que as antocianinas sao
Uteis na prevencgao e tratamento de desordens cutaneas. Demonstram, também em
seus estudos, que a composicdo quimica do Oleo de acai influencia
significativamente na proliferagdo celular pela atividade anti-proliferativa dos
polifendis em culturas de células de cancer. Por sua vez, estudos realizados por Del
Pozo-Insfran e colaboradores (2006), elucidaram a inducdo da atividade
antiproliferativa e pro-apoptotica dos compostos polifendlicos do acai contra células
HL-60 causadores de leucemia.

Monge-Fuentes e Colaboradores (2014), em seus experimentos in vitro e in
vivo para o tratamento do melanoma com terapia fotodinamica mediada por
nanosistema com 6leo de acgai, contribuiram com resultados que apoiam a aplicacéo
deste tipo de tratamento como terapia adjuvante a procedimentos cirargicos, sendo
seletiva ao tecido tumoral.

Além desses efeitos, Rocha e Colaboradores (2007) demonstraram que a
referida planta, apresenta efeito vasodilatador, e que este efeito é dependente na
ativacdo de via NO-GMPC e também pode envolver a liberacdo do fator de
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hiperpolarizacdo, o que sugere uma possibilidade do uso do agai como planta
medicinal no tratamento de doengas cardiovasculares.

Trabalhos realizados, revelaram a capacidade anti-oxidante do agai e a sua
utilizagdo como alimento funcional, dermocosmético e até mesmo como nutracéutico
(LICHTENTHALER et al., 2005; COISSON et al., 2005; AGRA et al., 2007).

O 6leo do acgai contem varios compostos fendlicos, destacando-se o acido
vanilico. Tais compostos fenolicos apresentam propriedades anti-oxidantes, o que
torna este 6leo uma alternativa prospera em diversas areas, como a de alimentos,
suplementos, cosméticos e medicamentos (PACHECO-PALENCIA et al., 2008).

O éleo fixo de acai corresponde a aproximadamente 50% da polpa, apresenta
um perfil lipidico rico em acidos graxos mono e poli-insaturados e devido seus
beneficios a saude e suas propriedades sensoriais singulares, este éleo torna-se
uma matéria prima valiosa (SCHAUSS et al., 2006; PACHECO-PALENCIA et al.,
2008). Lubrano e Colaboradores (1994) mostraram que o éleo do acai é constituido
principalmente pelos acidos graxos oleico, palmitico e linoleico. Esses acidos graxos
sdo essenciais para a construcdo da membrana celular, hidratacdo cutanea,
desempenham papéis biolégicos importantes no metabolismo e podem ser
convertidos nos seus sais correspondentes por hidrélise alcalina, usados como
aditivo em cremes, sabdes, emulsdes cosméticas e sistemas drug delivery (BLOISE,
2003; FERRARI, 2011).

2.2.5 Cetoconazol

O cetoconazol € um derivado imidazélico com amplo espectro de acéo
antifngica e alguma atividade antibacteriana, utilizado no tratamento de micoses
sistémicas e topicas (RANG et al., 2000).

O cetoconazol, sintetizado em 1979, esta entre os azdis antifungicos mais
usados na terapéutica, seu mecanismo de acao consiste na inibicdo das enzimas P-
450 fangicas, responsaveis pela sintese do ergosterol, o principal esterol encontrado
na membrana das células fungicas. A deplecdo do ergosterol altera a fluidez da
membrana, levando a morte do fungo (GHANNOUM et al., 1999).
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Porém, para uma efetiva terapia é necessario que o cetoconazol seja liberado
no sitio de infeccdo numa adequada concentragdo para produzir um efeito
farmacolégico (FUCHS e WANNMACHER, 1998).

O cetoconazol é um pé branco ou quase branco, praticamente insoluvel em
agua, facilmente soltvel em cloreto de metileno, solivel em metanol e ligeiramente
solavel em alcool, com ponto de fusao entre 148 °C e 152 °C e peso molecular de
531,43 g/mol. Seu nome quimico € cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-
imidazol-lil-metil)1,3-dioxolan-4-illmetoxi]fenillpiperazina (Figura 5) (SOUTO e
MULLER, 2005).

Figura 5 Estrutura quimica do Cetoconazol.

2.2.6 Tensoativos

Os tensoativos sdo moléculas organicas com uma regido hidrofilica e uma
regido lipofilica. Essa caracteristica de sua estrutura quimica permite sua
aglomeracao entre fases oleosa e aquosa. Assim quando se mistura éleo e agua
para a obtencdo de emulsdes, o tensoativo age, principalmente, através da
diminuicdo da tensdo interfacial entre as duas fases, facilitando a formagédo das
emulsées (FLORENCE e ATWOOQD, 2003; CAPEK, 2004).

Por sua estrutura molecular peculiar, os tensoativos sdo chamados de
moléculas anfifilicas. A regido hidrofébica sdo cadeias carbbnicas saturadas ou

insaturadas, ou em alguns casos, menos comuns, anéis aromaticos ou
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heterociclicos. A regido hidrofilica pode ser catibnica, aniénica ou nao i6nica. De
modo geral, os tensoativos sdo classificados de acordo com a natureza do
agrupamento anfifilico (FLORENCE e ATWOQD, 2003).

Além dessa classificagdo os tensoativos podem ser sistematizados pelo seu
grau de lipofilia e hidrofilia, que € escalonado pelo equilibrio hidréfilo-lipofilico (EHL).
O valor do EHL de um tensoativo reflete se este € mais hidréfilo ou mais lipofilico.
Substancias de EHL muito baixo, ou menor que trés, sao lipofilicas, apresentando
apenas propriedades antiespumantes. Substancias de EHL entre trés e nove ja
apresentam propriedades emulsificantes dando origem a emulsbées do tipo A/O.
Substéncias de EHL entre oito e dezesseis ja comecam apresentar caracteristicas
hidrofilicas dando origem a emulsdes do tipo O/A. Substancias de EHL acima de
dezesseis ja apresentam caracteristicas hidrofilicas atuando como solubilizantes
(PRISTA,1990)

Quando adicionados a uma mistura de 6leo com agua os tensoativos tendem
a orientar no seguinte sentido: grupo polar, fase aquosa e grupo apolar fase oleosa.
O aumento da concentragdo do tensoativo requer que as moléculas se ordenem, de
maneira a reduzir a interacao entre as caudas apolares e o meio hidrofilico. Uma vez
atingida a concentracdo micelar critica, ocorre a formacdo de micelas, e as
moléculas de tensoativo passam a interagir entre si. Trés interacdes sdo dominantes
e determinam o numero de moléculas ideal para a formagdo e o formato do
agregado: repulsdo entre os grupamentos polares, interagdes entre as cadeias
apolares e entre as interfaces polar-apolar. A reducdo ou o0 aumento da
concentragdo do tensoativo e do solvente favorece a formagdo de diferentes
sistemas, tais como as microemulsdes, cristais liquidos e emulsdes. Sendo que as
interagGes intermicelares, associadas as interagdes entre as moléculas da micela e a
geometria do tensoativo influenciam o tipo de sistema formado. O valor do EHL,
também influencia na natureza dos sistemas formados, cristais liquidos liotropicos
dependem do grau de hidrofilia dos tensoativos, assim como da sua concentracao
(GUSTAFFON et al., 1997).

A selecao de tensoativos adequados para desenvolver uma emulsdo estavel
é outro fator muito importante (GULLAPALLI e SHETH, 1999). Devido a baixa
toxicidade e estabilidade frente a aditivos, os tensoativos n&o-iénicos tem sido muito
usado em emulsdes farmacéuticas (FLORENCE e ATTWOOD, 2003).
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Entre os tensoativos de caracteristicas ndo idnica, biodegradaveis e bastantes
utilizados em diversos tipos de formulagbes, encontra-se o derivado de glicol
denominado pelietilenoglicol, como o 6leo de ricino hidrogenado 40 OE (PEG 40
hydrogenated castor oil) EHL 14,1. Além desse, outro tensoativo com mesmas
caracteristicas é o Ceteareth 20 (Alcool cetoestearilico etoxilado), comercialmente
conhecido como Brij™ €S20 com EHL de 15,7 (Croda, 2014).

O o6leo de ricino hidrogenado 40 OE é um tensoativo derivado do 6leo de
mamona e funciona principalmente como emulsionante éleo em agua (O/A).
Numerosos estudos publicados utilizam esse tensoativo sistemas carreadores
(Cosmetic Ingredint Review, 2012).

Segundo a Cosmetic Ingredint Review (1999), o Cetearet 20 é utilizado em
diversas formulacdes para a pele, pois ele melhora a absor¢do de drogas, além de
ser tolerante a diversos niveis de pH.

2.2.7 Métodos de Obtencao de nanoemulsoées

As nanoemulsdes necessitam de energia para sua formagédo. Neste sentido,
podem ser aplicados os métodos de baixa energia, que fazem uso da energia
guimica armazenada no sistema, ou de alta energia de emulsificacdo, que utiliza
energia mecanica (SOLE et al., 2010).

Os métodos que envolvem alta energia de emulsificagdo sado baseados na
geragao de energia mecanica através de cisalhamento capaz de deformar e quebrar
as goticulas da fase dispersa formando glébulos de menor diametro, desde que a
pressdo de Lapace seja superada (Lei de Young-Laplace). Este método utiliza
aparelhos como os agitadores de alta velocidade, homogeneizadores de alta
pressao, geradores de ultrassom e microfluidizador (FERNANDEZ et al. 2004;
TADROS et al., 2004; LIU et al., 2006).

A homogeneizagao sob alta pressdo € um método amplamente descrito para
obtencédo de nanoemulsdes carreadoras de farmacos, o qual consiste na passagem

de uma dispersdo grosseira por um orificio, sob pressdo elevada, em turbuléncia
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intensa, produzindo entdo uma emulsdo com um didmetro de goticula extremamente
pequeno (KOURNIATIS et al, 2010).

Outro método, de alta energia, muito utilizado € a emulsificagdo por ultrassom
ocorre principalmente através de dois mecanismos. Em primeiro lugar, o uso de um
campo acustico produz ondas interfaciais que se tornam instaveis, resultando na
erupcgao da fase de 6leo no meio da agua em forma de goticulas. Em segundo lugar,
a aplicacao de baixa frequéncia ultrassénica provoca a cavitagdo acustica, isto €, a
formacao e subsequente colapso de microbolhas por flutuagdes de pressao de uma
onda de som simples. Esse segundo evento é responsavel pela quebra das
goticulas em tamanho nanométricos (SUTRADHAR e AMIM, 2013).

Os métodos que utilizam baixa energia de emulsificagdo estdo associados a
transicdo de fases que ocorre durante o processo de emulsificagdo. Quando este
processo ocorre a temperatura constante e variando-se a concentragdo do éleo ou
da agua, é denominado emulsificagdo por inversdao de fases (Emulsion Phase
Inversion - EPI). Quando ha manutencdo constante das fracbes volumétricas e
variacdo da temperatura do sistema é conhecido como temperatura de inversao de
fases (Phase Inversion Temperature — PIT) (FERNANDEZ , et al., 2004), sendo este
ultimo o método selecionado para realizacao deste trabalho.

A emulsificacao por temperatura de inversdao de fase é um método de baixa
energia, onde a temperatura do sistema de emulsdo é aumentada para alterar o
padrdao de solubilizacdo do tensoativo (hidrofilico para lipofilico) que forma
microemulsdes bicontinuas seguido por inversao da emulsdo. O processo envolve
quatro passos (Figura 6):

(A) A temperatura é abaixo do PIT, ele apresenta uma macroemulsao e os
surfactantes nao idnicos, na maior parte hidrofilica;

(B) A temperatura € aumentada; os tensioativos tornam-se gradualmente
lipofilico e sdo solubilizados pela fase de 6leo;

(C) Séo formadas microemulsoes;

(D) O sistema é arrefecido rapidamente (choque térmico) e ocorre a formacao
das nanoemulsdes (Figura 6) (ANTON e VANDAMME, 2009).
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Figura 6 Formagao de nanoemulsdes utilizando o método temperatura de inversao de fases. Onde,
FA é fase aquosa; FO é fase oleosa e T é tensoativo.

Disponibilizando um répido resfriamento ou aquecimento das emulsdes
formadas em temperatura adequada, podem formar emulsdes cineticamente estaveis
e com baixo indice de polidispersividade (SOLANS et al., 2005; EE et al., 2008).

2.2.8 Métodos de caracterizacao

A estabilidade de uma emulsdo é de extrema importancia nos varios
procedimentos industriais e produtos emulsionados. A fim de caracterizar estes
sistemas varios estudos sdo sugeridos na literatura como: a determinagcdo do
tamanho dos glébulos da fase dispersa, além da carga de superficie (potencial zeta),
morfologia, da eficiéncia de encapsulacao e perfil de liberagdo ex vivo.

2.2.8.1 Tamanho da goticula e indice de Polidispersidade

A anadlise do tamanho deve ser realizada apds o preparo e durante seu

armazenamento, pois quanto mais rapido ocorrer a alteracdo do tamanho dos
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glébulos, menor sera a sua estabilidade (LIEBERMAN et al. 1988; JEONG et al.,
2001; KULMYRZAEV & SCHUBERT, 2003; ROLAND et al., 2003).

O Tamanho e o indice de polidispersidade sdo analisados pela técnica da
espectrometria de correlacdo de fétons (ECF). Seu mecanismo baseia-se no
movimento browniano das goticulas em suspensdo, onde goticulas menores
apresentam movimentos rapidos e as maiores apresentam movimentos lentos. A
técnica ECF mensura os movimentos brownianos e relaciona estes movimentos ao
tamanho das goticulas, reproduzindo grafico onde a intensidade diferencial ou
cumulativa sdo expressos em fungéo do didmetro da goticula (MARVEN, 2004).

Por sua vez, o indice de polidispersidade (IP) é uma medida da distribuicao
do tamanho das goticulas. Quando o resultado esta proximo de zero, significa que a
populagdo da amostra € mais homogénea, enquanto que resultados entre 0,1 e 0,2
indicam uma distribuicdo estreita, e indices acima de 0,5 demonstram uma
distribuicdo muito ampla (HOMMOSS, 2009).

Esta técnica, por convengéo, é formada por um laser monocromatico em um
comprimento de onda fixo como fonte de luz. O laser converge para a amostra,
através de uma lente de focalizagdo. A luz é espalhada em varios angulos pelas
goticulas presentes na amostra. Um detector analisa a luz espalhada e as flutuagdes
de intensidade da luz espalhada e converte em pulsos elétricos, 0s quais séo
transmitidos em um dispositivo de correlagdo digital. Este suscita uma funcédo de
autocorrelacdo, a partir da qual se relaciona com coeficiente de difusdo das
goticulas, que, por sua vez, com o tamanho das goticulas (MARVEN, 2004).

Assim, pode-se calcular o tamanho destas goticulas pela taxa de variacao da
intensidade da luz dispersa. Os sinais de intensidade detectados séo utilizados para
calcular uma funcéo de auto-correlacdo, a partir da qual se obtém o coeficiente de
difusdo, o diametro esférico pode ser calculado aplicando-se a equacao de Stokes-
Einstein, que relaciona o coeficiente de difusdo de uma particula com seu didmetro
(r), Equacgéo 1:

r = kT/3mpD Equacao 1

Onde, k é a constante de Bolzmann; T é a temperatura absoluta; p é a
viscosidade do meio externo; e D é o coeficiente de difusao.
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2.2.8.2 Potencial zeta

Assim como o tamanho da goticula, o potencial zeta (PZ) € indicativo da
estabilidade de nanoemulsdes, tendo em vista que goticulas com carga agregam-se
menos durante a estocagem devido a repulsdo eletrostatica (MALVERN, 2004).
Portanto, alteracdes desse valor podem corresponder a mudangas na constituicao e
caracteristicas da amostra. (LIEBERMAN, et al. 1988; STACHURSKI & MICHALEK,
1996; GU & LI, 1997).

O PZ reflete a carga da interface das goticulas dispersas em um campo
elétrico carregado. Esta medida é a diferenca de potencial existente entre a
superficie de ions fortemente ligados a superficie da goticula e uma regidao neutra
(ndo carregada) da solugédo, onde ha uma diferenca relevante da viscoelasticidade,
quando comparada a solugdo adjacente aos glébulos (Figura 7). E importante um
valor negativo ou positivo e elevado do potencial zeta (25 mV ou maior, em valor
absoluto). Isso significa que a forga repulsiva da dupla camada é maior do que a
forca atrativa de London, evitando, desta maneira, uma possivel floculagdo
(LIEBERMAN et al. 1988; BENITA & LEVY, 1993; ROLAND et al., 2003). Marcato
(2009) descreve que excelente estabilizacao eletrostatica é adquirida quando o PZ
maior que +30 mV ou que -30 mV.

As goticulas eletricamente carregadas, quando submetidas a um campo
elétrico, movimentam-se na dire¢cdo de um eletrodo de carga contraria. Visto que a
velocidade de mobilidade é proporcional ao potencial da superficie da particula, o
potencial zeta pode ser estimado a partir da medicdo da velocidade das particulas
(GUIMARAES e RE, 2011).
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Figura 7 Representagdo esquematica sobre Potencial Zeta. Fonte: Malvern, 2004.

2.2.8.3 Aspecto Morfologico

A caracterizacao da morfologia do sistema pode ser realizada por microscopia
eletrbnica de transmissao, através do direcionamento um feixe de elétrons que é
irradiado sobre uma amostra ultra fina, interagindo com esta enquanto a atravessa.
A partir desta interacdo a imagem é formada, em seguida, é ampliada e focada em
um dispositivo de imagem. O contraste na imagem formada ocorre pela absorcéo de
elétrons pelo material devido a espessura e composicdao do material (GALLETI,
2003).

2.3.8.4 Eficiéncia de Encapsulacao (EE)

Alguns estudos mostraram que uma elevada porcentagem da substancia ativa
nao esta localizada nas goticulas lipidicas, mais sim na fase aquosa, acarretando
uma distribuicdo do farmaco extremamente rapida (MEHNERT E MADER, 2001). O

que torna importante o estudo da quantidade de farmaco que esta encapsulado.
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A EE é a quantidade de farmaco incorporado no sistema, em relagdo a
quantidade total do ativo inicialmente adicionado ao sistema.

A ultrafiltracao-centrifugacdo € uma boa técnica para separagéo das fracoes
encapsulada e livre do farmaco em sistema nanoemulsionado. As goticulas com o
farmaco encapsulado permanecem na parte superior de tubos de centrifuga
equipados com sistema filtrante enquanto a fase aquosa com farmaco livre move-se
para a parte inferior. Em seguida, a quantificagdo do farmaco livre pode ser
estimada, entre outros aparelhos, como cromatografia liquida de alta eficiéncia
(PULGLIA et al., 2008).

Conforme Nemen e Lemos-Senna (2011) e Muller e Colaboradores (2004), a
quantificacdo do farmaco pode ser feita apds solubilizacdo do sistema
nanoemulsionado em metanol, seguida de centrifugacdo, coleta e doseamento do
sobrenadante.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Obter e caracterizar nanoemulsao O/A contendo 6leo de acai, como fase

lipofilica, para aplicagao topica.

3.2

Especificos

Caracterizar o éleo de acai quanto aos parametros fisico-quimicos e seu perfil
de acidos graxos.

Avaliar a compatibilidade das misturas binarias dos componentes da

formulagao por analise térmica;

Obter nanoemulsées fazendo uso do método da temperatura de inversdo de
fases;

Desenvolver metodologia analitica de por Cromatografia liquida de alta

eficiéncia para quantificacdo do cetoconazol na nanoemulséo.

Caracterizar as nanoemulsdes quanto ao tamanho das goticulas, indice de

polidispersidade, potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulacao.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

O ébleo de acai, lote 04134410R, foi adquirido da empresa Beraca Sabara
(Santa Barbara do Oeste, Sdo Paulo). Foi adquirido 500 g de Oleo, este foi
fracionado em frascos ambar em quantidades de 150 mL e hermeticamente
fechados e armazenados sob atmosfera inerte de nitrogénio sob temperatura de 25
+2°C.

Figura 8 Imagem do éleo de agai.

Os tensoativos testados nas formulagdes foram: o Alcool cetoestearilico
etoxilado 20 OE (CAS: 68439-49-6, lote 0808288), INCl: CETEARETH 20,
conhecido comercialmente como Brij™ €S20, com equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL)
de 15,7; e o Oleo de ricino hidrogenado e etoxilado (CAS: 61788-85-0, lote
0712788), INCI: PEG 40 hydrogenated castor oil, conhecido comercialmente como
Croduret™ 50, lote 0836015, EHL 14,1. Estes tensoativos foram gentilmente cedidos
pela Croda do Brasil® Ltda (Sao Paulo, SP).

O Cetoconazol foi fornecido pela Natural Pharma, Sao Paulo, Brasil, lote
002082, — utilizado como farmaco modelo, e o Cetoconazol SQR, lote 1033, cedido
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pelo Instututo Nacional de Controle de Qualidade em Saude, sendo coordenado pela
Fundacao Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil).

4.1.2 Reagentes e Solucoes

Agua ultrapura; Metanol grau CLAE-J.T.Baker®(CH30OH, CAS: 67-56-1, lote:
K46C23); Cloroférmio — Synth®; (CHCI3, CAS: 67-66-3, lote:147115); Eter etilico (R)
— Fornecedor: Labsynth®; Solucéo de fenolftaleina (Sl); Brometo de potassio (KBr);
Acetato de etila P.A.; Acetonitrila P.A. HPLC.

4.1.3 Equipamentos

Balanca analitica (Shimadzu) modelo AY220, n. De série D309200050; placa
agitadora com aquecimento (Fisatom) Mod 752A; banho-maria (Quimis), centrifuga
(Centribio); banho de ultrasson Ultrassonic Cleaner (Kondentech); vortex Mixer
(Vixar); estufa 502 (Fanem); refratdmetro de Abbé (marca Jena), acoplado a um
banho térmico (Thermo Haake); agitador magnético (MAG-MULTI Marte); Zeta ziser
Nano Series (Malven, Reino Unido); Cromatografo Liquido com detector Water 2998
Photodiodode Array Detector; cromatdgrafo a gas Varian modelo CP 3380, equipado
com um detector de ionizagdo de chama Varian Inc., EUA); espectrofotdmetro com
transformador de Fourier (Shimadzu Corporation IR Prestige 21 Cat. No. 206-73600-
36- Kyoto-dapan); Microscépio eletrénico de transmissdo (MET); Rancimat 743
Metrohm (Herissau/Sui¢a); e analisador térmico TGA-50/50H e DSC-60
(Shimadzu®).
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4.2 Métodos

As analises de caracterizacao classicas do 6leo, bem como a caracterizacao
das nanoemulsdes foram realizas nos laboratérios de Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D) Medicamento e Cosmeético, Controle de Qualidade da Faculdade de
Farméacia. A estabilidade oxidativa por Rancimat realizada no Laboratério de
Oleoquimica da UFPA. A analise de Cromatografia a gés foi realizada no Laboratério
de Medidas Fisicas da UFPA. A analise morfoldgica foi realizada no Laboratério de
Ultraestrutura Celular Hertha Meyer na UFRJ.

4.2.1 Caracterizacao do 6leo de acai

Para avaliar a identidade e qualidade do 6leo de acgai, foram realizados testes
classicos como ensaios de indice de acidez, de iodo, saponificacdo, densidade e
refracdo, como também testes mais precisos como analise do perfil lipidico por
cromatografia gasosa, a estabilidade oxidativa, andlise de espectroscépica na regiao

do infravermelho (FT-IR) e andlise térmica.

4.2.1.1 indice de acidez

O indice de acidez do 6leo de acai foi determinado segundo o protocolo da
American Oil Chemists Society AOCS Cd3d-63.

A realizacdo do procedimento consistiu em pesar 0,29 da amostra em um
frasco erlenmeyer de 125mL e adicionar, com auxilio de uma proveta, 50mL de
solucado éter etilico:etanol etilico 96% (1:1) v/v. A mistura de solventes foi
previamente neutralizada com KOH 0,1 N e em seguida foram adicionadas 2 gotas
de fenolftaleina como indicador. A solucdo foi titulada com KOH 0,1N até a
observacdo da coloracdo résea palida que persistiu por aproximadamente 30
segundos.
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O indice de acidez foi determinado apés aplicacdo dos dados encontrados na
Equacéo 2.

IA=5,61n/m Equacao 2

Onde IA é o indice de acidez (mg KOH/g), n é o volume (em mL) de hidréxido

de potassio 0,1N gasto na titulacdo e m é a massa da amostra.

4.2.1.2 indice de saponificacéo e indice de iodo (método indireto)

A determinacao do indice de saponificacdo, assim como o indice de iodo, foi
determinado pelo perfil de &cidos graxos obtidos a partir da anélise por
cromatografia em fase gasosa, segundo a pratica AOCS Cd 1c- 85 e AOCS Cd 3a-
94, respectivamente (American Oil Chemists Society, 1995). Os métodos descrevem
as Equacbes 3 e 4 para predicado do indice de saponificagdo e de iodo
respectivamente:

s 3%x56,1x1000
"OmisaT p M x3+92,09—(3%x18)

Equacao 3

Onde:

|.S.mistwra = indice de Saponificagcdo da mistura de &cidos graxos;

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= converséo de g para mg;

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

18= peso molecular da agua.

indice de iodo = (% &cido palmitoleico x 0,950) + (% acido oleico x 0,860) +

(% &cidolinoleico x 1,732) + (% acido linolénico x 2,616) Equacao 4
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4.2.1.3 indice de refracao

O ensaio do indice de refragao foi realizado em triplicata, empregando um
refratdmetro de Abbé (marca Jena), acoplado a um banho térmico (Thermo Haake)
com temperatura controlada. A leitura foi feita a temperatura de 29,70 °C, conforme
o protocolo AOCS Cc7-25.

4.2.1.4 Densidade Relativa

A densidade do 6leo de agai foi determinada pelo método do picnémetro de
vidro, & temperatura de 24 °C, de acordo com a metodologia da Farmacopeia
Brasileira 52 edi¢ao (2010).

A analise foi realizada com picnémetros de vidro de 5 mL com juntas
esmerilhadas. Os picnémetros limpos e secos foram calibrados e preenchidos com
agua recém-destilada. Em seguida o 6leo foi adicionado cuidadosamente pela
parede para prevenir formacao de bolhas de ar, quando necessario foi removido o
excesso da amostra da lateral do recipiente e conferido a temperatura. O valor da
massa do 6leo de acai foi obtido pela diferenca de massa do picnémetro cheio e
vazio. A densidade relativa é igual a razdo entre a massa da amostra liquida e a
massa da agua, ambas na mesma temperatura.

O ensaio feito em triplicata foi determinado conforme a férmula equacéo 5.

Densidade relativa a 25°C = A — B/C, Equacao 5
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Onde, A é a massa do picnémetro contendo 6leo; B é a massa do picnémetro vazio

e C é a massa da agua & temperatura de 24 °C.

4.2.1.5 Perfil de acido graxos por Cromatografia Gasosa

A composicdo de acidos graxos do Oleo de acai foi determinada pela
derivatizacdo de acidos graxos em ésteres metilicos, conforme o método proposto
por Rodrigues e colaboradores (2010). Os derivados foram isolados via
saponificacdo e esterificacdo com KOH em metanol (0,1 mol/L) e HClI em metanol
(0,12 mol/L). Em seguida, foram extraidos por hexano e injetados no cromatografo a
gas (Varian modelo CP 3380), equipado com um detector de ionizacdo de chama
(no inglés, Flame lonization Detectation — FID) e com uma coluna capilar CP-Sil 88
(comprimento 60 m, diametro interno 0,25 mm, espessura 0,25 mm; Varian Inc.,
EUA). As condigbes cromatogréficas foram: hélio como gas de arraste com vazao de
0,9 mL/min; um detector de ionizagdo de chamas a 250 °C, um injetor (split razao de
1:100) mantido a temperatura de 250 °C e um volume de inje¢éo de 1 uL. A coluna
foi submetida a uma rampa de aquecimento de 80 °C a 205 °C, com um aumento
subsequente de 4 °C/min. Os picos de acidos graxos individuais foram identificados
por comparacao dos tempos de retencdo com os de misturas conhecidas de padréao
de acidos graxos (74X Nu-check-prep, Inc., EUA), executados sob as mesmas
condicdes operacionais. Os resultados foram expressos em porcentagem relativa do
total de 4cidos graxos.

4.2.1.6 Espectrometria na regiao do Infravermelho (1V)

A espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho do éleo de acai foi
efetuada em um espectrofotbmetro com transformador de Fourier (Shimadzu
Corporation IR Prestige 21 Cat. No. 206-73600-36- Kyoto-Japan) utilizando discos
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de Brometo de Potassio (KBr) na regido espectral de 4000 a 500 cm™, descrita por
Costa e Colaboradores (2013).

4.2.1.7 Estabilidade oxidativa do éleo do acai — Rancimat

O indice de estabilidade oxidativa (OSI) foi avaliado pelo equipamento
Rancimat 743 Metrohm (Herissau/Suica) a 100 °C, sob fluxo de ar de 20 L/h,
utilizando- se amostras de 5 g de éleo, seguindo o método AOCS Official Method Cd
12b-92.

4.2.1.8 Analise térmica do 6leo de acai

O dleo de acai foi submetido as analises de termogravimetria (TG) e
calorimetria diferecial exploratéria (em inglés, diferecial exploratory calorimetry -
DSC), onde a TG foi realizada em um analisador térmico Shimadzu® (modelo TGA:
50/50H) e o DSC foi realizado em um Shimadzu®DSC plus 60.

As amostras foram pesadas de 5 a 10 mg, adicionadas em cadinhos de
platina e as analises foram executadas nas seguintes condicdes: atmosfera de
nitrogénio e de ar sintético (50 mL/ min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min numa
faixa de temperatura de 25 a 550 °C. Os calculos de perda de massa e variagéo de
entalpia foram realizados com auxilio do programa TA 60w Shimadzu® (NUNES et
al., 2009; COSTA et al., 2013). As andlises de DSC foram realizadas em cadinhos

de aluminio hermeticamente fechados.

4.2.2 Estudos de pré-formulacao

A caracterizacdo do farmaco, dos tensoativos e de suas misturas binarias

com o 6leo de acai, foi realizada por calorimetria exploratoria diferencial. As analises
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térmicas seguiram as mesmas condigcdes relatadas nos itens 4.2.1.8 (SILVA
JUNIOR, 2000; COSTA et al., 2013).

Foram preparadas amostras de 1g das seguintes misturas binarias: 6leo e
cetoconazol (1:2); 6leo e Brij™ CS20 (2:1); 6leo e Croduret™ 50 (1:1), sendo as
duas ultimas misturas aquecida para melhor homogeneizacao e transferidas 5 mg
para cadinhos de aluminio. Procedeu-se as anadlises por DSC numa faixa de
temperatura de 25 a 300 °C.

4.2.3 Método de preparo das formulacoes

O preparo das nanoemulsdes foi realizado seguindo o método de temperatura
de inversao de fase (FERNANDEZ, 2004; SOLANS, 2005; MONGE-FUENTES,
2014). A fase oleosa, formada do Oleo de acai e o tensoativo, foi pesada
separadamente da fase aquosa (agua destilada) (Tabela 1). A fase oleosa foi
submetida a agitacao (600 rpm) por agitador magnético e leve aquecimento por 5
minutos. Apds este tempo, foi adicionada a fase aquosa sob agitacao e aquecida até
a temperatura de 80 °C. Subsequentemente a formulacdo foi submetida a
resfriamento rapido até aproximadamente 25 °C por banho de agua fria.

Baseado nos estudos realizados por Monge-Fuentes (2014), foram testadas 4
formulacbes de cada tensoativo, utilizando diferentes concentracbes desses
surfactantes assim definidas (éleo:tensoativos) - 1:3; 1:3,5; 1:4; 1:4,5, onde a
concentracdo do Oleo permaneceu estavel e as concentragcdes dos tensoativos
variaram (7, 8, 9 e 10%, respectivamente). Este teste teve como objetivo avaliar a
influéncia do tensoativos no tamanho das goticulas, e assim, selecionar a

preparacao de menor tamanho para continuacao do estudo.

Tabela 1 Concentracdes dos constituintes para o preparo das nanoemulsdes.

Oleo:Tensoativos Oleo de acai Tensoativo Fase aquosa
1:3 2% 7% g.s.p. 11 mL
1:3,5 2% 8% g.s.p. 11 mL
1:4 2% 9% g.s.p.- 11 mL

1:4,5 2% 10% g.s.p. 11 mL
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4.2.3.1 Incorporacao do farmaco cetoconazol

As nanoemulsbées selecionadas apo6s estudo feito no item 4.2.3.1, foram
testadas quanto a adigdo do cetoconazol nas concentragbes de 0,5% e 1%. O
preparo foi realizado pelo método da temperatura de inversdo de fase, conforme o
item 4.2.3, com adi¢do do cetoconazol na fase oleosa.

4.2.3.2 Estudos de estabilidade dos sistemas nanoemulsionados

A estabilidade fisica das NE foi acompanhada avaliando-se o tamanho de
goticula, o indice de polidispersividade e o potencial zeta das formulagdes, por
periodo de 30 dias. Para realizar a analise, as amostras foram diluidas em agua
ultrapura (1:100) nos tempos 1, 15 e 30 dias.

4.2.4 Validacao Analitica para Doseamento de Cetoconazol a partir das NE por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Tendo em vista que a determinacgdo da eficiéncia de encapsulacao e o perfil
de liberacdo ex vivo na NE estdo entre os objetivos deste trabalho, tornou-se
necessario o desenvolvimento e a validagdo de uma metodologia analitica sensivel e
reprodutivel para o doseamento do cetoconazol a partir de sistema
nanoemulsionados.

A validagdo analitica foi executada para garantir, através de estudos
experimentais, que o meétodo atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas,
assegurando a confiabilidade e seguranca dos resultados obtidos (ANVISA, 2003).

A validacdo da metodologia analitica seguiu critérios determinados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da Resolucao de n. 899
de 20 de maio de 2003 e os parametros analisados foram especificidade,
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linearidade, precisdo intermediéaria, repetibilidade, exatidao, recuperacao, limite de
deteccao e limite de quantificacdo. A deteccdo e quantificagdo do Cetoconazol foi
realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector UV em arranjo
de diodo (CLAE/DAD), segundo ANVISA (2003).

4.2.4.1 Condicoes cromatograficas

A quantificagdo do cetoconazol a partir de NE foi realizada por CLAE
utilizando os seguintes parametros: Cromatdgrafo Waters Alliance e 2695 equipado
com um detector Waters 2998, e com uma coluna capilar X Bridge™ C18 5 um
4.6X20mm GuardCartridge (2PK). As fases moveis foram compostas de
Trietanolamina:Metanol (1:500) e Acetato de Amonio:Agua ultrapura (1:200) —
(75:25, v/v) — onde a Trietanolamina:Metanol foram filtradas em filtro de nylon 66
membranas (0,45 um x 47 mm) e a Acetato de Amonio:Agua foram filtradas com
filtro de membrana HA em ésteres de celulose (NTR ATO 75-80%) 0,45 micra, 47
mm branca lisa da marca Milipore. As demais condicdes cromatograficas foram:
fluxo de 1,23 mL/min, um volume de injecdo de 10 pyL. A deteccao foi programada
para 244 A.

4.2.4.2 Preparacao da solucao-mae e suas diluicoes

A solugcao-mae (SM) foi feita com o cetoconazol (SQR). Pesou-se 0,0030 g
de cetoconazol em um baldo de 100 mL e o volume foi completado com metanol, a
fim de obter concentracées de 30 pg/mL. Esta solugéo foi diluida para obtengéao
de 6 solugdes com diluicoes seriadas na faixa de concentracdo 1,0, 2,0, 4,0, 6,0,
8,0 € 10,0 pg/mL.
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4.2.4.3 Especificidade

A especificidade do método foi determinada por comparagdo entre os
tempos de retencdo dos picos nos cromatogramas do cetoconazol (SQR) em
metanol na concentracdo de 6,0 ug/mL, com o cetoconazol (fornecido pela Natural
Pharma) em metanol na concentracado de 6,0 ug/mL e do filtrado de Nanoemulséo
(formula B10 com Cetoconazol a 0,5%).

4.2.4.4 Linearidade

A linearidade foi determinada por meio da construcdo da curva analitica na
concentragado de 1,0 a 10,0 pg/mL de solugao de cetoconazol. Para isso, foi utilizado
a SM com 0,0030 g de padrao e suas diluicdes seriadas na faixa de concentracao
1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 pg/mL. As solucdes foram filiradas sobre membrana de

Milipore® 0,45 um e 10uL foram injetadas no cromatégrafo. Cada solucao foi injetada
no cromatégrafo em triplicata e em 3 dias diferentes. A curva média foi plotada um
grafico de dispersao relacionando a média das areas dos picos formados nos
cromatogramas e suas respectivas concentragdes. O estudo da regresséo linear foi
realizado para obter a equacgéo da reta entre as concentracdes de cetoconazol e as
alturas dos picos correspondentes, expressa por y= a + bx. O critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlacao (r) ndo pode ser menor que 0,99 (FDA, 2001;
ANVISA, 2003).

4.2.4.5 Precisao intermediaria e Repetibilidade

Para medir essa preciséo foi utilizado as concentra¢des de 2, 6 e 10 pg/mL

quantificadas em triplicata, a cada dia e realizando a comparagdo entre a
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quantificagdo das mesmas concentracées em dois dias. Foi avaliado o coeficiente de
variacao e esse nao deve ser maior que 5%.
O ensaio de repetibilidade foi realizado em um dia, com o mesmo analista,
analisado uma amostra na concentragédo de 6,0 pg/mL em seis vezes e o resultado
foi expresso como coeficiente de variagdo que nao pode ser maior que 5%.

Ambos os testes, foram calculados através da Equacao 6.

cv (%) Desvio padrio i
= Concentracdo média determinada &

Equacao 6

4.2.4.6 Exatidao

O teste de recuperacéo foi realizado para avaliar a exatiddo do método, o qual
foi analisado nas concentragdes 2,0, 6,0 e 10,0 pg/mL em triplicata. Embora a
legislacdo nao recomende valores de desvios permitidos para este teste, admite-se
o0 mesmo valor limite aplicado para precisdo, ou seja, ndo pode ser maior que 5%.
Os limites de recuperacao nado devem ser inferiores a 80% e superiores a 120%
(RIBANI et al., 2004)

A exatidao foi calculada pela Equacao:

R(%) Concentraciao média experimental -
0) = = = 5%
Concentracgio tedrica

Equacao 7

4.2.4.7 Limites de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram calculados matematicamente a
partir da relagdo entre a curva de calibragdo de cetoconazol e sua inclinacao,
utilizando o fator multiplicador indicado pela norma ICH (1996), nas Equacdes 8 e 9,
respectivamente.
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LD =DP x 3 Equacao 8

Onde: LD: Limite de deteccéao
DP: Desvio padrao da reta de calibragéo;

IC: Inclinag&o da curva de calibracao.

LQ=DP x 10 Equacao 9
IC

Onde: LQ: Limite de deteccao

DP: Desvio padrao da reta de calibragao;

IC: Inclinac&o da curva de calibragao.

4.2.5 Morfologia

A morfologia foi feita em microscopio eletrénico de transmissdao (MET),
modelo Zeiss 900. Inicialmente foi preparada uma diluicdo aquosa de NE, na razéo
de 1:100 em agua destilada. Uma gota da amostra diluida foi colocada em uma
grade de cobre com malhas de 400 mesh por unidade. Ap6s 30 segundos, o
excesso foi retirado em filme continuo utilizando papel filtro. Em seguida, foi
adicionada uma gota de acido fosfotungstico a 2% e novamente apds 30 segundos

foram secas em filme continuo utilizando papel filtro.

4.2.6 Eficiéncia de Encapsulacao

A determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo foi realizada medindo-se a
concentracao livre do farmaco na fase aquosa. A fracdo livre foi separada apds
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filtracdo da amostra, seguida de solubilizacdo em metanol e centrifugacdo para
separacdo das goticulas do meio aquoso. Fracdes dos sobrenadantes foram
coletadas e quantificadas por CLAE conforme item 4.2.4.1. Em cada sistema
filtrante, foi adicionado 1 mL da NE diluida. As unidades foram centrifugadas a 4.000
rpm por 60 minutos em uma centrifuga Centribio. A analise foi feita em triplicata. Por
fim, a EE em porcentagem foi calculada pela relacdo entre o total da substancia
ativa encapsulada e total da substancia ativa na formulacgéo.

EE % = Total do ativo encapsulado x 100 Equacao 10

Total do ativo adicionado na formulacéo

4.2.7 Analise de dados

A média e o desvio padrdao da média (DP) foram calculados no programa
Excel 2010.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do 6leo de acai

As caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos vegetais sdo dependentes de sua
constituicdo graxa, sendo necessario a realizacao de testes fisico-quimicos para se
ter conhecimento desta. Variados testes foram utilizados para se obter importantes
dados da natureza do 6leo de agai, assim como, para o controle de qualidade, uma
vez que estes sdo necessarios que se possa conferir a degradacao ou falsificacao
(GUNGSTONE, 2004).

5.1.1 indice de acidez, iodo, saponificacio, refracdo e densidade

A Tabela 1 mostra as caracteristicas fisico-quimica do 6leo de agai analisado.

Tabela 2 Caracteristicas fisico-quimicas do éleo de agai.

Parametros Resultados
Organoléptica Verde escuro
indice de acidez 3,66 mg KOH/g
indice de saponificagdo 199 mg KOH/ g
indice de iodo 77,0 g 1/100g
indice de refragéo (25°C) 1,470
Densidade relativa 0,950 g/mL

A cor descrita acima, verde escura, encontra-se de acordo com a coloragao
encontrada por Pacheco-Palencia e Colaboradores (2008) e Silva e Rogez (2013).

A acidez de um 6leo provém da reacao hidrolitica dos triacilglicerois, sendo
uma variavel relacionada a natureza e qualidade da matéria-prima, ao seu

processamento e as condigdes de conservacdo (MORETTO e FETT, 1998). Um
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elevado indice de acidez pode ser sugestivo de processamento insatisfatorio,
estocagem inadequada, manuseio impréprio, entre outros (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). A ocorréncia elevada de &cidos graxos livres ocasionado por
reacoes hidroliticas resulta em mudangas sensoriais no éleo, como diferencas na cor
e no odor, e consequentemente nos produtos derivados deste 6leo (FERREIRA et
al., 2008; SILVA et al, 2009; NEDHI, 2013; WALIA et al., 2014).

Segundo a RDC 270 da ANVISA (2005), o indice de acidez recomendado é
no maximo de 4 mg KOH/g para 6leos vegetais. Apds andlise, o 6leo de acai
apresentou indice de acidez igual a 3,66 mg de KOH/g (Tabela 1). Desta forma, o
valor encontrado foi dentro dos limites recomendado pela ANVISA.

O resultado do indice de acidez € um ensaio que pode variar conforme a
temperatura, ar atmosférico, luz e amadurecimento do fruto. Armazenar o éleo de
maneira correta evita a acado desses fatores e, consequentemente, evita a sua
deterioracdo, aumentando a vida de prateleira do produto (MORETTO e FETT,
1998).

A reacado de saponificacdo, conforme Ribeiro e Seravalli (2004), pode
estabelecer o grau de deteriorizacado e da estabilidade, verificar se as propriedades
dos 6leos estdo de acordo com as especificagdes e indentificar possiveis fraudes e
adulteracdes com substancias insaponificaveis como 6leo mineral.

O valor do indice de saponificacdo observado na amostra do 6leo de acai
(199 mg KOH/qg), Tabela 1, esta similar aos encontrados por Silva e colaboradores
(2009) e Walia e colaboradores (2014) descreveram indices de saponificacdo de de
192.88 mg KOH/g no 6leo de butiti e 188,98 mg KOH/g no 6leos de girassol, e,
respectivamente. Tendo em vista o resultado encontrado, conforme Ribeiro e
Seravalli (2004), o 6leo de acai ndo apresenta evidéncias de fraude ou adulteracéo.

O indice de iodo constitui medida quantitativa do grau de insaturagcdo dos
acidos graxos presentes nos 6leos vegetais. E um parametro geralmente descrito
como uma faixa de valor, ao invés de um numero fixo, porque o grau de insaturacao
pode variar em fungdo da sazonalidade ou de diferentes processamentos. O valor
encontrado na determinagdo é sugestivo do grau de pureza do material ensaiado
bem como da presenca de adulterantes (MAIA, 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010; WALIA et al., 2014).

O dbleo de acai, em razdo do maior teor de &cido graxos insaturados
encontrados, apresentou seu valor de indice de iodo de 71 gl%100g. Valores
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aproximados foram encontrados em 6leos de composicao similares, como o éleo de
buriti (74,64 gl>/100g) (SILVA et al., 2009) e nos 6leos extraidos da polpa de
macauba (76 gl?/100g) e do caroco do bacuri (74,04 gl/100g) (COIMBRA e JORGE,
2011).

O valor do indice de refracdo encontrado foi de 1,470, compativel aos
resultados encontrados em 6leo de agai por Pacheco-Palencia et al. (2008) e Silva e
Rogez (2013), 1,468 e 1,48, respectivamente. Costa e Colaboradores (2004)
encontraram uma variacdo do indice, em média, de 1,4470 — 1,4780 em O&leo de
mamona e Pons (2005) encontrou o valor de 1,479. Coimbra e Jorge (2011), em
6leo extraido da polpa de macauba obtiveram 1,4556.

O indice de refracao, nos 6leos, € muito usado como critério de qualidade no
controle de processos de hidrogenacéo de 6leos insaturados e identidade (CECCHI,
2003). Portanto, o valor do indice de refragdo encontrado no éleo de acai esta
dentro do padrao de qualidade.

Conforme Moretto e Fett (1998) e Walia e Colaboradores (2014), a densidade
é influenciada pelo grau de insaturagcdo dos acidos graxos, quanto menor for seu
peso molecular mais alto sera o seu grau de insaturacao.

O valor da densidade encontrado do 6leo de acai foi de 0,950 g/mL. Esse
valor é semelhante aos encontrados em 6leo de acai por Pacheco-Palencia e
colaboradores (2008) e Silva e Rogez (2013), 0,924 g/mL e 0,893 g/mL,
respectivamente, o que sugere que os 06leos possuem quantidades similares de
acidos graxos insaturados.

5.1.2 Estabilidade Oxidativa - Rancimat

Para se verificar a estabilidade dos éleos ou sua suscetibilidade a oxidacao, a
amostra foi submetida ao teste de oxidacdo acelerada por alta temperatura e
aeracdo (ANTONIASSI, 2001, OETTERER et al, 2006), tendo em vista a
deteriorizagao lipidica ou a oxidagdo dos Oleos vegetais podem ser causadas por
fatores, como o grau de insaturacao, a luz, a temperatura, entre outros (LEONARDIS
e MACCIOLA, 2012).
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O teste fornece o indice de estabilidade oxidativa de éleos vegetais através
do aumento da condutividade elétrica desenvolvida. No aparelho realizado, o fluxo
de ar passa através do 6leo mantido sob aquecimento, em temperatura que varia de
100 a 140 °C, gerando do processo de oxidagao lipidica e arrastando os acidos
carboxilicos volateis (principalmente acido férmico). Depois o ar borbulha em agua
deionizada onde os produtos arrastados solubilizam causando o aumento da
condutividade elétrica da dgua (ANTONIASSI, 2001; OETTERER et al., 2006).

A analise apresentou a curva de condutividade (us) vs tempo (Figura 09),
onde mostra um ponto que corresponde ao indice de estabilidade oxidativa ou o
periodo de inducdo de 11,79 h. Souza e Colaboradores (2007) e Costa e
Colaboradores (2013) relataram valores aproximados com 6éleo de macadamia
(Macadamia integrifolia Maiden & Betche) (13,7 a 37 h) e éleo de pracaxi
(Pentaclethra macroloba) (8,52 — 10,32h), respectivamente.

A autoxidacao ocorre entre as ligagdes insaturadas, portanto, espera-se que
0leos que contenham quantidades de &cidos graxos insaturados aproximadas,
apresentem valores similares do tempo de indugéo, conforme ocorreu com o 6leos
de acai quando comparado macadamia (SOUZA et al, 2007) e o Oleo de
Pentaclethra macroloba (COSTA et al., 2013).

A diferenca dos valores pode ser justificada pela diferenca da composicao
quimica dos 6leos vegetais, os quais influenciam a estabilidade oxidativa.

A Resolucdo da ANP No.14/2012, sugere que o tempo de inducdo aceitavel
deve ser de no minimo 6 horas. Antoniassi (2001) relata que abaixo desse tempo
praticamente nao existe formacdo de compostos provenientes da oxidagao,
enquanto que acima do mesmo ocorre rapido aumento da taxa de oxidacdo e
formacao de volateis. Ou seja, Oleos vegetais quando acometidos por maior
oxidacao apresentam diminuicdo do tempo de inducdo e do tempo de prateleira,
assim como os produtos derivados.

Assim, o resultado do Rancimat mostrou que em condicbes extremas de
temperatura, exposicao a umidade e ar atmosférico o éleo de agai ainda conseguiu
manter-se estavel durante 11,79 horas.
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Figura 9 Curva de condutividade elétrica (us) versus tempo (Rancimat) do 6leo de agai apresentando
um tempo de inducdo de 11,79 horas.

5.1.3 Perfil de Acidos Graxos

A determinacao do perfil de acidos graxos pode ser considerada como um
parametro indispensavel de autenticidade do 6leo vegetal e este procedimento é
geralmente realizado por meio de cromatografia gasosa (CG) (GUNGSTONE, 2004).
Através desse estudo, podem ser identificadas alteragcdes na composi¢cao quimica do
Oleo vegetal que sédo expressas por variagées na relagdo molar entre os diferentes
acidos graxos presentes na estrutura do triacilglicerol (MORETTO e FETT, 1998).

O cromatograma ilustrado na Figura 10, expressa o perfil dos acidos graxos
do 6leo de acgai. Na Tabela 3 pode ser verificada a composicdo percentual dos

acidos graxos saturados e insaturados encontrados na amostra.
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Figura 10 Cromatograma obtido do 6leo de agai por CG acoplado ao detector de ionizacdo de
chamas.

O resultado mostrou que o éleo de agai € constituido principalmente pelos
acidos graxos insaturados (68,05 %), sendo o componente majoritario o Acido oleico
(47,58 %), seguido do Acido linoleico (13,53 %) e do Acido palmitoleico (6,94 %).
Também foi possivel verificar a presenca de 31,88 % de acidos graxos saturados,
sendo o Acido palmitico (24,06 %) o prioritario. Estes valores estdo de acordo a
composicao do 6leo de acai encontrada em estudos, constando em suas anélises
cerca de 70 % de acidos graxos insaturados, sendo estes representados
principalmente Acido oleico, seguido pelo Acido palmitico (22 %), Acido linoleico (8,4
%), Acido palmitoleico (3,4 %) (MANTOVANI et al., 2003; NASCIMENTO et al.,
2008; PACHECO-PALENCIA et al., 2008; SILVA e ROGEZ, 2013).

A composicao do éleo de agai permitiu compara-lo ao perfil de acidos graxos
dos 6leos de oliva e de abacate, dois 6leos vegetais de alto valor no mercado muito
utilizados na industria de alimentos e de cosméticos (ROGEZ, 2000; NASCIMENTO
et al, 2008; SILVA e ROGEZ, 2013). Os resultados expressos na Tabela 3

corroboram com essa afirmativa.
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Tabela 3 Composicao percentual de acidos graxos do 6leo de agai por cromatografia gasosa.

Porcentagem em massa (%)

Composigao Oleo de agai Oleo de oliva* Oleo de abacate**

Acido oleico 18:1 47,53 55,5 - 83 45,7
Acido linoleico 18:2 13,58 3,5 - 21 15,4
Acido palmitoleico 16:1 6,94 0,3-35 9,1
Acido palmitico 16:0 24,06 7,5-20 28,1
Acido miristico 14:0 1,75 - -
Acido laurico 12:0 4,77 - -

1,36 - -

Outros
*Brasil (1999) ** Rogez (2000)

As diferencas na composicao do 6leo acai podem ser explicadas por ele ser
um produto de origem natural e sua composi¢do pode variar conforme a época de
colheita, além do método de extracao e conservacdo (NASCIMENTO et al., 2008) e
com o local da coleta (KUNLE et al., 2012).

Os acidos graxos, oleico e linoleico, trazem vantagens para o uso do éleo de
acai quando aplicados em produtos de uso tépico. Estudo realizados por LEE et al.
(1986) relatam que o Acido oleico, principal 4cido graxo insaturado constituinte do
6leo do acai, pertence a classe dos lipidios vitais na construcdo da membrana
celular. Esse lipidio esta presente na epiderme e tem a funcéo de proteger e fazer a
barreira da pele evitando a desidratacao por perda de agua transepidérmica. Lowe e
Colaboradores (1998) relataram que o acido linoleico pode restaurar a pele humana
de varios disturbios dermatol6gicos em cinco dias quando aplicado por via tépica.

O palmitico, segundo Rowe, Sheskey e Quinn (2009), é utilizado como agente
emulsificante e/ou promotor de penetracdo cutdnea em formulagdes topicas.
Baseado nisso, é possivel dizer que o 6leo de acgai pode ser aplicado na constituicao
fisica da nanoemulsdo, assim como, ter potenciais beneficios do ponto de vista

farmacéutico e cosmético.
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5.1.4 Espectrometria na regiao do Infravermelho (1V)

Os espectros vibracionais de infravermelho, obtidos na regido de 4000 a 500
cm’', da amostra do 6leo de agai estdo ilustrados na Figura 11. Dentre as bandas de
absorcdo apresentadas no espectrograma as principais foram em 3012 cm™, 2935
cm”, 1750 cm™, 1448 cm™ e 1162 cm™, que correspondem aos grupamentos
funcionais apresentados na Tabela 4.

A banda em 3012 cm™ & atribuida ao estiramento do hidrogénio de carbono
insaturado por ligagdo dupla (C=C-H), de duplas ndo conjugadas, sugestivo de
cadeias insaturadas de acidos graxos. Essa atribuicAo € apoiada na banda da
deformacgdo C-H fora do plano em 728 cm™ atribuido & &cidos carboxilicos e na
banda 1448 cm™, referente & frequéncia de estiramento de carbono ligados por uma
ligacdo dupla (-CH=CH-) em aromaticos. A auséncia de banda intensa proveniente
da deformagdo de C-H na regido de 1000 — 800 cm™ ou vibracdes de estiramento
em 1680 — 1600 cm™', também pode ser utilizada para evidenciar essa vibragdo
(MEILUNAS, 1990).

A banda 2935 cm™ é referente & ligagdo C-H em alcanos e a banda em 3476
cm’' corresponde as vibragdes de grupamentos hidroxilas (SILVERTEIN et al., 2006;
FERREIRA et al., 2012; JAVDINIA et al., 2013).

A Figura 15 mostra uma proeminente banda de estiramento de carbonila
(C=0) em 1750 cm™, presentes em Aacidos carboxilicos e ésteres, e vibracdes da
ligacdo C-O em 1162 cm’', que sdo diagndsticos para a ligacdo éster no
triacilglicerol, o maior constituinte de um 6leo com acidos graxos de cadeia longa
(FONSECA et al., 2009; COSTA et al., 2013).

Nota-se, entdo, que dados apresentados nos especiros de absorcdao na
regidao do IV, sugestivos da presenca de éster graxo de cadeia insaturada, sao
compativeis com o resultado obtido na cromatografia gasosa.
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Figura 11 Espectros vibracionais no FT-IR do 6leo de acai na regido espectral de 4000 a 500 cm™.

Tabela 4 Faixa de absorcao de ligacdes moleculares do 6leo de acai.

Faixa absorgdo (cm™)

Tipo de ligacao

3476 OH
3012 =C-H
2935 C-H
2834 O-H
1750 -C=0-
1448 -HC=CH-
1162 C-O

Neste sentido, os resultados apresentados neste teste e nos demais indicam

que o 6leo de acai ndo esta adulterado e encontra-se em boas condi¢cdes para uso,

assim como apresenta vantagens para ser utilizado no preparo de nanoemulsdes de

uso topico.
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5.1.5 Estabilidade térmica do 6leo de acai

O estudo da estabilidade térmica do éleo de acai, através da curva TG/DTG
do 6leo em atmosfera de N, (Figura 12) apresentou extrapolacdo onset de 392,29 °C
e endset 433,35 °C, com 99,580% de perda de massa. Através da curva DTG
observamos trés picos consecutivos, nas seguintes temperaturas 401,78 °C, 418,78
°C e 428,47 °C nao distinguidos na curva TG. Possivelmente os diferentes eventos
ocorrem em consequéncia, dos diferentes tamanhos e diferentes numero de
insaturacées dos acidos graxos. O comportamento térmico do 6leo de acai em
atmosfera sintético apresentou trés eventos sobrepostos, transformando o processo
praticamente em um (Figura 12). O evento principal ocorre na temperatura onset de
384,89°C e endset 443.89°C, com 94,431% de perda de massa. A decomposicao do
6leo ocorre principalmente pela oxidacdo dos acidos graxos provocada por
temperatura alta, porém quando submetidas a atmosfera normal, além do efeito da
temperatura, observa-se a influéncia do oxigénio sobre a amostra, este reage com
os &cidos graxos prolongando o tempo de decomposicdo (SOLIS-FUENTES et al.,
2010; NEHDI et al., 2012).
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Figura 12 Curva de TG/DTG do 6leo de acai em atmosfera de N, e atmosfera sintética (50 mL/min) e
razao de aquecimento de 10 °C/min, numa faixa de temperatura de 25 a 600 °C.
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A estabilidade dos acidos graxos insaturados € menor que dos acidos graxos
saturados. Pressupbem-se entdo que em temperaturas mais baixas ocorre
inicialmente a perda de substancias volateis, seguido de acidos graxos de cadeias
curta e insaturados. Assim, pode-se afirmar que acidos graxos insaturados do 6leo
de acai, degradaram em temperaturas menores que o acido palmitico, miristico,
estearico e os demais acidos graxos saturados presentes na amostra. Essa
diferenca de temperatura de degradacgao ocorre devido o ponto de ebulicdo do acido
graxo insaturado ser menor que do acido graxo saturado (DWECK e SAMPAIO,
2004; SOLIS-FUENTES et al., 2010; COSTA et al., 2013).

A curva de DSC do 6leo (Figura 13) apresenta sete eventos endotérmicos,
provavelmente causados por variados pontos de ebulicdo dos triacilglicerois que
compbem o 6leo (ROWE, SHESKEY e QUINN, 2009; COSTA et al., 2013) e pela
decomposicao destes em virtude da oxidacdo provocada pela temperatura alta
(SOLIS-FUENTES et al., 2010; NEHDI et al, 2013). Os principais eventos
registrados apresentaram-se nos seguintes intervalos de temperatura: 320,18 °C a
323,15 °C com entalpia de -2,6 J/g; 369,77 °C a 391,18 °C com entalpia de -59,15
J/g e 393,57 °C a 446,6 °C com entalpia de -8,98 J/g.

Portanto, que de acordo com os resultados apresentados por analises

térmicas foi possivel ver que a degradacgéo do 6leo ocorre acima de 200 °C.

200 300 400 500 600
Tempacatura *C

Figura 13 Curva de calorimetria exploratéria diferencial do 6leo de agai em atmosfera de N, (50
mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min, numa faixa de temperatura de 25 a 550 °C.
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5.2 Ensaios preliminares de avaliacao dos componentes da formulacao

As analises dos componentes da formulagdo (o farmaco, os tensoativos e
suas misturas binarias com o 6leo de acai) foram realizadas por calorimetria

exploratéria diferencial.

5.2.1 Analise térmica por Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

Através da utilizagdo das técnicas termoanaliticas é possivel caracterizar
possiveis incompatibilidades e interacbes entre os componentes de uma
determinada formulacdo. Para esse estudo foi necessario a analise térmica dos
componentes isolados e em misturas binarias.

As curvas DSC do cetoconazol, do 6éleo de acai e da mistura binaria destes,
estdo representadas na Figura 13, onde o 6leo de acai até 300 °C nao mostrou
nenhum evento significativo, e acima de 300 °C apresenta uma série de eventos
endotérmicos ja explanados no tépico 5.1.5. O cetoconazol mostrou um pico
endotérmico de fusdo na temperatura de 149,4 °C, com extrapolagédo onset a 147 °C
e entalpia de - 82,4 J/g. Este resultado esta de acordo com a faixa de fusdo do
cetoconazol (148 °C a 152 °C), segundo a Farmacopeia Britanica, 2009. A curva
DSC da mistura (6leo de acai e cetoconazol) apresentou um Unico evento em onset
143,57 °C e endset 150,68 °C, e a AH = -66,25 J/g. A mistura apresenta variacao de
entalpia menor do que o material isolado. Supde-se que isso se deve a presenga do
lipidio liquido (6leo de agai), que induz a um menor ordenamento cristalino e
dispersa boa parte do cetoconazol da mistura, resultando em menor energia que 0s
cristais desse farmaco precisam para mudar de fase (Figura 14 e Tabela 5).



64

26 —- ||
24 -
22 _\/—_‘

EI}-: L

18

16 =

«1  End l

12 =

Flusxs dés caled miiimg

10

Catoponazol + dlao de agai

Calotonazrod

dlea de acai

T J T ; T T 1
0 = 100 150 200

Temperatura *C

Figura 14 Curva de calorimetria exploratdria diferencial do cetoconazol, do 6leo de agai e da mistura
6leo de acai:cetoconazol, em atmosfera de N, (50 mL/min), razdo de aquecimento de 10 °C/min,
numa faixa de temperatura de 25 a 200 °C.

A curva de DSC do Brij™ CS 20 revela um pico endotérmico (Figura 15 e
Tabela 5). Este pico esta compreendido no intervalo de temperatura de 33,83 °C a
45,04 °C, com variacao de entalpia de -190,86 J/g, este dado esta coerente com
ponto de fusdo (44 °C) descrito pelo boletim técnico CGDT15 da OXITENO. A
mistura do Brij™ CS 20 e 6leo de agai revela um pico descendente caracteristico de
evento endotérmico. O pico estd compreendido no intervalo de temperatura de 32,51
°C a 44,23 °C, com variacao de entalpia de -46,83 J/g. A mistura apresenta variacao
de entalpia menor do que o material isolado. Esse fendmeno pode ser atribuido por
uma desorganizacdo da estrutura cristalina do Brij™ CS 20 em virtude da mistura
deste com o 6leo de acai (LACERDA, CERIZE & RE, 2011; SANTOS, et al. 2015).
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Figura 15 Curva de calorimetria exploratéria diferencial do Brij™ CS 20, do éleo de agai e da mistura
6leo de acai:Brij™ CS 20, em atmosfera de N? (50 mL/min), razdo de aquecimento de 10 °C/min,
numa faixa de temperatura de 25 a 300 °C.

A andlise por DSC do Croduret™ 50 apresenta trés pequenos eventos
registrados nos seguintes intervalos de temperatura: onset 128,05 C a 137,75 C
com variagdo de entalpia de -18 J/g, onset 147,89 'C a 152,89 'C com variacdo de
entalpia de -3,38 J/g, e onset 157,86 ‘C a 162,65 'C com variacdo de entalpia de -
3,53 J/g. J& na mistura desse tensoativo com o bleo de acai foi possivel notar que
apenas um evento ocorreu no intervalo de temperatura de 38,43 'C a 42,17 "C, com
variacao de entalpia de -1,67 J/g. Isso provavelmente ocorreu pela presenca do
lipidio liquido causando desaparecimento dos picos referentes ao Croduret™ 50,
sugerindo que a dispersdo modifica as propriedades fisicas do Croduret™ 50 e com
consequente a mudancga para o estado amorfo (Figura 16 e Tabela 5) (SANTOS, et
al. 2015).
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Figura 16 Curva de calorimetria exploratéria diferencial do Croduret™ 50, do 6leo de acai e da
mistura Croduret™ 50:6leo de acai, em atmosfera de N? (50 mL/min), razdo de aquecimento de 10
°C/min, numa faixa de temperatura de 25 a 300 °C.

Tabela 5 Dados da calorimetria exploratdria diferencial das misturas binarias e dos componentes
isolados.

Amostras Onset Endset Entalpia
Cetoconazol 147,0°C . -82,40 J/g
Cetoconazol + OA 143,57 °C 150,68 °C -66,25 J/g
Brig™ CS 20 33,83°C 45,04 °C -190,86 J/g
Brig"' CS 20 + OA 32,51 °C 44,23 °C -46,83 J/g

128,05 °C 137,75 °C -18 J/g
- 147,89 °C 152,89 °C -3,38 J/g
Croduret ™ 50 157,86 °C 162,65 °C 3,53 J/g
Croduret™ 50 + OA 38,43°C 42,17 °C -1,67 J/g

AO - Oleo de acai

Através das analises por DSC do éleo de acai quando misturado a outros
constituintes da formulagao; o Brij™ CS20 e cetoconazol, verificou-se que ndo houve
indicios de interacbes quimicas ou fisicas que pudessem interferir no
prosseguimento do estudo
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5.3 Validacao Analitica para Doseamento de Cetoconazol por CLAE

5.3.1 Especificidade

Os cromatogramas, ilustrados na Figura 21, apresentam as analises relizadas
no cetoconazol (SQR) em metanol 6,0 pg/mL, no cetoconazol (utilizado nas

formulagbes) em metanol a 6,0 ug/mL e no filtrado da NE.
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Figura 17 Especificidade do método de doseamento de cetoconazol por CLAE. A — Cromatograma do
cetoconazol (SQR) em metanol a 6,0 pg/ mL; B — Cromatograma do cetoconazol (utilizado nas
formulagbes) em metanol a 6,0 ug/mL; C — Cromatograma do filtrado de nanoemulséo.
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Nas ilustracdes A e B da Figura 17, é possivel observar os tempos de
retengdo estdo torno de 7,5 minutos de corrida e em torno de 7,69 minutos de
corrida, respectivamente. O sinal analitico estd presente no cromatograma da
amostra filtrada (Figura 17C) em 7,19 minutos. Verifica-se entdo, o tempo de
retencdo nos cromatogramas das trés amostras demonstram que o método nao
sofreu interferéncia dos componentes presentes quando quantificados a 244 nm.

5.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela construcdo da curva de calibracéao
(Altura do pico vs Concentracdo pg/mL) nas concentragdo 1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e
10,0 pg/mL. Na curva analitica na Figura 18, apresentou linearidade, pois o
coeficiente de Person (r) igual a 0,991 esta em de acordo com o valor preconizado
pela ANVISA (2003), e o coeficiente de determinacéo (R?) encontrado foi de 0,999

que indica um ajuste de 99,9% entre a proposta e os resultados obtidos.
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Figura 18 Curva analitica do cetoconazol pelo método da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
nas concentra¢des de 1,0 a 10,0 pg/mL.
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5.3.3 Precisao Intermediaria e Repetibilidade

As andlises de precisédo intermediaria foram realizadas em dois dias com
analistas diferentes, nas concentragdes 2,0, 6,0 e 10,0 ug/mL, sendo os resultados
expressos em coeficiente de variacdo. De acordo com a Tabela 6, o maior valor do
coeficiente de variacao foi de 1,37%, portanto esta bem abaixo de 5%, valor
preconizado pela ANVISA (2003).

Tabela 6 Resultados de Preciséo Intermediaria de quantificagéo de cetoconazol.

Conc. Area (mV/s?) Média da Desvio C.v.

(hg/mL) 1°Ensaio 2°Ensaio 3° Ensaio Conc. Padrao (%)
4o 2 40349 41392 40682 1.9201 0.0264 | 1.3784
Al;_ali?ta 6 99482 99520 101080 4.8624 0.0453 | 0.9317
? 10 166259 167083 163012 8.1129 0.1069 1.318
0 2 30578 30739 30260 1.4092 0.0121 0.7235
Analista 6 97572 97460 97571 4.7385 0.0031 0.0674
dia 2 10 157738 157326 157326 7.6879 0.0556 | 0.8593

Conc. — Concentragao; C.V. - Coeficiente de Variagao
A repetibilidade foi determinada pela quantificacdo da concentragédo de 6,0

ug/mL, realizadas no mesmo dia por seis vezes, sendo o resultado expresso como
coeficiente de variacdo. Os coeficientes de variagdo apresentados na Tabela 6,
foram abaixo de 5%, conforme recomenda a RDC n° 899 da ANVISA (2003)

Tabela 7 Resultados de Repetibilidade de quantificagdo de cetoconazol.

Area Concentragéo
(MV/s?) (ug/mL)
100995 4.9105
101178 4.9196
100571 4.8894
6,0 ug/mL
100081 4.8651
101411 4.9311
100526 4.8872
Média 100793.667 4.9005
Desvio padrao 489.5849 0.0243

Coeficiente de variagao (%) 0.48572 0.4963
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Os resultados dos parametros analisados descritos nas Tabelas 6 e 7,
refletem que o método possui precisao e repetibilidade satisfatéria para quantificar o

cetoconazol.

5.3.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperacgéo, de acordo com a Tabela 8.
Os valores de recuperacao (%) encontrados estdo dentro da faixa aceitavel, de 80 a
120%, conforme Ribani e Colaboradores (2004). Tais valores confirmam que o

método exato.

Tabela 8 Resultados obtidos para o teste de recuperagao do cetoconazol.

Conentracao Recuperacao (ug/mL)

Co?zzl:‘tig;éo Recuperacao
(ug/mL) Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Média (%)
2 2.575 1.8531 1.477 1.9684 98.42
6 7.5242 5.3518 4.906 5.9273 98.78
10 11.2986 9.5125 8.8332 9.8814 96.81

5.3.5 Limites de Deteccao (LD) e Limites de Quantificacao (LQ)

A partir de avaliagGes feitas pela curva de calibragéo, conforme o ICH (1996)
os limites de deteccado e quantificacdo encontrados foram de 0,43 pg/mL e 1,45
ug/mL, respectivamente, indicando boa sensibilidade do método.

Desta forma, constata-se que o método desenvolvido para quantificacdo do
cetoconazol na NE deste estudo é especifico, linear, sensivel, preciso e exato, pois
os resultados encontrados atendem as recomendagdes da ANVISA.
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5.4 Tamanho da goticula, indice de polidispersidade (IP) e Potencial Zeta (P2)

5.4.1 Efeito da concentracao do Tensoativos

A concentracao dos tensoativos variaram de 7 a 10%, em formulagées de 2%
de Oleo de acai e completado com agua gsp 10 mL, sendo estas observadas
macroscopicamente, tamanho da gota, indice de polidispersidade e potencial zeta
apos 24 horas, 5 e 15 dias (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9 Dados da estabilidade das formulacdes preparadas com diferentes teores (7%, 8%, 9% e
10%) de Brij™ CS20 (B7, B8, B9 e B10, respectivamente).

1 dia 5 dias 15 dias
T PZ T Pz T PZ
Amostra IP IP IP
(nm) (mV) (nm) (mV) (nm) (mV)
B7 193,0 0,40 -24,7 190,0 0,35 -32,0 174,7 0,28 -34,5
B8 171,0 0,38 -28,9 173,0 0,38 -415 204.,4 0,44 -40,3

B9 148,0 025 -18,5 1486 0,27 -330 1418 026 -314
B10 133,8 0,38 -27.8 1295 0,36 -27,0 1240 039 -33,0

T: Tamanho; IP: Indice de Polidispersidade; PZ: Potencial Zeta

Tabela 10 Dados da estabilidade das formulacdes preparadas com diferentes teores (7%, 8%, 9% e
10%) de Croduret™ 50 (C7, C8, C9 e C10, respectivamente).

1 dia 5 dias 15 dias
Amostra T IP Pz T IP Pz T IP Pz
(nm) (mV)  (nm) (mV)  (nm) (mV)
C7 2184 044 -40,7 2026 0,36 277 1253 0,70 448
(of: 63,42 057 -404 6386 0,57 208 9256 092 293
Cc9 27,64 0,28 -13.8 26,04 0,20 -22,2 75,37 0,24 412
C10 2846 027 -250 2488 0,20 -250 5302 0.18 -31.9

T: Tamanho; IP: Indice de Polidispersidade; PZ: Potencial Zeta
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As amostras, macroscopicamente, apresentaram-se com aspecto translucido
amarelado e reflexo azulado. O aspecto amarelado deve-se ao 6leo de acai que
possui clorofila em sua constituicido (PACHECO-POLENCIA et al., 2008).

Foi possivel observar a diminuigdo do tamanho das goticulas a medida que
aumentaram as concentracdes dos tensoativos. Este fato ocorre devido a maiores
quantidades de tensoativos reduzirem a tensado interfacial das goticulas de éleo,
resultando em menor energia necessaria para quebra-las em tamanhos menores
(FERNANDEZ et al.,, 2004; LIU et al., 2007 e DAS et al. 2012). A presenca de
tensoativo garante um tamanho pequeno da goticula, porém a partir de determinada
concentragdo nao se observa redugao do tamanho e nem melhoria da estabilidade
fisica do sistema (DAS, et al. 2012).

Outro fator que pode ser verificado nas formulacbées é uma tendéncia a
reduzir o indice de polidispersidade com o aumento das concentracbes dos
tensoativos. As formulagdes contendo 9 e 10% de tensoativos durante o periodo
observado, apresentaram um baixo indice de polidispersidade, variando entre 0,1 e
0,3 (Tabelas 9 e 10). Isto significa que estas formulagbes apresentaram um
comportamento unimodal indicando uma estreita distribuicdo de tamanho das
goticulas da formulacédo. Este comportamento acontece também pela mesma razao
descrita na diminui¢cdo de tamanho (DAS, et al. 2012).

Com relacdo ao PZ, no 15  dia os valores ficaram em entre -29,3 e -44,8 mV.
Estes resultados estdo de acordo com Roland e Colaboradores (2003). Este
comportamento significa que a forca repulsiva da dupla camada € maior do que a
forca atrativa de London, evitando a formacdo de agregacdo. Morais e
Colaboradores (2006) relataram que a taxa de PZ observada sobre as goticulas da
NE surge como resultado de pontes de hidrogénio na cadeia polioxietileno e a
concentracao na superficie das cadeias.

Conforme os resultados apresentados, verificou-se que o método PIT é
adequado para obtencao de nanoemulsées 6leo em agua composto de bleo de
acai:Brij™ CS20 (formulacdes B7, B8, B9 e B10) e acai:Croduret™ 50 (C7, C8, C9 e
C10), visto que as formulacdes mantiveram-se estaveis por 15 dias e apresentaram
aspecto translucido, com reflexo azulado e tamanhos de goticulas nanométricas.

Apbés observacdo do comportamento dos sistemas formados, foram
selecionadas as formulagbes B10 e C10 (contendo 10% de tensoativo), para



73

continuar os estudos por apresentarem melhores resultados quanto ao tamanho, a

polidispersidade e ao PZ.

5.4.2 Efeitos da Concentracao de Cetoconazol

As formulacbes selecionadas, B10 e C10, quanto a concentragdo de
tensoativos de 10%, foram adicionadas concentracdes de cetoconazol de 0,5 e 1%.
As formulacdes B10 e C10 adicionadas de Cetoconazol a 1% apresentaram
desestabilizacdo apds 24 horas. Assim como, a C10 com 0,5% de Cetoconazol.
Portando estas formulagées foram descartadas para a continuacao do estudo. Ja a
formulacdo B10 com 0,5% de Cetoconazol ndo apresentou sinais macroscopicos de
instabilidade.

A Tabela 11 apresenta valores dos tamanhos, indice de polidispersidade e
potencial zeta do sistema contendo cetoconazol a 0,5% (p/v), e a Tabela 12
apresenta os valores dos mesmos parametros do sistema sem Cetoconazol.

E possivel verificar na Tabela 11 que houve pequena variagdo de tamanho e
indice de polidispersidade. Porém, observa-se uma tendéncia a diminuir o potencial
zeta apos 30 dias. Resultados aproximados a esses foram encontrados por Oliveira
e Colaboradores (2016) em estudos de nanoemulsdo contendo 6leo de Pterodon
emarginatus Vogel, popularmente conhecida como sucupira, preparadas pelo
método de inversado de fase. Os autores obtiveram goticulas de tamanhos até 182
nm com potencial zeta numa faixa de -5.6 mV e IP de 0,188.

Percebe-se também, que os resultados demonstrados na Tabela 11
apresentam valores préximos dos resultados da Tabela 12 (sem cetoconazol),
mesmo apos trinta dias. Sugerindo que o Cetoconazol néo influenciou os parametros
estudados.

As Figuras 19 e 20 mostram resultados apresentados no Zeta ziser Nano
Series (Tamanho, IP e PZ) da formulacdo B10 com 0,5% de Cetoconazol, apés 24
horas e 30 dias em conformidade com os dados da Tabela 11.
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Tabela 11 Média dos tamanhos, indice de polidispersidade e potencial zeta dos sistemas B10
contendo cetoconazol.

T IP PZ
Dias de
Analises (nm) (mV)
1°D 133.07 +9.99 0.32 +0,04 -27.97 +4.46
15°D 128.40 +3,84 0.31 +£0,05 -24.93 +1,89
30°D 128.53 + 10,04 0.37 +0,04 -25.53 +0,36

D: Dia; T: Tamanho; IP: Indice de Polidispersidade; PZ: Potencial Zeta

Tabela 12 Média do tamanho, indice de polidispersidade e potencial zeta dos sistemas B10 sem
cetoconazol.

T IP PZ
Dias de
Analises (nm) (mV)
1°D 130.23 +2,41 0.32 +0,04 -25.73 +2,38
15°D 128.13 +5,68 0.32 +0,04 -25.77 +4,19
30°D 127.35 +2,15 0.33 +0,04 -28.80 +1,89

T: Tamanho; IP: Indice de Polidispersidade; PZ: Potencial Zeta
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Figura 19 Tamanho das goticulas (nm), indice de polidispersidade e potencial zeta da formulagédo B10
contendo 0,5% de cetoconazol apés 24 horas (1 dia).
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Size Distribution by Intensity Zela Polential Distribution
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Figura 20 Tamanho das goticulas (nm), indice de polidispersidade e potencial zeta da formulagao B10
contendo 0,5% de cetoconazol apos 30 dias.

5.5 Morfologia

A Figura 21 mostra as imagens captadas por microscopia eletrénica de
transmissdo. A imagem sugere que as goticulas apresentaram formato esférico,
como observado em outras literatura.

Figura 21 Imagens da nanoemulsdo B10 com 0,5% de cetoconazol por MET (Magnitude de 30x e
50x, respectivamente).
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5.6 Eficiéncia de Encapsulacao

A EE corresponde a quantidade de farmaco que foi incorporado nas NE
(TAMJIDI et al., 2013).

A avaliagdo do percentual da EE da formula B10 com cetoconazol a 0,5 % foi
realizada por CLAE validado. A equagédo da reta obtida na curva de calibragdo do
cetoconazol em metanol foi usada para verificar a concentragdo do farmaco livre na
fase aquosa da NE. A EE foi estimada em 98,31% * 0,14, demonstrando que a
maior parte do farmaco se encontra associado as goticulas. Este resultado
possivelmente deve-se a natureza lipofilica do cetoconazol. Alem disso, a analise
térmica demonstrou boa afinidade do farmaco com o éleo (Figura 18). Estudos
realizados por Santos e Colaboradores (2009) verificaram que Teossomas de
idebenona, contendo componente lipidico, apresentaram EE superior a 99%.
Nemem e Lemos-Senna (2011) estudaram o resveratrol em NE, em nanoperticula
sélida e microemulséo, onde apresentou EE em torno de 94 %. Portanto o resultado

encontrado na EE do cetoconazol na NE com éleo de acai € satisfatorio.
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento de nanoemulsdo a partir de 6leo de acai foi constituido
em duas fases distintas. A primeira consistiu no conhecimento do éleo, quanto suas
propriedades fisico-quimicas e constituicdo quimica. A segunda fase e, a principal,
consistiu no estudo de pré-formulacdo e na obtencdo e caracterizagdo da
nanoemulsao utilizando 6leo de agai como fase oleosa.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, observou-se valores caracteristicos
do 6leo de acgai, pois foram similares aos descritos na literatura e dentro dos padroes
aceitaveis pela legislacao brasileira. No perfil de acidos graxos do 6leo, constatou-se
0 predominio de &acidos graxos mono e poli-insaturados, como os acidos oleico,
acidos linoleico e acidos palmitoleico. O perfil encontrado foi corroborado pelas
bandas bem definidas que correspondem a grupos funcionais presentes nos acidos
graxos obtidos na espectroscopia na regido do infravermelho. As analises térmicas
mostraram um perfil tipico de béleos vegetais, onde a degradacdo térmica ocorre
acima de 200°C. Os resultados de caracterizacédo fisico-quimica e controle de
qualidade do O6leo mostraram-se satisfatorios, quanto ao emprego no
desenvolvimento de sistemas nanoemulsionados.

Os estudos de pré-formulacdo foram conduzidos usando-se o DSC, onde
observou-se que nao houve indicios de interagcbes quimicas ou fisicas que
pudessem interferir no prosseguimento do estudo.

O método de doseamento do Cetoconazol nas nanoemulsdes mostrou-se
especifico, sensivel, linear, exato e preciso.

O sistema nanoemulsionado foi preparado por um método de baixa energia,
PIT, e isento de solventes, reduzindo os custos do processo e estando de acordo
com os requisitos de produtos ecoldgicos. Além do mais, a utilizacdo de tensoativos
classificados como eco-friendly também é uma vantagem.

A nanoemulsao, formulacao B10 contendo 0,5% de cetoconazol, mostrou-se
estavel, com faixa de tamanho de 193,0 a 124,0 nm, formato esférico, caracteristicas
adequadas para aplicagao topica, além de mostrar-se eficaz quanto a eficiéncia de
encapsulacao.

Assim, com este trabalho experimental, pode-se afirmar que o 6leo de acai

tem potencial para ser empregado como insumo farmacéutico podendo ser usado
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como fase oleosa de nanoemulsdes, para veicular ativos lipofilicos, em aplicacdes
como sistemas drug delivery por via topica. No entanto, ha necessidade de
continuacao dos estudos para realizar ensaios adicionais de caracterizagao, assim
como o estudo in vitro e in vivo, ou incorporagcao em uma base para promoc¢ao de

uma formulagéo de uso farmacéutico ou cosmético.
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ANEXOS:

Minisieno da Sande
s S
Fundagdo Oswaldo Cruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde IH'_Z_QS

CERTIFICADO
SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA
DA FARMACOPEIA BRASILEIRA
SQRFB
cetoconazol

Lote: 1033
Descriciio: po branco a quase brance.
Teor: 99,80 calewlado em relagBo A substincia dessecada,

determinado por titvlagio potencicmétrica com acido perclérico 0, 1M

Armazenamento: conservar o frasco bem fechado, protegido da luz e
em refrigerador (em temperatura entre 2°C e 8°C).
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Tabela 13Resultado descritos no laudo de analise do cetoconazol fornecido pela Natural

Pharma.
Andlise Especificacdo Resultado
|dentificagcao Conforme USP De acordo
Rotacao especifica De -1,0 a +1,0° 0°
Ponto de fusédo 148 — 152 °C 148 — 150 °C
Perda por secagem Maximo de 0,05% 0,1%
Residuo de ignicao Maximo de 0,10% 0,05%
Doseamento 98,0 —102,0% 99,52%
Metais Pesados Maximo de 0,002% <0,002%
Pureza cromatogréfica Maximo de 2,0% De acordo
Acetona Maximo de 0,5% 0,0%
Acetoacetato Maximo de 0,5% 0,22%
Dimetilsulféxido Maximo de 0,5% 0,0%




