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RESUMO

Cecropia pachystachydrécul, espécie nativa e abundante no sul e
sudeste do Brasil, ¢ amplamente utilizada na neighopular.
RecentementeC. pachystachyateve sua atividade anti-inflamatéria
demonstrada e atribuida & composicao rica em pélggespecialmente
flavonoides. Nanocarreadores lipidicos (NCL) s&tesnas promissores
para via dérmica devido ao tamanho nanométricacarater lipofilico
gue confere propriedades oclusivas, favorecendenatmacao cutanea
da substancia encapsulada. presente trabalho teve como objetivo
desenvolver NCL contendo extrato padronizadoGdepachystachya
visando obter um produto de uso tépico. Para tamo,estudo de
extracdo foi realizado, sendo estabelecidas comdigiies 6timas uma
concentracdo de 5% de droga vegetal e etanol (20%,como liquido
extrator, utilizando a ultraturbolizagdo com métodrtrativo. As
solucbes extrativas foram submetidas a extracdo resina de troca
ibnica (Amberlite XAD-16) para obtencdo de fracawiquecida em
compostos C-glicosideos (FECp). A técnica de microemulsdo foi
utilizada para encapsulacdo da FECp. Com base tmoepreliminar
de formulacdo foram definidos como componentesodaulacdo. Um
segundo planejamento experimental foi realizada paaliar os efeitos
da quantidade de fragdo enriquecida adicionadamaufacdo, tempo
de agitacdo da pré-emulséo, tempo e velocidadgitbe@o da emulséo
final e sobre o tamanho de particula, indice deédigpersédo (PDI),
eficiéncia de encapsulacao (EE%) e teor de marcgdénico. O
tamanho médio de particula variou entre 93 e 188 aum indice de
polidispersdo para todas as formulacdes na faix@,3€,4. Elevados
valores de EE% foram obtidos para todas as forriatagestadas
(valores superiores a 70%). O teor de marcador owari
significativamente em funcdo da quantidade de frag&iquecida d€.
pachystachyadicionada inicialmente. As formulacdes contendorig
de frac@o apresentaram o maior teor (1,30 %). Undesle permeacao
cuténea utilizando células de difusdo tipo Franz réalizado para
avaliar as formulagbes. A quantidade de fracAogeacida permeada
através da pele aumentou apés a aplicacéo dosaregembores lipidicos
em comparacao com a fracdo enriquecida livre.

Palavras-chave Cecropia pachystachyaTrécul; flavonoides C-
glicosideos, nanotecnologia; nanoparticulas; nareedores lipidicos;
administracao tépica






ABSTRACT

DEVELOPMENT OF THE NANOSTRUCTURED LIPID CARRIERS
(NLC) CONTAINING STANDARDIZED EXTRACT OFCecropia
pachystachydréculFOR TOPICAL ADMINISTRATION

Cecropia pachystachyia popularly known as embaduba, is widely used
in traditional medicine to treat cough, asthma,nbratis, high blood
pressure, inflammation, heart diseases and astidiufdne NLC lipid
matrix is composed of a blend of a solid lipid aildNLC composed of
physiological and biocompatible lipids, are consideas a versatile
delivery system for different routes of administat The aim of the
present study was prepare and characterize NLC ulations
containing aC-glycosyl flavonoid-richCecropia pachystachyarécul
leaf extract Therefore a study of the optimum ctods for extraction
was performed and where 5% of drug and 20% ethasot selected.
From the optimization of the crude extract, a f@attenriched inC-
glycosyl compounds was obtainethe lipidic dispersions containing
standardized extract were prepared by microemulsgghnique. An
initial study was performed to select solid lipisijrfactant and co-
solvent would be used in the formulation. Comp8&t&888 ATO as lipid
defined, with Tween® 80 and lecithin as surfactamd propylene
glycol as a co-solvent. A second experimental adesigs conducted to
evaluate the effects of added amount of fractiomickad in the
formulation, the time the pre-emulsion and finalusion stirring, and
stirring speed on particle size, polydispersityexdPDI), entrapment
efficiency (EE%) and chemical-markersoncentration of nanoparticles
was evaluated. The average particle size rangeeebat93 and 188 nm,
with a polydispersity index for all formulations the range of 0.3-0.4.
High EE% values were obtained for all tested foatiohs. Loading
was from 1.30%, influenced by the amount of endcfraction ofC.
pachystachyaadded initially.In vitro skin permeation of enriche@-
glycosyl flavonoids fraction was assessed usingZthffusion cell and
pig ear as membrane modelThe quantity fraction enriched permeated
through the skin after application of increaseddlipanocarriers in
comparison with the free enriched fraction.

Keywords: Cecropia pachystachyaTrécul; C-glycosyl flavonoids;
nanotechnology; nanoparticlesjanostructured lipid carriers; topical
administration
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1 INTRODUCAO

As plantas possuem uma longa historia de uso pmieem. A
busca por cura de doencas a partir de ervas édeoada uma das
primeiras formas da utilizacdo de produtos natur@s primeiros
registros da utilizacdo destas plantas com algimadidade terapéutica,
datam de cerca de 2600 a.C. na Mesopotamia (CRAGESYMAN,
2013; MODOLO et al., 2015).

O numero de espécies de plantas encontradas m&zstcom
alguma atividade farmacoldgica € vasto, portantasese tornaram uma
grande fonte de interesse para a industria farniae§¥IEGAS et al.,
2006).

Cecropia pachystachydrécul € uma espécie pertencente ao
géneroCecropiasp, e destaca-se pelo seu extensivo uso pomdadp
amplamente distribuida na America Latina e no Braside ocorre
principalmente no sul e sudeste do pais (COSTA,2G11).

Como principais constituintes quimicos esta espépiesenta
diversos compostos oriundos do metabolismo secimndéntre eles
terpendides, esteroides, compostos fendlicos, wiates)e procianidinas.
Especificamente em relagéo a classe dos comp@stocos destacam-
se os flavonodides tipaC-glicosideos, principalmente isoorientina e
isovitexina (LIMA-LANDMAN et al., 2007).

Na medicina populaC. pachystachya& utilizada na forma de
infusdo para o tratamento de problemas respiratéomo tosse, asma e
bronquite, além de serem empregados como antiaflario e
diurético (PIO, 1978; ARAGAO et al,, 2010). Estudmsmprovaram
que essa espécie possui ainda atividade hipote(SbMEIDA et al.,
2006), hipoglicemiante e antioxidante (ARAGAO et aD10) diurética
(CONSOLINI;  MIGLIORI, 2005), sedativa e cardiotbaic
(CONSOLINI et al., 2006), ansiolitica e antidepresgCOSTA et al.,
2011) antinociceptiva e antitumoral (SCHINELLA dt, £2008; DE
OLIVEIRA ARAGAO et al., 2013)

Os efeitos anti-inflamatoérios de extratos metawndlidas folhas
de C. pachystachyalemonstrados no modelo de reducdo do edema de
pata de rato podem ser comparados aos efeitos rdedies, como
dexametasona (SCHINELLA et al., 2008; DE OLIVEIRRAGAO et
al., 2013).

Estes resultados indicam que o desenvolviment@uaieulacdes
de uso tépico contendd. pachystachyacapazes de penetrar o extrato
cérneo, podem constituir uma interessante altetaatd tratamento de
processos inflamatérios da pele.
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A administracdo de farmacos apresenta como vargagetar
grandes flutuacdes nos niveis plasmaticos, imgediretabolizacédo de
primeira passagem através do figado e o descordorfeaciente com
administracdes invasivas como injecdes, de forma egte tipo de
administracdo vem ganhando cada vez mais atenp@&saAdas grandes
vantagens que o tratamento pela via topica apesentadequada
penetracdo cutanea das substancias ativas a garttamada cornea
ainda é um grande desafio. O estrato corneo repeese principal
barreira protetora do organismo, tanto para a pdedaégua, quanto
contra danos. Com isso, formas farmacéuticas caoiegis, tem mais
dificuldade em alcancar as camadas mais profundgsl, e apenas
concentracBes subterapéuticas s8o permeadas, dorrem terapias
ineficientes (SCHAFER-KORTING et al., 2007).

A pesquisa e o desenvolvimento de novos sistemaa pa
contornar esses problemas é uma necessidade gugpBe aqueles
envolvidos com a pesquisa e desenvolvimento decaledintosDesta
forma, estratégias para aumentar a permeacdo eutém sendo
propostas, tanto no sentido de atingir camadas pnafsindas da pele
como visando uma absorcéo percutanea.

Entre os sistemas capazes de melhorar as carécasrisle
sistemas farmacéuticos para administracdo tOpiestadam-se o0s
sistemas nanoestruturados, que sdo caracterizadosagresentar
tamanhos na faixa de 10 e 1000 nandmetros.

O tamanho nanométrico desses sistemas 0s tornaaategpara
importantes aplicacdes farmacéuticas, devido a guende area
superficial. Entre as vantagens destes sistemasacdesse o0
direcionamento do farmaco ao local de acéo, aundsntooncentracao
de farmaco nos tecidos, e obtencdo de perfis @galjio sustentada
(SCHAFER-KORTING et al., 2007)

Entre os sistemas nanoestruturados com poterarialgplicacédo
tépica destacam-se o0s nanocarreadores lipidicosL)(NGue sao
constituidos por uma mistura de um 6leo e um lip&blido, ambos
fisiolégicos e biodegradaveis, por consequénciasesistemas exibem
baixa toxicidade. Os lipidios utilizados como bpsea preparacéo dos
NLC incluem triglicerideos, glicerideos parciaisgidds graxos,
esteroides e ceras. Quando comparados a outros diposistemas
nanoestruturados lipidicos, os NLC destacam-segtelacapacidade de
carga da substancia ativa, caracteristica que tonadribuida a sua
estrutura desorganizada pela presenca do lipidaidt (TIWARI;
PATHAK, 2011).
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A utilizacdo dos sistemas lipidicos nanoestrutusadmm seu
reconhecido potencial de melhoria do perfil biofac&utico, parece ser
uma estratégia bastante promissora no transporseitm#ancia através
da pele. No caso de drogas vegetais, devido a Beeente
complexidade, esta associacéo pode ser particuiterbenéfica. Neste
sentido, este trabalho tem como objetivo desenwolvearacterizar
nanocarreadores lipidicos contendo extrato padadoiz de C.
pachystachyee com isso obter um produto fitoterapico de apéiocag
tépica com atividade anti-inflamatoria.



34

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar um sistema nanopartioulipidico
contendo extrato padronizado @ecropia pachystachydrécul com
vistas a obter um produto fitoterapico de uso thpic

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Preparar e caracterizar extratos padronizados Gle
pachystachyavisando obter maxima concentracdo de compostos
fendlicos, especialmente flavonoidegs-glicosidicos (isoorietina e
isovitexina);

- Realizar estudo de pré-formulacdo para estabelecer
composicdo mais adequada das nanoparticulas dpidiontendo os
extratos padronizados desenvolvidos;

- Desenvolver nanoparticulas lipidicas contendo eatratos
padronizados d€. pachystachya

- Caracterizar os sistemas lipidicos nanoestrutgraguanto a
morfologia, tamanho de particula, polidispersédo feiémcia de
encapsulagéo;

- Avaliar a cinética de liberacéio vitro dos marcadores quimicos
a partir das nanopatrticulas;

- Avaliar o perfil de permeacédo cutédnea vivo do sistema
nanoestruturado utilizando células de difuséo Firamz.
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3 REVISAO DA LITERATURA

O uso de produtos naturais para producdo de meeitam é
reconhecidamente uma fonte inesgotavel. Mesmo apdsso de
tecnologias para descobertas de moléculas sirggtisaociado ao baixo
investimento na area de fitoterapicos, estes ametin a ter uma
porcentagem importante em relacdo a todos os nmeeitas prescritos
(UCHOA et al., 2010).

A flora brasileira possui uma grande diversidadeldatas que
apresentam alguma atividade farmacoldgica (DI STétSal., 2002),
muitas destas com um potencial consideravel basesmdoampla
utilizacdo popular, o que justifica o crescente efonde estudos
envolvendo plantas nos ultimos anos (BIGLIANI et 2010). Devido a
essa grande diversidade o Brasil € um grande fedoecmundial de
matéria-prima vegetal para o mercado farmac&uBEANDAO et al.,
2008)

O género Cecropia sp., pertencente a familia Urticaceae é
composto por aproximadamente 75 espécies, com atigbtdbuicdo na
América Latina, especialmente na Argentina, Braddxico e Paraguai
(DE OLIVEIRA ARAGAO et al., 2013). Para aplicacda medicina
popular do géner@ecropiadestacam-se o uso de suas folhas, cascas e
brotos.

No Brasil, este género é popularmente conhecidmoco
embaulba, imbalba, umbalba e embalva, derivados atkvrep
“ambaiva”, que em Tupi significa tronco oco (CONSWILet al.,
2006). No nosso pais, as espécies mais abunda@ué€sgaziovii, C.
hololeuca, C. leuc6coma, C. lyratiloba, C. obtuSapachystachya e C.
scabra(TANAE et al., 2007).

3.1 Cecropia pachystachyarécul.

A Cecropia pachystachyaTrécul. ocorre em diferentes
ecossistemas do Brasil, como a Mata Atlantica g¢dpalh sendo mais
comumente encontrada no sul e sudeste do pais (€@64l., 2011).
Conhecida também como embaUlba-prateada devidoacab prata da
parte inferior das folhas (Figura 1), suas arvolgresentam
aproximadamente 7 metros de altura, bem menoresujtes espécies
desse género, que podem chegar a 20 metros de &lawido a rapidez
do seu crescimento é til nos reflorestamentos aénsuas folhas
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serem muito apreciadas pelo bicho-preguica e dssfipelos passaros
(JORGE et al., 1998)

Figura 1. Cecropia pachystachyalrécul, conhecida popularmente como
embauba prateada.

Fonte: COSTA (2009)

3.1.1 Composicdo quimica

Em relacdo a constituicdo quimica @k pachystachyaséo
descritos uma grande diversidade de compostos dmsundo
metabolismo secundério da planta, entre eles teiges esteroides,
compostos fendlicos, catequinas e procianidinasgmtes em diferentes
extratos de suas folhas. Especificamente em relag&oflavonoides,
destacam-se os flavonoides tifglicosideos isoorientina (ISOO) e
isovitexina (ISOV), apresentados na Figura 2, seraftes o0s
constituintes majoritarios (LACAILLE-DUBOIS et al.,2001;
ARAGAO et al., 2010; COSTA et al., 2011)



37

Figura 2 Estruturas quimicas dos flavondides isoorientijae( isovitexina (B)
presentes er@ecropia pachystachyarécul.

(A) (B)

Fonte: Ortmann (2013)

3.1.2 Aspectos bioldgicos

Os estudos farmacoldgicos descritos parapachystachyam
geral sdo de investigacdo pré-clinica e mostramagespécie possui
atividade hipotensora (ALMEIDA et al.,, 2006), hifiogmiante e
antioxidante (ARAGAO, D. M. O. et al., 2010), ditica
(CONSOLINI;  MIGLIORI, 2005), sedativa e cardiotbaic
(CONSOLINI et al., 2006).

Estudos realizados por Schinella e colaboradore@08(2
demonstraram que o0 extrato diclorometano das foldas C.
pachystachya reduziu significativamente o edema induzido por
carragenina na pata de ratos.

Recentemente, Aragdo e colaboradores (2012) igeeath a
atividade anti-inflamatoria de extratos metandlicda espécie e
demonstraram que a reducao do edema pela via tpisamelhante ao
da dexametasona.

Extratos metandlicos d&. pachystachyapresentaram atividade
inibitéria sobre a peroxidacéo lipidica microssordal ratos em uma
concentracdo mais baixa do que a necessaria phiads atividades
enziméticas da peroxidacdo néo lipidica. Estad#tteé foi atribuida a
um efeito inibitério de algumas isoenzimas do c¢iow P450, e a uma
acdo sequestradora de radicais livres (VELAZQUEZakt 2002;
ARAGAO, D. M. O. et al., 2010).
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3.2 SISTEMAS NANOPARTICULADOS

A efetividade das terapias utilizando substanciigas ndo
depende somente de se comprovar que determinadtiscia possui
atividade. Alguns aspectos biofarmacéuticos, commcentracao
insuficiente devido a ma absorcdo, metabolismareire¢do rapidos,
distribuicdo para outros tecidos, combinados cawagla toxicidade e
baixa solubilidade condicionam a obtencdo de umartranto eficiente.
Com isso novos sistemas carreadores de farmacos s&mo
desenvolvidos para contornar esses problemas. Rartn, s&o
requeridas algumas caracteristicas a esses sistema® adequada
encapsulacao da substancia ativa, inexisténciaxilddade, controle de
liberacdo a alvos especificos, estabilidade duramteempo de
armazenagem e possibilidade de escalonamento (MVBAINBADER,
2001)

Os sistemas carreadores coloidais tém atraido rig&atenos
Gltimos anos, pois constituem uma estratégia iatamge para a
melhoria do perfil biofarmacéutico de substanciesfgeuticamente
ativas.Apresentam a vantagem de reduzir o nimero de diidsgss do
medicamento, diminuir a toxicidade, solubilizarvas lipofilicos e
hidrofilicos, promover a manutencdo da concentrggdsmatica em
niveis terapéuticos e liberar o farmaco no alvoagéo, além de
favorecer a ades&o do paciente ao tratamento eatras vantagens
(MEHNERT; MADER, 2001)

Na é&rea farmacéutica, o termo “nanoparticula” eefe&r a
sistemas coloidais com tamanho entre 10-1000 nandsn@lAMIDI et
al., 2008). Existe uma variedade de materiaiszatilos para preparacao
de nanoparticulas na area farmacéutica como pastepolissacarideos,
polimeros sintéticos, lipidios solidos e liquidds. escolha desses
componentes vai depender de que tipo de caraitesist sistema deve
possuir, como tamanho de particula requerido, Wistde,
biocompatibilidade etc (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

3.2.1 Nanocarreadores lipidicos

Os nanocarreadores lipidicos (NCL), conhecidos carsegunda
geracdo das nanoparticulas lipidicas, tém despedeghde interesse
nos Ultimos anos como carreadores coloidais. NCgirsum a partir das
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e sao commggsor uma mistura
de um lipidio no estado sélido com um lipidio lami Esta mistura de
moléculas de lipidios diferentes proporciona umei@da com uma



39

estrutura com mais imperfeicbes, se comparada cemNA&S
(OBEIDAT et al., 2010; ADITYA et al., 2014). Justante neste ponto
reside o interesse da obtencdo desta segunda gelag@noparticulas
lipidicas, pois a introducdo de um lipidio liquid@a estrutura da
particula resulta na producado de particulas s¢lisas nao cristalinas,
como pode ser observado na Figura 3 (MULLER e802). A partir
desta estrutura mais amorfa, os NCL tém a capazidadiltrapassar as
desvantagens conhecidas das NLS, como baixa dligi€ule
encapsulacao devido a formacgéo altamente ordemmaligidio solido, o
que, apos a recristalizacédo, limita os espacos@é&enaco acomodar-
se, alétm da expulsdo deste durante a estocagenadeayselo
polimorfismo do lipidio (MULLER et al., 2007; TIWARPATHAK,
2011).

Figura 3 Estrutura cristalina da nanoparticulas lipidicadas e estrutura
amorfa do nanocarreador lipidico.

_— Estrutura amorfa

Fonte: Adaptado de Miller, R. H. et al., (2007)

A partir da adicdo adequada do lipidio liquido erarfulacdo ha a
formacdo de compartimentos de O6leo no sistema. Emal,ga
solubilidade dos farmacos é maior em 6leos, se amdp aos lipidios
solidos, portanto a quantidade de farmaco que de porescentar no
sistema € maior, aumentando assim a eficiénciandapsulacao dos
nanocarreadores. (MULLER et al., 2002)

Diferentes tipos de estruturas podem ser obtidasndo-se a
composicao lipidica e o processo de preparacacaoscarreadores.
Para os NCL trés estruturas foram propostas naatliter (Figura 4)
(TAMJIDI et al., 2013):

Tipo |: é constituido por uma estrutura cristalina apreselo
imperfeicbes; este formato é obtido quando uma grejguantidade de
6leo é acrescentada a matriz soélida;

Tipo Il é constituido por uma matriz amorfa; este modelo €
possivel através da utilizacdo de lipidios que m@oistalizam, como
por exemplo, o isopropilmiristato.
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Tipo Il : conhecido como modelo mdltiplo, onde pequenos
compartimentos de lipidio liquido se formam derdeo matriz sélida;
este modelo pode ser obtido quando a propor¢cadpéol liquido
excede a sua solubilidade no lipidio sélido

Figura 4 Estruturas descritas na literatura dos nanocasreadipidicos sélidos.

Tipo I

Fiarmaco

Tipo 11
Lipidio amorfo

Tipo III
Compartimento
de oleo

Fonte: Adaptado de Tamijidi et al., (2013)

Em geral os lipidios utilizados para a preparacams d
nanocarreadores sao fisioldgicos, e com isso ha dim@uicdo no
perigo da toxicidade aguda e cronica. Entre asetade lipidios mais
descritos na literatura destacam-se trigliceriddpsr exemplo,
triestearina), glicerideos parciais (por exemplopnaestearato de
glicerila), acidos graxos (por exemplo, &cido efted, esterdides (por
exemplo, colesterol) e ceras (por exemplo, palmit# cetila). Com
isso, estes sistemas tém demonstrado grande dteareipéutico para
varios farmacos e vias de administracdo, como a&s dérmica, oral e
parenteral (DATE et al., 2011).
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3.2.1.1 Nanocarreadores lipidicos para administracéo tépica

Devido a seus varios efeitos desejaveis sobreeagseNCL tem
se tornado muito atraentes para aplicacdes sope¢eainclusive peles
danificadas ou inflamadas, principalmente por saraposicdo baseada
em lipidios biocompativeis (WISSING; MULLER, 2003ntre as
caracteristicas que garantem a eficiéncia dos aamaciores para a via
tépica destaca-se o tamanho de particula, poigaseanho reduzido
assegura elevada aderéncia ao estrato corneo, t@mmwenassim a
quantidade de farmaco encapsulado que penetra laa pevido as
propriedades oclusivas apresentadas por estasartinofas, uma maior
hidratacdo da pele é observada, favorecendo arpe@etcutanea. Além
disso, as nanoparticulas obtidas a partir de tpidido capazes de
melhorar a estabilidade quimica de compostos ssiasiviuz, oxidagéo
e hidrolise (PUGLIA et al., 2008)

InUmeros trabalhos descrevem o interesse dos NCaureento
da penetracao de farmacos através da pele. Jusgdpeacolaboradores
(2009) prepararam NCL da coenzima Q10 pela técnim
homogeneizacédo a alta presséo, usando Prédjfaimitato de cetila)
como lipidio, Miglyof’ 812 ( triglicerideos de &cido caprico/ caprilico)
como 6leo e TegoCare 450 (poligliceril 3-metilglucose diestearato)
como estabilizante. Os ensaios de permeacao fomaduzidos em
célula de difusdo do tipo Franz, usando pele huncan@m modelo de
membrana. Os autores evidenciaram um aumentoisegivbd do efeito
oclusivo e da permeacédo da quantidade de farmanmaaso do NCL,
em comparacao com a nanoemulséo.

Gainza e colaboradores (2015) desenvolveram NClitendn
fator de crescimento epidérmico recombinante (rhEGF partir
Precirof ATO 5 e Miglyol® 812, utilizando como estabilizantes uma
combinacdo de Poloxamer e Tw@eB0. A reducdo do tempo de
cicatrizacdo de feridas crbnicas foi avaliada emalestraram um
aumento da porcentagem de feridas fechadas em cagipacom o de
rhEGF livre e a formulacdo branca de NCL.

Pathak e colaboradores (2009) observaram o efeitiibdracio
sustentada a partir de NCL. Os autores prepararaaracterizaram
NLC contendo lidocaina, utilizando como método deppracdo a
dispersdo a quente. Para os estudos de permeacéilifada como
membrana modelo pele de porco, em células de diftigd Franz. Os
resultados mostraram que o efeito anestésico dmatar foi
aproximadamente 5 vezes maior que aquele prodagde aplicacédo
do gel comercial de Xylocaifie
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3.2.2 Métodos de preparagdo dos nanocarreadores lipidicos
soélidos

O método de preparacgéo dos sistemas nanoestruinaudator
determinante para as suas caracteristicas fisiooigps, tais como
tamanho polidispersdo e morfologia, o que, em apattida influencia
diretamente a encapsulacdo e liberacdo do farmRGSCA et al.,
2004).

De maneira geral, as técnicas descritas na litarapara
preparacdo dos nanocarreadores lipidicos sdo samethas utilizadas
para preparacdo de nanoparticulas lipidicas, diferapenas na adigéo
do lipidio liquido na formulacgéo.

Entre os métodos descritos para producdo de NChales-se a
homogeneizacdo a alta presséo, a difusdo e evapodagsolvente, a
dispersdo por ultrassom, a dupla emulsdo e a mmtis@o a quente
(PARDEIKE et al., 2009).

3.2.2.1 Homogeneizac¢éo a alta presséo

A técnica de homogeneizacdo a alta pressdo é umands
utilizadas na literatura para obtencdo de NCL. Mmdyeneizacdo a
alta pressao uma dispersédo de particulas é sulametigma presséo
elevada (100-2000 bar) através de uma aberturaitastem uma curta
distdncia e com alta velocidade, ao encontro de bereeira. para
formagcdo dos sistemas. Esta técnica pode ser adalia altas
temperaturas (homogeneizacdo a quente) ou a temm@er@ambiente
(homogeneizacdo a frio). Com esta técnica € pdstidealhar com
altas concentracdes de lipidio e, geralmente, taldiggdo de tamanho
de particulas em uma faixa muito estreita é obffdaice de
polidisperséo inferior a 0,2). Equipamentos espmsdfpara a execucao
da mesma estdo disponiveis comercialmente (MEHNBRADER,
2001)

3.2.2.2 Difuséo e evaporacao de solvente

O método de difusdo e evaporacao de solvente ifoepamente
desenvolvido para a preparagdo de nanoparticulas polimeros
sintéticos. Este método é simples e ndo requerunerdgguipamento
especial. Nesta técnica os lipidios sdo dissolvidos um solvente
organico imiscivel com agua (por exemplo, ciclodre), que esti
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emulsionado na fase aquosa. Apés a evaporacadvamtsy geralmente
sob pressdo reduzida, a dispersdo de nanopartiéufasmada por
precipitacdo do lipidio no meio aquoso. A utilizacde solvente
organico e a dificuldade de produzir particulas langa escala séo
citadas como desvantagens desse método (MEHNERDERA 2001;

HU et al., 2006).

3.2.2.3 Disperséao por ultrassom

Esta técnica foi inicialmente utilizada para a pigikb de
nanoparticulas lipidicas solidas. Esta técnicasédma na quebra da fase
interna de uma emulsdo pré-formada pela producdondas sonoras
alternadas de pressdes altas e baixas geradaslipagsom (irradiacéo
ultrassdnica). Apesar de ser um método simplescteno desvantagem
a obtencédo de formulacdes com distribuicdo de thmdmimodal na
faixa de micrometros. A utlizagdo de sonda deas#om pode
ocasionar a contaminacdo por metal, 0 que consiitid das principais
limitagBes desta técnica (MADER; MEHNERT, 2005).

3.2.2.4 Dupla emulséo

s

O método de dupla emulsdo é a técnica mais uldizaara
farmacos hidrofilicos. Este método consiste basécdenna preparagao
de uma emulsédo em trés fases agua/oleo/agua (A/A/@Ypla emulséo
€ um sistema complexo constituido de goticulasada &quosa interna
dispersas dentro de goticulas maiores de fase ioegéas quais s&o
dispersas em uma fase aquosa externa (MARTINS, &08I7).

3.2.2.5 Técnica de microemulsdo a quente

O método de microemulsdo foi desenvolvido inicialteepor
Gasco e colaboradores (1993). Para a formacao istesnas a partir
dessa técnica, além dos lipidios que compbem a lip&tica, é
necessaria a utilizacdo de tensoativo e, na maitm$acasos, um co-
tensoativo, além da agua como fase dispersantda Nésnica, uma
mistura de lipidios fundida a uma temperatura aditaade fuséo do
lipidio solido é vertida sobre uma fase aquosa @daea mesma
temperatura. Esta pré-emulsdo 6leo-em-agua ainelatajgé vertida em
um volume de &gua gelada (2-5 °C), seguida de fagitacdo e
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posterior reducdo do volume (MULLER et al., 2000EMWNERT;
MADER, 2001).

Os lipidios que compdem a formulacdo devem aptasdraixo
ponto de fusdo, para que quando a fase internastioms entrar em
contato com a &gua gelada, as nanogotas lipidicasalizem
imediatamente, formando os nanocarreadores (WISSING., 2004).
O processo de formac@o das microemulsdes esta nestigedo na
Figura 5.

Figura 5. Diagrama esquematico da preparagao de NLC utdiza método de

microemuls&o.
Homogeneizador
(amplitude 70%/15")

=
Aquecimento 85°C

pré-emulsdo

Homogeneizador
TUltra-turrax (amplitude 70%/3')
(13500/5")
< -
- )

Fase oleosa  Fase aquosa

o NLC
Armazenado a 4°C Baho de gelo

Fonte: O autor

3.3 PELE

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, com uma are
aproximada de 2 fncom a funcéo principal de estabelecer o contato
entre nosso corpo e o ambiente externo. Além dedn@ perda de
agua e a entrada de matérias estranhas no orgarimigém exerce
protecdo fisica, quimica e imunolégica, defesa raomatdgenos,
radiacdo UV e radicais livres, e ainda € responhsgvela
termorregulacdo (HARDING, 2004). Por apresentar gremde area
superficial, a administracdo tépica exibe um grapdéencial para
aplicacdo de farmacos, com a vantagem de consaeguitornar
problemas encontrados na administracdo oral com@bwlesmo de
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primeira passagem e a acao de enzimas e pH extoaraigeristicos do
trato gastrointestinal, desta forma contribuindaapa melhora da
biodisponibilidade (ZHAI; ZHAI, 2014). Além disspermite a entrega
controlada de farmacos com conforto para o pagieqtsndo

comparada com outras vias de administracdo (BOLARGet al.,

2012).

A pele apresenta-se subdividida basicamente em n3adas
distintas: a epiderme, a derme e a hipoderme, rdaot@ainda como
anexos os foliculos pilosos, glandulas sudorip@&rasebaceas. Nos
estudos de permeacdo, a derme e a epiderme memeasnatencao,
uma vez que a hipoderme é constituida basicamentéldlas adiposas
e ndo tem um papel relevante neste sentido (BARZIIO)

A derme, a camada mais profunda da pele com espessu
torno de 3-5 mm, fornece suporte mecanico pardea Berrigada pela
circulagdo sanguinea, portanto substéncias quegeatinesta camada
podem atingir a circulag&o sistémica. E compostgppateinas fibrosas
(coldgeno e elastina) e um gel interfibrilar deggiaminoglicanas, sais e
agua, apresentando, dessa forma, um carater edeggrtie hidrofilico.
Os anexos da pele como, foliculos pilosos, glasdidaebaceas e
sudoriparas encontram-se na derme (EL MAGHRABY.g2@08).

A epiderme possui em torno de 50-100 um de espessdr a
camada mais superficial da pele. Seu epitélio étipm escamoso
estratificado, sendo os queratinécitos as célutasnaior niimero nessa
regido. E dividida em 5 camadas, sendo estas dainpela posicéo
morfologica e estado de diferenciagdo dos quelGto® A primeira,
conhecida como camada basal, € a mais profundaantes-se em
contato com a derme por meio dos hemidesmossonsegyda da
camada espinhosa, a qual & composta por célulésasutu achatadas
que formam juncgBes celulares umas com as outrasguem grande
quantidade de desmossomos, conferindo aspectohespina essa
regido. A camada granulosa é composta por célatzstadas contendo
granulos de queratohialina, adquirindo maior cotregéo de queratina
na porcao superior. A camada llUcida composta plofaséachatadas,
hialinas e eosindfilas, estd presente apenas eiesegspecificas do
organismo mais suscetiveis a atrito, como plantap#s e palmas das
maos. Por dltimo, a camada cérnea, também denomidadestrato
cérneo, que fica em contato com o ambiente extebevido ao
processo de descamacdo, a epiderme encontra-se oestarte
autorrenovacgao, onde a perda das células da supeihi estrato cérneo
€ compensada pelo crescimento de células na cabesda (BARRY,
1983; MENON, 2002; BAROLI, 2010; ZHAI; ZHAI, 2014).
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A camada mais externa da epiderme, o estrato cécoestitui
uma das principais barreiras a penetracdo de fasnaustamente por
ter como fungéo regular o fluxo de compostos quimie agua entre o
ambiente e o organismo. Com 15 a 20 camadas diasétu estrato
cérneo é composto basicamente por cornedcitos dtécitos
terminalmente diferenciados) e células mortas (eadas), alongadas e
planas. Os corneécitos estdo localizados em umazmatercelular
constituida por bicamadas lipidicas contendo acigiagos, ceramidas,
fosfolipideos, triglicerideos e colesterél estrutura do estrato corneo é
muitas vezes exemplificada como um arranjo deosj@ argamassa,
onde os cornedcitos (tijolos) sdo incorporados atimrica em lipidios
intercelulares (argamassa) (EL MAGHRABY et al.02pD Na figura 6
é possivel observar as varias camadas da pele.

Figura 6. Representacdo de uma seccéo transversal daymedsnh que mostras
as diferentes camadas e apéndices.
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Fonte: Adaptado de El. Maghraby et al. (2008)

3.4 TRANSPORTE DE FARMACOS ATRAVES DA PELE

Com relacdo ao transporte de farmacos e outrasuiatea partir
da superficie da pele até as camadas mais profunéiasias principais
sdo conhecidas: transporte folicular, no qual snéo permeia pelos
apéndices; transporte intracelular, em que o fasnpessa através das
células; e transporte intercelular, que aconteae emire as células.
(Figura 7).
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A via folicular é considerada menos importantesgofracéo do
corpo coberta por pelos é pequena, estando em derfgl%. Esta rota
€ mais interessante para transporte de ions e medépolares, ja que
essas tém maior dificuldade em cruzar o estratoeodintacto, que tem
um carater bastante lipofilico (SCHAFER-KORTING ait, 2007;
BOLZINGER et al., 2012).

Figura 7. Diagrama das trés vias de permeacado atravésldaipacelular,
intercelular e folicular. A regido amplificada m@sb caminho percorrido pelo
farmaco na via intracelular e intercelular.

Intracslular Intercelular Falicy

%izs de penstragio
no sstrato corneo

Fonte: Adaptado de Bolzinger et al. (2012)

Sabe-se que a via intercelular se sobrepde a wacatular, ou
seja, a molécula preferencialmente difunde poreeas células da
camada lipidica lamelar (HARDING, 2004). Devido &asias
caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas, twates cérneo possui
afinidade, tanto por moléculas hidrofilicas (em oregrau) devido a
matriz de queratina, quanto lipofilicas devido asndis estruturas.
Portanto, farmacos hidrofobicos penetram pela wvigeréelular,
enquanto que as moléculas hidrofilicas pela viadeiular através dos
corneécitos (BOLZINGER et al., 2012).
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3.4.1 Fatores que influenciam a permeagéao

Além da polaridade das substancias, outras caigtataes podem
influenciar a difus@o passiva do farmaco atravéscdmadas do estrato
cérneo. Trés parametros fisico-quimicos foram ifleatlos relativos ao
farmaco:

Massa molar a massa molar é o fator que determina o
coeficiente de difuséo da molécula, e deve estixalle 500 Da para
que a substancia seja bem absorvida;

LigacBes de hidrogénio:estudos sugerem que o0 numero de
doadores e de receptores de hidrogénio é determinpara a
difusividade da molécula no estrato corneo, poim tomo funcdo
controlar as interagdes com a superficie dos coitosd

Coeficiente de particdo:o coeficiente de particdo (Id®) refere-
se a particdo estrato corneo-agua e também tenémtila no estudo de
permeacdo. Quanto mais baixo o valor de Fpgnais hidrofilica é a
molécula contribuindo assim para uma baixa absdrg@sdérmica, ja
que moléculas lipofilicas apresentam maior afiniddagelos
componentes da pelelU et al., 2011; BOLZINGER et al., 2012).

Com relagdo ao estrato corneo algumas caractagstevem ser
levadas e conta para se obter uma boa permeacdd (3l 2005).

Hidratacdo da pele: a hidratacgdo € um dos fatores mais
importantes para o aumento da permeabilidade &g peis quando a
agua satura a pele, ocorre a diminuicdo da resiatélo estrato corneo,
provavelmente provocada pelo intumescimento dasutesis dos
cornedcitos além da criacdo de canais aquosos;

Temperatura: o efeito da temperatura é pequeno se comparado
ao da hidratagéo, sabe-se que o coeficiente deddifdecresce com a
diminuicdo da temperatura;

pH: o pH afeta o grau de ionizagdo das moléculas epemb
moléculas nado ionizadas passem mais facilmenteéstdas membranas
lipidicas, moléculas ionizadas também podem penetestrato corneo.
Moléculas ionizadas apresentam maior concentragagud as neutras
guando em solucéo saturada ou préxima da saturpgétanto acabam
exercendo uma contribuigdo significativa para &dltotal;

O fluxo de permeacédo de farmaco através do estéateo pode
ser expresso pelo modelo matematico da lei de FEiekjonstrada na
equacéao 1.
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J= dm _ DXKXAC
T da - h

(1)

ondeJ é o fluxo por unidade de area no estado estacmmag a
massat o tempo,D € o coeficiente de difusdo na pefeg o coeficiente
de particdo do farmaco entre a pele e veicul@ é o gradiente de
concentracdo do farmaco entre o veiculo e a pblé ® comprimento
da rota difusional através da pele.

35 MODELOS PARA AVALIACAO DA PERMEACAO
CUTANEA DE FARMACOS

Estudos sobre a penetracdo cutanea de farmacos séo
extremamente importantes na otimizacdo da elaboragh formas
farmacéuticas de liberacéo dérmica e transdérmica.

InGmeros métodos Vvivo, in vitro e ex vivotém sido investigados
para avaliar a absorcdo percutanea dos farmacaémPalevido a
dificuldade de realizar experimentas vivo (utilizacdo de grande
numero de animais, diferenca de permeabilidadee em$r espécies,
gquestdes éticas), preferem-se experimem®svivg que empregam
fragmentos de pele animal ou humana, devido tandéentagem de
maior controle e reproducao dos parametros deag@alie possibilidade
de correlagam vitro/ in vivo(TANOJO et al., 1997).

Os estudosex vivo para avaliacdo da permeacdo cuténea
geralmente ocorrem pela difusdo do farmaco atrdegsembrana para
uma solugéo receptora onde sera realizada a detg@a analitica.
Nestes estudos, a membrana mais indicada é a pelanh, e varias
fontes, como cirurgias plasticas, tém sido utilaagara a obtencéo das
mesmas. Porém, sua disponibilidade é bastantadmie uma forma de
contornar este problema é a utilizag&o de peleanim

Dentre os modelos animais mais utilizados na tileaacomo
substitutos da pele humana nos estuogivode permeacado cutanea, o
mais relevante é a pele de porco, devido a sudasitidde estrutural e
funcional com a pele humana, aliada a praticidaalelitencdo deste
material em abatedouros. Estudos realizados deracanst que a
estrutura do estrato corneo e da epiderme viavelifms se assemelha
ao da pele humana (JACOBI et al., 2007). A pelerdtha de porco é
especialmente adequada para estudos de permeagia eesultados
comparaveis aos obtidos com pele humana (GODIN;ITOU, 2007).
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3.5.1 Metodologia de estudex vivopara permeacao cutanea

Apesar de ndo simular a membrana biolégica, osgest vivo
sao considerados métodos rapidos e com a capaddaalaliar alguns
fendbmenos que ocorrem entre a aplicacdo do pradotefeito medido
farmacologicamente (SATO et al.,, 2007). O modelodifesdo da
camara de Franz, também chamado modelo estatiasuémente
empregado em estudos de permeacdo cutéresivo de produtos
tépicos. Esta metodologia foi aprovada pelo FDAaptestes de
permeacao e dissolucdo de preparacdes topicas CANTKOWSKA,
2008).

O sistema vertical tipo Franz é composto por umpartimento
doador (superior) e outro receptor (inferior) Fag8r O compartimento
receptor é preenchido com uma solugéo, geralmantpéo, de modo a
manter a ndo saturacdo do sistema, ou seja, condick No
compartimento doador é colocado o material queesejd testar. Entre
0s compartimentos citados anteriormente é colocea membrana,
podendo esta ser artificial (acetato de celulosd)iologica (pele suina
etc.). Os ensaios sdo realizados em banho termasi@t37 + 0,5°C
(temperatura corporal) sob agitacdo magnética aotestAliquotas sdo
retiradas em tempos especificos e quantificadas rpetodologia
adequada.
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Figura 8 Esquema da camara de difuséo tipo Franz.
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InUmeros trabalhos na literatura utilizam esta ohatigia para
avaliacdo da permeacdo cutanea de farmacos a ¢gamiCL. Joshi e
colaboradores (2008) observaram a absorcdo tranedér de
Celecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2, a padi& NCL. Para os
estudos de permeacéo, utilizaram como membranalonpdke de rato
em células de difuséo tipo Franz. No estadwivorealizado por Han e
colaboradores (2012) a avaliacdo da permeacdodéanga do
flurbiprofeno foi investigada também utilizando ammmetodologia de
estudo camara de difusdo tipo Franz. Em ambosaballtros os autores

conseguiram determinar o perfil de permeacgéo dosafZos a partir dos
nanocarreadores lipidicos.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Matérias-primas

Compritof’ 888 ATO (Behenato de glicerila, Gateffossé, Franca
Cloreto de sodio (Isofar Industria e Comércio dedBtos Quimicos
Ltda, Brasil)

Fosfato de sédio monobdasico (Vetec Quimica Fina,LBatasil)

Fosfato de potassio dibasico (Vetec Quimica Fida,LBrasil)
Isoorientina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

Isovitexina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

Lecitina de Soja, 75% de fosfatidilcolina (LipoidMBH, Alemanha).
Pluronic® F68 (Poloxamer 188)

Tweer? 80 (Polissorbato 80, Isofar Industria e ComéraoRtodutos
Quimicos Ltda, Brasil)

4.1.2 Solventes

Acetonitrila grau CLAE (Vetec Quimica Fina LtdaaBil).
Acido acético grau CLAE (Vetec Quimica Fina Ltdaag!).
Metanol grau CLAE (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)
Propilenoglicol P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda, Bbas

4.1.3 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento Schott SLR (&c¢hstruments,
Alemanha).

Agitador tipo vortex KMC-1300V (Vision Scientific@Ltda, EUA).
Balanca analitica AS2000 (Ohaus Corporation, EUA).

Banho de agitacdo multiponto (Dist Produtos pat@otatorio, Brasil).
Banho de ultrassom USC 700 (Unigue Industria e Gomée Produto
Eletrénico Ltda, Brasil).

Centrifuga 4K15 Sigma (Sigma, EUA).

Cromatografo liquido de alta eficiéncia Perkin EiiSeries 200,
equipado com bomba binaria Séries 200 e detectdvis\Gerie 200.
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Homogeneizador a alta velocidade Ultra-Turrax T25i8 (lka Werke,
Alemanha)

Homogeneizador ultrassénico UP 200S (Hielschersittnics GmbH,
Alemanha)

Microscopio eletrénico de transmisséo Jeol JEM-10gbl Ltda.,
EUA).

Mini spray-dryer B-290 (Buchi, EUA)

Moinho de facas MacmontS

42 METODOS

4.2.1 Aquisicdo e beneficiamento da matéria-prima vegetal
(MPV)

4.2.1.1 Aquisicdo do material vegetal

Folhas deCecropia pachystachydrécul. foram coletadas no
municipio de Torres, Rio Grande do Sul. O matdeatemunho esta
depositado no Herbéario da Universidade Federal aletaSCatarina
(FLOR 37143).

4.2.1.2 Moagem e acondicionamento do material vegetal.

As folhas foram secas em estufa de ar circularie4(B°C) e
submetidas a moagem em moinho de facas em mall3gOdeam. O
material resultante foi acondicionado ao abrigdudee umidade para
posterior realizacdo dos ensaios de caracterizapéncesso extrativo.
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4.2.1.3 Caracterizacdo da MPV

Perda por dessecacédo

Exatamente cerca de 2 gramas de folhas secas nioidas
transferidos para pesa filtros previamente dessscadtarados. Em
seguida o pesa filtro contendo a amostra foi subdmet aquecimento
em estufa a 105 °C durante 5 horas, seguida deareshto em
dessecador e pesagem. O procedimento foi repetidpgsiodos de 30
minutos de secagem até obtencé@o de peso condfentesultados de
trés determinacdes foram expressos em termos derjjagem ponderal
sobre a quantidade da amostra (BRASIL, 2010

Determinacgéo do teor de extrativos

Cerca de 1 grama de material vegetal, exatamessdpgefoi levado a
fervura com 100 gramas de agua por 10 minutos. Apésfriamento, a
massa total foi reconstituida para 100 gramas de agrificada, filtrada
em papel filtro, sendo os 20 mL iniciais desprezadiste procedimento
foi repetido duas vezes. Em seguida, uma aliquetaOdg da solucéo
resultante foi colocada em pesa filtro previameatado e levado a
secura em banho-maria. Posteriormente o pesa fidircolocado em
estufa a 105 °C durante 2 horas, resfriado em dadgsepor 20 minutos
e entdo pesado. Para cada solucdo foram feitasdét&sminacoes
(n=3). O teor de extrativos (TE) foi calculado utilizkmse a média dos
6 valores obtidos, segundo a equac&BE@NDESVERREINIGUNG,
1986)

TE = (RS x fd x 100) /m — (m x PD/100) )
onde:

TE = teor percentual de extrativos (%, m/m).

PD = perda por dessecacao (%)

RS = massa do residuo seco (g)

m = massa do material vegetal (g)

fd = Fator de diluicdo (5)
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4.2.2 Obtencéo e caracterizacdo das solucdes extrativas

4.2.2.1 Preparo das solucdes extrativas

As solugbes extrativas foram obtidas por turboagéo. O
material vegetal foi submetido a extracdo duranteirfutos em Ultra-
turrax, sob agitacdo de 9500 rpm. Os demais parésnde extracéo
foram estabelecidos através de um planejamentaimgrgal a fim de
investigar as variaveis tecnoldgicas, concentragho planta e
concentracdo etandlica do liquido extrator. Os isivéos fatores
avaliados encontram-se descritos na Tabela 1. Agds extrativas
foram caracterizadas através dos teores de resédoo(RS).

Tabela 1.Parametros avaliados por meio de planejamentoriexpetal para a
obtencgdo das solugBes extrativas Glepachystachyapelo método de turbo-
extracao

Fatores avaliados Minimo Méximo
Concentracao de planta (%, p/V). 5 10
Concentracao etandlica (%, V/V) 0 20

4.2.2.2 Determinacao do residuo seco (RS)

Cerca de 20,0 g de cada solucédo extrativa, exatanpesados,
foram colocados em pesa filtros previamente taradosseguir o
contetdo de cada pesa filtro foi levado a securébanmo-maria, sob
agitacdo ocasional. Posteriormente os pesa fiftn@n colocados em
estufa a 105 °C por duas horas, resfriados em cimeaté chegar a
temperatura ambiente e entdo pesados. O experif@maalizado em
triplicata e o resultado foi calculado em relaca®08,0 g de solugéo
extrativa (%, m/m) pela média de trés determinac@¢&RTKE;
MUTSCHLER, 1987)
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4.2.3 Preparacdo e caracterizacdo do extrato seco e féag
enriquecida em flavonoides d&. pachystachya

4.2.3.1 Secagem das solucgdes extrativas

As solucdes extrativas foram desalcoolizadas enpozador
rotatorio a 40 °C. Em seguida, a solucdo resultfoiteeca em spray
dryer sob as seguintes condi¢cbes de secagem: &@nmaede entrada:
160 °C; temperatura de saida: 111 °C; fluxo deealiatdo: 5%; fluxo
de ar: 100%:; didmetro do atomizador 0,7 mm. Pastagnte o extrato
bruto seco resultante foi armazenado em freez20 eC.

4.2.3.2 Obtencao de fracéo enriquecidaGlgpachystachya.

Uma fragéo enriquecida em flavonoides C-glicoside&Cp) foi
obtida a partir do extrato bruto seco por procedimeadaptado de
Ortmann (2013). Cerca de 2 gramas de extrato seamfretomados em
400 mL de agua. O extrato ressuspendido foi parté@io comn-
butanol por 5 vezes e, em seguida, as solucbeadiigts, depois de
reunidas, foram secas em evaporador rotatorio €£CI0A fracdo
butandlica seca resultante foi solubilizada em d&uoeantida em contato
com a resina de troca idnica AmbeflitX AD-16 na proporcdo de
1:20:200 (fracdo butandlica:resina:agua, m/m/V mantidos durante 1
hora sob agitacé@o. Este sistema ficou em repousogpeesina decantar
e, a seguir, o residuo aquoso foi eliminado. Ospostes aderidos a
resina foram extraidos com metanol por 5 vezeseooiivas de 5
minutos. As solu¢des metandlicas resultantes destacdo foram
reunidas e, em seguida o metanol foi eliminado eaparador rotatdrio.
O residuo seco obtido foi ressuspendido em aguslugdo aquosa
resultante congelada a -20 °C e liofilizada porhnd8as. Finalizada a
operacgéo de secagem, a FECp enriquecida em comibglosideo
obtida foi armazenada em dessecador até a sumcdit.
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4.2.3.3 Quantificacdo dos marcadores quimicos

A andlise dos marcadores quimicos isoorientina Qp@
isovitexina (ISOV) presentes no extrato e na FEGQpréalizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) paretodologia
desenvolvida e validada por Costa e colaborad@@klj. Como fase
estacionaria foi utilizada uma coluna Browifl€hoice C-18 (150 x 4,6
mm i.d.; .um) com pré-coluna ODS (4,0 x 3,0 mm) e como faseeind
um gradiente combinando acetonitrila ( solvente Aplucdo aquosa de
acido acético 1% (pH= 3) (solvente B). A fase mdieél preparada
diariamente e desgaseificada em banho de ultrassot@s do uso. O
comprimento de onda de deteccdo foi 340 nm. A @&aBehpresenta a
programacéo da fase movel utilizada.

Tabela 2. Programacdo da fase mével para quantificacdo dacachores
qguimicos isoorientina e isovitexina presentes ndragx bruto e fracdo
enriquecida d€. pachystachy8ECp) por CLAE

Programacdo Modo  Solvente A (%) Solvente B (%

(min)

0-5 Gradiente 5 95
5-30 Gradiente 20 80
30-40 Isocratico 20 80

O extrato bruto e a FEQpram diluidas nas concentracdes de 1,0
e 0,5 mg/mL respectivamente, e as solugbes resedfaem triplicata,
foram filtradas com membrana de 04 de didmetro de poro. Para
guantificagdo dos marcadores foi construida umaacamnalitica na
faixa de 0,8-50ug/mL. Os teores foram expressos em miligramas do
composto por grama de extrato (mg/qg).

4.2.4 Estudos preliminares da formulagéo

A partir da caracterizacdo da matéria-prima vegabakrvou-se
que o material vegetal apresentou 0 mesmo pedijdimico relatado
anteriormente na literatura (COSTA et al., 2011).fl&onoide C-
glicosideo isoorientina foi identificado e quamtifilo como composto
majoritario nos extratos de. pachystachy@roduzidos nesse trabalho.
Portanto para as metodologias subsequentes esidtilipado como
marcador.
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4.2.4.1 Selecdo dos componentes da formulagéo

A solubilidade de FECp foi determinada em trés rdiites
lipidios liquidos: triglicerideos de acido capriagrilico, 6leo de ricino
e palmitato de isopropila. Cerca de 10 mg de frdgéam adicionados
em um tubo de ensaio contendo 1 grama, exatamesael@s, de Oleo e
mantido sob agitacdo por 2 horas em banho-maria 28 O lipideo
capaz de solubilizar maior quantidade de extratoufiizado para a
continuacédo deste estudo.

Os demais componentes foram selecionados com basere
estudo preliminar de formulagéo utilizando a téarde microemulséo,
descrita a seguir. Neste estudo, lipidios séliterssoativos hidrofilicos
e co-solventes (Quadro 1) foram utilizados em diftgs combinacdes
gerando 6 formulacdes (F1 a F6), descritas na &&dbdlecitina de soja
foi utilizada como tensoativo lipofilico em todas farmulacées. Como
respostas foram avaliadas a formacgéo dos sisteamestruturados, o
tamanho de particula e o indice de polidisperséo.

Quadro 1 Resumo dos excipientes testados para a formagé® do
nanocarreadores lipidicos contendo FECp

Oleo de ricino
Lipidios liquidos Triglicerideo de acido caprico/caprilico
Palmitato de isopropila

Monoestearato de glicerila

Lipidios solidos Compritol ATO 888

Lecitina
Tensoativos Tweerf 80
Pluroni® F68
Etanol
Co-solventes Butanol

Propilenoglicol
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Tabela 3Composicao dos nanocarreadores lipidicos contER@p preparadas
com os lipidios sélidos monoestearato de glicéM&G) ou Comprito!ATO
888

Constituintes  Unidade F1 F2 F3 F4 F5 F6

MEG (9) g 0,2 02 0,2 - - -
Compritol® g - - - 0,2 0,2 0,2
ATO 888

Solugédo de mL - 10 10 10 - -
Pluroni® F68

1,5% (m/V)

Solugdo de mL 10 - - - 10 10
Tweer? 80

1,5% (m/V)

Palmitato  de g 0,022 0,022 0,02 0,022 0,022 0,022
isopropila

Lecitina de soja g 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Etanol mL 1 1 - - - -
Butanol mL - - 1 1 1 -
Propilenoglicol mL - - - - - 1
Agua mL 100 100 100 100 100 100
FECp mg 25 25 25 25 25 25

4.2.4.2 Técnica de microemulsédo utilizada no estudo prakmide
formulacéo

Os nanocarreadores foram obtidos pela técnica deemulsdo
(ZHANG et al., 2014). Esta técnica baseia-se nadgéo das particulas
a partir de uma microemulsdo quente vertida em &mglada. Para
preparacdo dos nanocarreadores, a fase lipidicaastanpelos lipidios
liquido e sdlido, emulsionante lipofilico, co-saite e a FECp foi
aquecida a 85 °C. Em seguida, a fase aquosa cangpestolucdo de
emulsionante hidrofilico, previamente aquecida msma temperatura,
foi vertida na fase oleosa e submetida a irradiag&assénica por 3
minutos e 15 segundos. Esta emulséo pré-formadefada em béquer
contendo 100 mL de agua destilada mantida a 2 ¥ibenetida a
agitacdo no dispersor Ultra-turrax, formando as omatiuturas.
Posteriormente, o volume da fase dispersante flnizido a 20 mL em
rotavapor e as formulagBes prontas foram armazenadd °C sob
protecao da luz.
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4.2.5 Desenvolvimento e caracterizacao de sistema
nanoestruturado lipidico

4.2.5.1 Preparacdo dos nanocarreadores lipidicos (NCL)

A partir da selecdo dos componentes da formulag@elecidos
no estudo preliminar descrito anteriormente, os alenparametros,
como quantidade de FECp (A), tempo de agitacaoréampulséo (B)
tempo de agitacdo da emulsao final (C) e velocidieagitacdo (D)
foram definidos com base em um planejamento expetih A
influéncia destes parametros sobre o tamanho dé&ylar indice de
polidispersdo (PDI), eficiéncia de encapsulacdo % teor de
marcadores associados ao sistema foi avaliada case o
planejamento experimental descrito na tabela 4.

Tabela 4. Planejamento experimental para preparacdo doscaaradores
lipidicos.

Fator Tipo Subtipo Minimo Maximo

A (mg) Numeérico Ordinal 10 50

B (s) Numérico Ordinal 15 180
C (min) Numérico Ordinal 3 5
D (rpm) Categorico Nominal 9500 13500

Os resultados foram avaliados através do softwesign-
Experf versdo 7.0.0. Foram geradas 12 formulacdes ar paoti
delineamento fatorial.

4.2.5.2 Tamanho de particula e indice de polidisperséo)(PDI

O tamanho de particula e o PDI das formulagbesmfora
determinados por espalhamento de Iluz dindmico zaiio o
equipamento Zetasizer Nano ZS. As medidas foraiizadas a 25 °C
apos diluicdo apropriada das amostras.

4.2.5.3 Potencial zeta

O potencial zeta das formulagbes foi determinada po
anemometria laser Doppler utilizando o equipametdtasizer Nano
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ZS. As amostras foram colocadas em célula elettdar, onde um
potencial de £ 150 mV foi estabelecido.

4.2.5.4 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacéo (EE8)rede
ISOO nos nanocarreadores

A EE% foi estimada como sendo a diferengca percerdaa
guantidade total de teor de ISOO presente na FHEfiigioaada a
formulagcdo e aquela encontrada no ultrafiltrado,tidob apos
ultrafiltrag&o/centrifugacéo das dispersdes colsidtlizando unidades
de filtracdo Ultrafree - MC (100.000 MWCO, Millippr EUA). As
andlises para quantificagdo do marcador foramzesdis por CLAEO
teor foi calculado segundo a equacédo 3 e os valorasy expressos em
porcentagem.

_ quantidade total de ISO0 — 1500 ndo encapsulada

quantidade total de lipidio * 100

Teor

©)

A metodologia analitica desenvolvida por Costa labmradores
(2011) foi revalidada neste trabalho para detergdioala EE% a partir
da quantificagcao do teor do marcador quimico ISOO.

4,255 Validacdo da técnica de quantificacdo dos marcadore
guimicos nos nanocarreadores por cromatografiadiqde
alta eficiéncia

Os parametros avaliados para a revalidacao netstdoeforam
especificidade, linearidade, precisédo (intra-dignter-dia), limite de
quantificagdo e limite de deteccdo. As condicOestrumentais e
analiticas utilizadas estdo descritas no item 82.3

Curva analitica, linearidade e intervalo de detexca

Para obtencao das curvas analiticas foram presasatiz;des de
ISOO utilizando como solvente metanol: agua (1:24V)V nas
concentracbes 0,8; 1,0; 2,0; 5,0; 10 e 50 pg/mla pambos os
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marcadores. As medidas das areas referentes acoadantracdo dos
marcadores foram utilizadas para construcdo daacanalitica. A
equacgdo da reta e o coeficiente de correlacaoi@f determinados
pela analise da regresséo linear utilizando o noétdds minimos
quadrados. As analises foram realizadas em triplica

Limite de quantificagdo (LQ)
O limite de quantificacéo foi determinado conforanequacéo 4.

LQ=dpx 10
S (4)

onde dp é o desvio padréo do intercepto com oyed@ equacao
dareta, S € ainclinacdo da reta e 10 é utilizado base na relagcdo de
dez vezes o ruido da linha de base.

Limite de deteccao (LD)
O limite de deteccdo foi determinado conforme aagéo 5.

LD=dpx3.3
S ®)
onde dp é o desvio padréo do intercepto com oyed@ equacao

dareta, S é a inclinacdo da reta e 3,3 é utilizao base na relacdo de
10 vezes o ruido da linha de base.

Especificidade do método

A especificidade do método foi avaliada atravésaaparacao
dos cromatogramas obtidos com a solu¢do em meignal:de fracéo e
dos nanocarreadores brancos.
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Precisao intra e interdia

A precisdo do método foi determinada por medidas da
repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo mitiaria (precisao
interdia). A repetibilidade foi avaliada pela deteracdo de seis
diferentes amostras na concentracdo deglfL, no mesmo dia, sob as
mesmas condi¢des experimentais. A precisao inteanedoi avaliada
através da realizacdo da analise das concentragfies0 e 10,Qg/mL
em trés dias diferentes.

4.2.5.6 Avaliacdo da morfologia

A morfologia das particulas foi investigada por mno$copia
eletrénica de transmissdo (MET). A amostra foi dargom 1% do
corante tetréxido de 6smio e as imagens foram cagdis em diferentes
ampliacoes.

4.2.6 Avaliacdo do perfl de liberacdo in vitro dos
nanocarreadores lipidicos em tampao fosfato salimgH 7,4

4.2.6.1 Avaliacdo da solubilidade de FECp em tampéo fosatimo
pH 7,4

Visando estabelecer as condi¢cdes para o estudibaetadio, a
solubilidade da fracdo em tampao fosfato salind’pHoi determinada.
Para isto, 2 mL de tampao foram adicionados a tudmsensaios
contendo um excesso FECp. As misturas foram man#da/ + 0,5 °C
sob agitacdo magnética e, apos 24 horas, foramifogatias por 10
minutos a 2000 rpm. O sobrenadante coletado foadib e analisado
por CLAE, conforme metodologia previamente desaritaitem 4.2.5.
Os resultados foram calculados em termos de ISO$hlubilidade foi
expressa em micrograma de 1ISOO por mL de tampao.

4.2.6.2 Avaliacao do perfil de liberacéa vitro da FECp a partir do
nanocarreador lipidico

Para avaliar o perfil de liberacdo da FECencapsulada no
nanocarreador, uma aliquota de 10 mL do nanocanrdaidtransferido
para um béquer contendo 90 mL de tampao fosfatwsalH 7,4, sendo
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mantido a 37 £ 0,5 °C com agitacdo constante. Eemialos de tempo
pré-determinados aliquotas do meio de liberacaanforetiradas,

filtradas em dispositivos de ultrafiltragcdo/cenigcédo para posterior
analise por CLAE, conforme metodologia analiticaevigmente

validada. A partir dos resultados, gréficos da @aotagem de fracéo
enriquecida liberada em funcao do tempo foram coiukts.

4.2.7 Avaliacdo da penetracao cutaneax vivoem célula de Franz

Com o objetivo de avaliar a capacidade de permealgo
nanocarreadores na pele, um estudo de permeacéivoutilizando
células de difusao tipo Franz foi conduzido, witido pele de orelha de
porco. Para obtencéo do perfil cinético de pernmeacéompartimento
receptor foi preenchido com 10 mL de tampéo foséalmo pH 7,4. O
sistema, composto de oito células individuais ctatgc a um banho
termostatizado a 37 + 0,5 °C, foi mantido sob ggitaconstante por um
periodo de 24 horas. Os fragmentos de pele foralmcamos na
interface entre as células doadora e receptorambdo a atender a
condicaosink exigida 2 mL da formulac¢do foram aplicados diretata
sobre a pele no compartimento doador e, imediat@aneada célula foi
fechada para evitar a evaporacdo da amostra. Assod@ solucao
receptora foram coletadas nos seguintes tempos gpanaaliacdo do
perfil cinético de permeacédo: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0;,01 12,0; 24 h e
armazenadas até o momento da quantificaéacada coleta, o volume
de meio retirado do compartimento receptor foi sgpocom meio
fresco. Apds as coletas, as aliquotas retiradashpartimento receptor
foram analisadas por CLAE para quantificacdo dadSO

A avaliacdo da retencdo cuténea de ISOO foi reklizpds o
termino do estudo. As amostras de pele foram detgala camara de
Franz e lavadas com tampdo para remover o excessondstra da
superficie. Posteriormente separou-se a epidermeledae, com o
auxilio de bisturi e pinca. As camadas foram rexas, picoteadas e 0s
fragmentos foram colocados em tubos tipo falcondeorforam
adicionados 5 mL de metanol (liquido extrator). E&guida os tubos
contendo as amostras foram submetidos & agitacade) por 5
minutos e sonicacao durante 30 minutos para o raemDd das células
e aumento da eficiéncia de extracdo. Para eliminagdinterferentes
como restos celulares e proteinas, as amostras fratrifugadas e os
sobrenadantes foram coletados para posterior ean@ligjuantificagéo
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de ISOO presente no meio receptor e nas camadaslalfoi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia comerdescrito no item

4.2.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA VEGETAL

O desenvolvimento de um medicamento fitoterapicega um
valor tecnolégico a preparacdo de formulagdo caolateextratos
vegetais, o que o diferencia de preparacdes wldizana medicina
tradicional. Neste sentido, é de fundamental indpmifs a padronizacéao
de cada uma das etapas visando a garantia da ajlelidficacia e
segurancga, bem como a reprodutibilidade, requisittispensaveis para
um medicamento. Considerando a variabilidade iterer a
complexidade de uma planta medicinal, € impreseahdi avaliagdo de
suas caracteristicas para conferir a este mategahlidade de matéria-
prima vegetal, de grau farmacéutico, que € o pdatpartida para todo
este processo e, portanto, de sua qualidade dependdidade de todos
os produtos intermediarios e finais do mesmo.

5.1.1 Perda por dessecacao

A presenca de umidade no material vegetal pode zindu
processos de degradacdo enzimatica e quimica, &ibodn para
proliferacdo de microorganismos durante o armazentnda planta
por um longo periodo de tempo (FARIAS, 2010). Esta®res
demonstram a importancia do conhecimento do teourdielade no
desenvolvimento de um medicamento fitoterapicoe@ tle umidade
preconizado pela Farmacopeia Brasileira (BRASILL®0pode variar
de 8-14%.

O resultado encontrado para a perda por dessedacamtéria-
prima vegetal seca e moida foi de 10,65 % (+ Ocb®) desvio padrao
relativo de 0,04 %n(= 3), encontrando-se dentro do preconizado.

5.1.2 Teor de extrativos

O teor de extrativos é um parémetro importante ordrole de
gualidade da matéria-prima vegetal. A partir dessaica é possivel
guantificar as substancias extraidas com uma mletidopadrdo de
extragdo definida por Bundesverreinigung (1986% qugtabelece um
parametro de qualidade que permite a comparacéibedentes lotes.
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O teor de extrativos em agua obtido para a mapéimaa vegetal
seca e moida foi de 17,45 % + 0,38, com desviogoadlativo igual a
2,26 %.

5.2 OTIMIZAGAO DO PROCESSO EXTRATIVO

No desenvolvimento de um fitoterapico, a etappatironizacao
do processo extrativo é de fundamental importaecieonstitui um
desafio ao formulador. A partir de uma matriz caerpl a extracao visa
tornar possivel a obtencdo de um medicamento, edostos requisitos
de qualidade, seguranca e constancia de compagigaisto supde, por
meio da retirada seletiva de compostos, que é ciondida pelo método
de extracéo.

A turbo-extracdo foi a técnica escolhida para pamegdo dos
extratos deC. pachystachyaEsta técnica baseia-se na reducdo do
tamanho de particula concomitantemente com a é@dra€om a
aplicacéo de elevadas forgas de cisalhamento coawwenpimento das
células da matéria-prima vegetal favorecendo aasiapida dissolucao
das substancias. Entre as vantagens dessa téesitzeain-se o quase
esgotamento da matéria-prima vegetal e a rapidextdacdo, na ordem
de minutos (SONAGLIO et al., 2010)

5.2.1 Obtencao e andlise das solucdes extrativas

O ponto 6timo de extracao por turbo-extracao ftaleslecido a
partir de um planejamento experimental em quetosga e as respostas
indicaram a condi¢cdo experimental mais adequada gater extratos
com a maxima concentracao simultdnea dos dois dwres ISOO e
ISOV.

Os fatores escolhidos para avaliacdo neste estwdamf
concentracéo de droga (5 e 10 %) e concentracadlieta(agua, etanol
10 %, etanol 20 %). A definicAo dos solventes paraperacdo de
extracdo baseou-se na solubilidade dos compogtosCtglicosideos
presentes na matéria-prima vegetal. Devido a slarigde elevada
apresentam boa solubilidade em etanol e agua (RAAAL, 2011).

A Tabela 6 apresenta os valores de residuo sdeores de
ISOO e ISOV encontrados utilizando-se as diferenteadicbes
previamente estabelecidas.
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Tabela 5Resultados da padronizagéo dos extratos obtidosifmm-extracao de
C. pachystachya

Concentracao de Concentracéo RS ISOO ISOV
planta (%, m/V) etandlica (%, VIV)  (%,9/9) (mg/g) (mg/g)
5 0 0,68 12,84 6,25
(+1,88) (#3,85)  (+3,95)
5 10 0,55 13,39 5,89
(+2,90) (#3,21)  (¥1,18)
5 20 0,85 16,58 6,50
(+3,62) (+1,94)  (+2,53)
1,08 15,56 6,73
10 10 (+1,30) (+1.04)  (+2.44)

O residuo seco é um parametro de suma importangia n
otimizac&o das solugdes extrativas. Tem a capaeidadnformar sobre
a influéncia de diferentes fatores sobre a quadidiprocesso extrativo
e com isso estimar a quantidade total de substiegisaidas (NUNES
et al., 2000).

Entre os liquidos extratores estudados, o etandle2@erou o
maior teor de sélidos e a maxima extracdo de maread Com o
aumento da relagdo droga/solvente n&o ocorreu umMmergo
proporcional do residuo seco, assim a concentr@e&ivoga de 5 % foi
definida para o trabalho.

5.2.2 Obtencao e andlise quantitativa do extrato seco eadracéo
enriguecida em flavonoides de&. pachystachydFECp)

Neste trabalho, a secagem das solucdes extrativasdlizada
visando o grande numero de vantagens que extratos spresentam,
sobretudo considerando os diversos aspectos waicndo utilizados
como forma farmacéutica intermediaria: manipulagé@is simples com
melhor estabilidade quando comparados com extligtasios, melhoria
da homogeneidade de distribuicdo dos constituideegpreparacdo e
pesagem facilitada e mais precisa, conferindo @ndofinal maior
garantia da dose empregada. Assim, a secagem domogxfoi
executada em spray dryer conforme descrito no #ehB.1. Por se
tratar de um produto intermediario para a produgéiediata dos
nanocarreadores, ndo houve a necessidade da ¢éalida um estudo
de secagem. Os parametros de secagem foram phoélesidos pelo
Nnosso grupo para outra espécie do gériaeoropia sp. (dados nao
publicados) e utilizados para a secagem do extedte trabalho. Para a
execucdo desta etapa, foram preparados 2 L ded@sokigrativa que
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geraram 12,28 g de extrato seco, com um rendimemtaelacdo ao
valor tedrico de residuo seco de 80%.

Inimeros trabalhos da literatura utilizam o fraeimento de
extratos padronizados para maximizar a concentragdp
consequentemente, potencializar a atividade derdiei@do grupo de
ativos (PANDEY et al., 2010; MAITY et al.,, 2012; BEAN et al.,
2013). Os flavonoide€-glicosideos ISOO e ISOV séo apontados como
possiveis compostos ativos nos extratosCd@achystachydCOSTA,
2009; GAZAL et al., 2014), portanto, o fracionantedp extrato foi
direcionado para estes compostos

A resina Amberlit& XAD-16, um adsorvente polimérico sintético
com grande area superficial (SOUSA; BRITO, 2018)ahteriormente
utilizada com sucesso por Costa e colaboradordd (@ @ara a extragédo
seletiva de flavonoides a partir de extratos brate<. glaziovii O
procedimento foi adaptado para utilizacdo do extestco e realizado
para a obtengéo do FECp.

As amostras de extrato seco e fracdo enriquecidamfo
submetidas a analise por CLAE. Os resultados eramog apds a
quantificagdo das amostras apresentaram a congamtdas teores dos
flavonoides C-glicosideos cinco vezes superior na fragdo, quando
comparado com o extrato bruto.

Os teores dos marcadores para 0 extrato bruto ECp estéo
descritos na Tabela 6

Tabela 6 Teores dos marcadores quimicos presentes nocekinato e FECp
nas concentragdes de 1,0 mg/mL e 0,5 mg/mL respeotinte

C Extrato bruto Fracdo enriquecida
omposto

(mg/g) (ma/g)
Isoorientina 9,76 50,66
Isovitexina 3,25 37,94

53 SELECAO DOS COMPONENTES PARA PREPARACAO
DOS NANOCARREADORES LIPIDICOS SOLIDOS

No desenvolvimento tecnolégico de uma formulacar-sta
necessario um estudo preliminar, com o objetivéotale selecionar o
método de preparacdo como 0s excipientes para wintesistema com
caracteristicas adequadas a finalidade pretendida.
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Diversas técnicas tém sido empregadas para a dbtede
sistemas nanoestruturados lipidicos visando a astnaigdo topica.
Como exemplos, podemos citar homogeneizacdo a @akssdo
(LIEDTKE et al., 2000; PARDEIKE et al., 2009; SCHWZ et al.,
2013) dispersédo por ultrassom (CASTRO et al., 2009SSI et al.,
2013) e microemulsdo a quente (MARQUELE-OLIVEIRAaét 2010;
SOUZA et al., 2011; KHURANA et al., 2013).

Neste trabalho, a técnica de microemulséo foi eggia para a
obtencdo de nanocarreadores lipidicos capazesadgsertar a FECp,
pois apresenta vantagens em relacéo as demaisagcrdmo facilidade
de manuseio e processo de producgdo rapido, bem dispensa a
utilizacéo de equipamentos especiais (ZHANG efll 3). Esta técnica
baseia-se na transferéncia de uma emulsao O/Aapand agua fria,
sob agitagdo vigorosa, resultando na solidificagédlipidio da fase
oleosa formando particulas em escala nanométriGUZ3 et al.,
2011). Os nanocarradores lipidicos obtidos a paldir técnica de
microemulsédo sdo compostos por uma mistura depididisélido com
baixo ponto de fusdo e um lipidio liquido, adicidos de agentes
emulsionantes e co-solventes (MEHNERT; MADER, 20@ Quadro
1 apresenta 0s excipientes testados no estudmimatide formulagéo
neste trabalho.

Considerando a importancia dos lipidios na estautdos
nanocarreadores, esses foram 0S primeiros comm@snemt serem
avaliados. A investigacdo do 6leo mais adequada @dormulacao foi
realizada a partir de um estudo de solubilidaddraigho no mesmo,
uma vez que uma boa afinidade do lipidio liquidia paibstancia ativa
exerce influéncia significativa sobre a eficiéndéaencapsulacdo (NEGI
et al, 2014). Entre os lipidios liquidos testados,palmitato de
isopropila, um éster de acido graxo amplamentézadib em formas
farmacéuticas tépicas convencionais como cremesogdes$, foi
selecionado. Além da maior solubilidade da fragfte lipidio € aceito
pelo FDA como componente para formulacdes topiBBBWE et al.,
2009)

Diferentes classes de lipidios tém sido amplamenitzadas
como excipientes farmacéuticos devido a seu baixstoce baixa
toxicidade e entre essas os glicerideos representam familia de
lipidios muito utilizados na industria farmacéutidantre os lipidios
sélidos estudados, o Compritose revelou mais adequado para
producdo dos nanocarreadores lipidicos, pois apmseos melhores
resultados para as respostas estudadas se compamad®@ MEG,
principalmente com respeito a reprodutibilidade.

a
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O Compritof um glicerideo de cadeia longa constituido de uma
mistura de mono, di e triglicerideos de acido balre@ENNING et al.,
2000) é frequentemente usado como lipidio sélida paproducédo de
nanocarreadores lipidicos devido a sua baixa eimtade
(SHAMMA; ABURAHMA, 2014). Por ser rico em triglicateos e
acidos graxos, € conhecido por formar cristais mfefies com espaco
suficiente para acomodar farmacos hidrofilicos (RQIPAL, 2013).

A selecdo dos emulsificantes adequados € um dosedamais
importantes relacionados a estabilidade do sistguo& tem como
funcéo evitar agregacéo das particulas. A combindeéensoativos de
origem natural com agentes emulsionantes auxiligremuito mais
efetiva para estabilizar os sistemas do que qusaduiliza somente um
emulsionante (BRUXEL et al., 2012) Tensoativos ifxcos, como o
Tweerf 80 combinado com fosfolipidios, geram filmes nuaimpactos,
e com isso conferem mais estabilidade a formula@Qadween® 80 é
aceito por varios o6rgaos regulatérios, além de sétizado
frequentemente em formulacdes de nanocarreadorpfdictis
(AGRAWAL et al., 2010).

A lecitina de soja também é comumente utilizadgmparo de
sistemas nanoparticulados, e apresenta como vastageer
biocompativel e biodegradavel. Apesar de ndo apt@ssn carga em
pH fisioldgico, grupamentos polares carregados thegaente em sua
estrutura conferem um potencial zeta final negatha interface,
contribuindo para impedir a aglomeracdo das pdasc(BRUXEL et
al., 2012).

A escolha do co-solvente é outro ponto criticdarenacdo dos
nanocarreadores pela técnica escolhida, visto stgs excipientes tém
como funcédo auxiliar na diminuicdo da tensao iat@al, e com isso,
produzir pequenas particulas (CAVALLI et al., 1998% acordo com a
literatura, compostos alcodlicos e glicélicos coaixb peso molecular
sdo mais eficazes para esta finalidade (MOJAHED#&MI., 2013). O
propilenoglicol é utilizado na industria farmacéaticomo umectante,
conservante e co-solvente, sendo descrito pelo&osrgegulatérios
como componente seguro para formulacdes de adragést topica
(ROWE et al., 2009). Por estes motivos foi escallidmo co-solvente
neste trabalho.

A Tabela 7 apresenta os valores de tamanho e PBI da
formulacBes obtidas a partir deste estudo. Todderamulacbes aqui
testadas apresentaram-se macroscopicamente camimasscoloidais,
sem a formacédo de aglomeracfes ou residuos vigleelpidios. Os
sistemas formados a partir do MEG (F1/ F2/ F3)foéam selecionados
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para o estudo, pois ndo houve uma boa reproddald entre as
formulacdes. Entre os nanocarreadores produzidasGzmpritof (F4/

F5/ F6) todas as formulacdes apresentaram tamanliodiee de
polidispersédo adequados para este trabalho

Tabela 7 Valores obtidos para o tamanho de particula eéndé polidispersao
a partir do estudo de sele¢cdo dos componentes aagxoducdo dos
nanocarreadores lipidicos (NCL)

Respostas F1 F2 F3 F4 F5 F6
Tamanho (nm) 106 324 120 240 288 172
PDI 0,402 0,441 0,248 0,303 0,304 0,248

A partir destes resultados, a formulagéo F6, cotmpds 0,200 g
de lipidio sélido Comprit§l, 0,022 g de palmitato de isopropila, 0,050
mg de lecitina de soja, 10 mL de solugéo de TWen1,5 %, 1 mL de
propilenoglicol e 100 mL de &gua, foi selecionadeapa continuacéo
dos estudos. Além de apresentar uma menor dispedisdamanhos,
nesta formulagdo o co-solvente utilizado foi prepdglicol, que é
aceito por 6rgdos regulatorios para preparacoésagpo que constitui
uma vantagem em relacéo as formulagbes preparadelutanol.

54 ESTUDO DE FORMULAGCAO DOS NANOCARREADORES
POR DELINEAMENTO ESTATISTICO FATORIAL

Apé6s a definicdo dos componentes na formulacaosegoundo
estudo foi realizado para avaliar outras variavelacionadas com a
técnica de preparacgdo, que podem afetar as castices dos NCL, tais
como tempo e velocidade de agitacédo, temperatoraigbes de adigdo
da pré-emulsdo na agua gelada, volume das fagespetros. Devido a
contribuicdo simultanea de diversos fatores, fezesessario um estudo
detalhado de formulacdo, no qual a combinagéo féeedies variaveis
permitiu estabelecer as condi¢fes de obtenciostemsis adequados
para a encapsulacdo da FECp. Neste caso, um prergafatorial foi
a ferramenta utilizada para avaliar o efeito derdifites quantidades da
FECp, tempo de agitacdo da pré-emulséo, tempoitdedg da emulséo
final e velocidade de agitacdo, apds a adicdo sk daganica sobre a
fase aquosa gelada sobre caracteristicas funddmentas
nanocarreadores, como tamanho de particula, iddigmlidispersao e
potencial zeta, bem como a eficiéncia de encapul&; o teor do
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marcador ISOO associado ao sistema. Assim um pliauegjto fatorial
tipo 2 foi construido, resultando em 12 formulacbes patEs em
duplicata.

Para a estimativa de significAncia do modelo, umdlise de
variancia (ANOVA) foi aplicada (Tabela 8). O modeloconsiderado
significante quando o valor de probabilidade denifigincia @) for
inferior a 0,05. A partir dos valores e representados na Tabela 8
pode-se concluir que o modelo foi significante gadas as respostas, e
com este resultado pode-se assegurar que o plargfad eficaz para
definir as melhores condi¢Bes experimentais nomebamento dos
nanocarreadores lipidicos neste estudo.
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Tabela Termos do modelo significante, valores dos cosfiieis de regressdo e ANOVA (valores de p) parasgostas teor de

marcador, EE%, tamanho de particula, PDI obtidparér do desenvolvimento de nanocarreadores Gp&lsolidos contendo
FECp usando o delineamento fatorial 2

Termo Tamanho PDI Teor de marcador EE%
Polinomial Coeficiente pvalue Coeficiente pvalue Coeficiente pvalue Coeficiente p value
Intercepto 132,92 <0,0001 395,83 0,0442 0,82 <0,0001 81,60 004q,

A 28,01 <0,0001 18,92 0,0067 0,47 <0,0001 -10,93 0641,0
B 0,51 0,8418 -6,64 0,2130 5,417E003 0,3217 -0,11 9238
C -0,58 0,8191 -2,00 0,7009 7,917E003 0,1531 0,51 2635
AB 7,14 0,0603 5,29 0,4058 - - -1,30 0,1886
) R? 0,8255 0,3879 0,9962 0,8753
Rz-ajustado 0,7888 0,2590 0,9957 0,8491
Adequacao da precisao 12,703 4,806 90,496 14,470

*(A) Quantidade de FECp adicionada (mg); (B) Tendsleoagitagdo da pré-emulsado (s); (C) Tempo de agitde
emulsdo final (min); AB representa interacédo eosréatores.
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5.4.1 Determinagdo do tamanho de particula, indice de
polidispersédo e potencial zeta dos nanocarreadores

O diametro médio das particulas foi determinado por
espalhamento de luz dindmico. Esta técnica permitmedicdo do
tamanho das particulas com tamanho menor que 1 @rhaseada no
movimento Browniano das particulas. Quando ilurmaisagor um feixe
de luz laser, 0 movimento das particulas no meio deam que a
intensidade da luz dispersa varie, sendo detectadoum &angulo
determinado que fornece informacdes diretas sobmeow@mento das
mesmas, permitindo o calculo do tamanho de@ENDONCA et al.,
2003).

As particulas exibiram tamanhos entre 97 e 179Rwfa analise
de variancia apresentada na Tabela 8 foi possibsérear que o
tamanho foi influenciado principalmente pela qudedie da FECp
adicionada (fator A). A Figura 9 mostra esta teod€nna qual é
possivel visualizar que 0 aumento da concentragdexttato acarreta
um aumento proporcional do didmetro médio das quaas. Esse
resultado estd de acordo com outros trabalhosteitlira, onde a
guantidade de farmaco adicionado no sistema impacta
significativamente no tamanho de particula (LIU; W010; SOUZA et
al., 2011).

Figura 9 Grafico dos resultados obtidos a partir de planejgo experimental
para a resposta tamanho de particula.
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O indice de polidispersdo (PDI) é um parametro igdieca a
homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos daslagt Valores de
PDI acima de 0,5 séo descritos na literatura camacativo de uma
ampla distribuicdo de tamanhos e valores abaixsodigpresentam
populagbes de particulas com baixa dispersdo deantzos
especialmente em relacdo a particulas lipidicamlasdl(LIU; WU,
2010). Os fatores avaliados ndo exerceram inflaénsobre a
polidispersdo que apresentou valores entre 0,34 eirfiJicando uma
baixa disperséo de tamanhos.

A Tabela 9 demonstra as caracteristicas de tamdntice de
polidispersdo e potencial zeta dos nanocarreadipidgcos obtidos a
partir do planejamento experimental.

Tabela 8Valores obtidos para o tamanho de particula, éndé&polidisperséo e
potencial zeta dos nanocarreadores lipidicos (NEafores: (A) quantidade de
fracdo enriquecida adicionada na formulacao; (B)p de agitacdo da pré-
emulsédo; (C) tempo de agitagdo da emulséo findlyéldcidade de agitacao.

~ Fatores Potencial
Formulagéo A B C D Tamanho PDI Zeta

NCL 1 10 15 5 9500 97 0,392 -17,4
NCL 2 10 15 3 13500 121 0,390 -16,8
NCL 3 10 180 5 9500 112 0,382 -17,1
NCL 4 10 180 3 13500 103 0,383 -17,2
NCL 5 25 15 5 9500 132 0,386 -17,0
NCL 6 25 15 3 13500 127 0,379 -17,2
NCL 7 25 180 5 9500 113 0,345 -17,5
NCL 8 25 180 3 13500 106 0,331 -17,9
NCL 9 50 15 5 9500 147 0,417 -16,9
NCL 10 50 15 3 13500 156 0,418 -17,0
NCL 11 50 180 5 9500 179 0,427 -17,0
NCL 12 50 180 3 13500 169 0,428 -17,1

O potencial zeta das particulas foi determinadogo@mometria
laser Doppler. Este método é capaz de avaliar @cidelde que uma
particula se move em um liquido quando um campoaié aplicado
e, a partir de célculos matematicos, indicar a aagperficial das
particulas (MIRHOSSEINI et al., 2008). A medida mhtencial zeta é
um dado importante, pois € um indicativo sobre tabdglade da
formulacdo, principalmente, durante o seu periodo edtocagem.
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Segundo a literatura, para garantir a estabiliddae formulacbes o
potencial zeta deve ser superior em modulo a 30 (FREITAS;
MULLER, 1998). Esta regra, no entanto, ndo é geuals algumas
formulagBes produzidas com tensoativos ndo idrpoaem apresentar
valores de potencial zeta inferiores a este linsendo, porém,
estabilizadas por impedimento estérico (MULLERIgt2000). O valor
médio de potencial zeta obtido para as formulaédiede -17,0 mV e,
como pode ser observado na Tabela 9, ndo apreseaiiacdes
significativas em funcdo das diferentes condicbes gue foram
preparadas as formulagées.

E importante salientar que a utilizacio de mistdeasurfactantes
em uma formulacdo tem a capacidade de incrementadwacdo da
tensédo interfacial, se comparado com a utilizag@ar Unico agente
tensoativo (OLBRICH; MULLER, 1999). Neste trabalhtilizou-se a
combinacdo de um tensoativo ndo iénico (TWe®®) com um
surfactante zwitteridnico (lecitina). Com isso, sistemas obtiveram,
além da estabilizacéo eletrostética fornecidalpeléina, a estabilizacao
estérica relacionada ao Tw&e0 (KHERADMANDNIA et al., 2010).

5.4.2 Validagcao de metodologia por cromatografia liquidade alta
eficiéncia para quantificacdo dos marcadores quimas ISOO e
ISOV incorporados aos sistemas nanoestruturados

No desenvolvimento de um carreador nanométrico, dos
pardmetros mais importantes é a sua capacidadssdeia;do com a
molécula ativa (ou moléculas ativas), que se tratlzavaliacdo da
eficiéncia de encapsulacéo e do teor destas sgiEtémo sistema. Para
isto, é necessario dispor de metodologia analitadadada capaz de
avaliar a quantidade de substancia ativa em praselog outros
constituintes do sistema. Neste sentido, a metgdofmr cromatografia
liguida de alta eficiéncia desenvolvida e validagar Costa e
colaboradores (2011) foi co-validada a fim de destran que o método

€ adequado para este propdésito.

Linearidade e intervalo de detecc¢ao

A linearidade corresponde a capacidade do métodéoaracer
resultados diretamente proporcionais a concentratthcanalito em
exame, enquadrados em uma determinada faixa deerdomgio. O

intervalo de deteccédo corresponde ao intervale emtvalor superior e
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inferior da analito baseado na linearidade do net®RITO et al.,
2003).

A linearidade do método foi avaliada no intervale @,8-50
pg/mL para a ISOO. Foram elaboradas trés curvdgtieas para cada
marcador. A tabela 11 apresenta as equacdes de astaeoeficientes de
correlagdo para a 1ISOO. A Agéncia Nacional de ¥igila Sanitaria
(ANVISA) indica como linear uma reta em que o coefite de
correlacéo seja igual ou superior a 0,99 (BRASNDQ3). Os resultados
obtidos indicaram linearidade no intervalo investig.

Tabela 9 Resultados obtidos na analise da linearidade @anarcador 1ISOO
pelo método de CLAE

Intervalo de Coeficiente de
Composto linearidade Equacéo da reta =
correlagéao (r)
(ng/mL)
Isoorientina 0,8-50 y = 24565x + 32415 0,999

Limite de quantificagéo e limite de deteccao

A sensibilidade do método para a quantificacdo $©Q foi
avaliada pela determinacdo dos limites de deteecoantificacdo. A
menor concentragdo do analito em questdo que pedeletectada
utilizando uma metodologia analitica é denominaiiéitd de detecgdo
(ICH, 2005). O limite de quantificacdo € represdatgpela menor
concentracdo do analito que pode ser medida solzoadicbes
experimentais estabelecidas (ICH, 2005).

Os limites de detecgéo e de quantificacdo foramutados com
base no desvio padrédo do intercepto, com o eixa ynelinacdo da reta
da curva padrdo (tabela 11). Estes resultadosazbtitbstram que o
método avaliado é sensivel para determinacdo deiérafia de
encapsulagéo e teor de ISOO nos nanocarreaddidisdim
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Tabela 10 Limites de quantificacdo e deteccdo obtidos paral@lacdo do
método por CLAE para o marcador ISOO

Marcador Limite de quantificacédo Limite de detecé@o
Isoorientina 0,012 pg/mL 0,0041 pg/Mi
Especificidade

O termo especificidade define a capacidade do roétmh
detectar 0 analito em presenca de outros companemesentes na
matriz (ICH, 2005).

A figura 10 apresenta o cromatograma obtido nodestde
especificidade, na qual é possivel observar quecasponentes
presentes no ultrafiltrado da formulacdo branca mderferiram na
deteccdo do marcador quimico de gachystachyasendo o método
considerado especifico.
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Figura 10 Cromatogramas da especificidade do método por CI(AE
nanocarreadores lipidicos brancos e (B) FECp
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Precisao

Precisdo é o termo utilizado para representar didete do
método em reproduzir resultados obtidos em uma sié&rimedidas sob
condi¢cbes definidas ((INMETRO, 2003; ICH, 2005). phecisédo foi
avaliada em dois niveis diferentes: precisdo irdeidmia e
repetibilidade

A preciséo intermediéria (preciséo inter-dias) espa os efeitos
das variacdes metodoldgicas dentro do laboratdriodderentes dias
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(BRASIL, 2003). A amostra foi analisada nas conegdtes tedricas de
2, 5 e 10 pg/mL e foram injetadas no cromatognafe vezes em trés
dias diferentes. Os resultados da precisdo inteamadreferente a
metodologia desenvolvida para o0s nanocarreadopdiclhs estdo
dispostos na tabela 12.

Tabela 11 Resultados obtidos na analise de precisédo inteéamedeferente as
concentragdes teodricas (a) 2 ug/mL, (b) 5 pg/mt) 4Q pg/mL

Dias Concentracéo Média DPR
(Hg/mL) (Lg/mL) (%)

12 1,67

22 1,62 1,66 1,74
32 1,68

1b 5,41

2b 5,44 5,44 0,57
3b 5,48

1c 10,91

2c 10,91 10,92 0,09
3c 10,93

A repetibilidade refere-se a concordancia dos ltEdos
avaliados em medi¢Bes sucessivas de um mesmo ndtotto de um
curto periodo de tempo (INMETRO, 2003; ICH, 200Bara avaliar a
repetibilidade do método, a concentracao testeddegIlmL foi injetada
seis vezes no mesmo dia. Os resultados da rektidsl referente a
metodologia desenvolvida estéo dispostos na tal3ela

Os resultados de desvio padréo relativo (DPR) pamrsarcador
foi inferior a 2,0 %, estando de acordo com o pneamlo para este
parametro, que admite uma variacdo maxima de 5,0 %.

Tabela 12Dados de repetibilidade na concentracéo teoériceddeg/mL

Concentracao Média DPR

Repeticoes (ug/mL) (ug/mL) (%)

10,91
10,91
10,93
10,90 10,84 1,60
10,49
10,92

OO WNPE
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5.4.3 Determinagdo da eficiéncia de encapsulagdo e teorod
marcador quimico ISOO nos nanocarreadores por CLAE

A avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo e ode@ubstancia
ativa na formulacéo sdo essenciais para o desémarito tecnoldgico
de um sistema nanoestruturado. Compreende-se [énefa de
encapsulagdo a porcentagem de farmaco incorporadosistema
carreador relativo ao farmaco total inicialmentiadado, ou seja, essa
determinacdo especifica quanto da substéncia asté@ efetivamente
associada as particulas e quanto permanece liesealispersante. Por
outro lado, o teor de farmaco refere-se a porcentage farmaco
incorporado no sistema em relagdo ao peso totafaga lipidica
(GASPAR et al., 1997; MUCHOW et al., 2008; VILLIERSaI., 2009)

Devido ao tamanho nanométrico, a determinacaoidi@mrdia de
encapsulacdo de suspensfes coloidais é consideoadalexa. Para
contornar essa dificuldade, a técnica de ultrafiio-centrifugacéo é
utilizada e consiste na utilizacdo de uma membpama separar a fase
continua (aquosa) das nanoestruturas soélidas potrifegacao
(SCHAFFAZICK et al., 2003). A concentracao livre slébstancia ativa
€ determinada no ultrafiltrado e a fracdo assocédaanoestruturas é
calculada pela diferenca entre a quantidade incialquantidade livre
detectada.

A Tabela 14 apresenta os valores de eficiénciandapsulacdo
verificadas a partir da quantificacdo de ISOO eete de 1ISOO nos
nanocarreadores preparados pela técnica de micls@muDe acordo
com a avaliacdo estatistica, a eficiéncia de entag® e o teor de
ISOO foram influenciados significativamente somentpela
concentracdo de FECp< 0,0001) como demonstrado na tabela 8.
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Tabela 13Valores obtidos para a eficiéncia de encapsula¢g@or de marcador
dos nanocarreadores lipidicos (NCL) apés planejtorexperimental

Fatores

Formulacéo A B C D EE% Teor (%, m/V)
NCL 1 10 15 5 9500 90,00 0,33
NCL 2 10 15 3 13500 95,05 0,34
NCL 3 10 180 5 9500 97,60 0,36
NCL 4 10 180 3 13500 96,50 0,36
NCL 5 25 15 5 9500 84,75 0,76
NCL 6 25 15 3 13500 79,65 0,71
NCL 7 25 180 5 9500 80,20 0,72
NCL 8 25 180 3 13500 78,30 0,70
NCL 9 50 15 5 9500 72,70 1,31
NCL 10 50 15 3 13500 72,90 1,28
NCL 11 50 180 5 9500 72,85 1,30
NCL 12 50 180 3 13500 69,65 1,25

A: Quantidade de FECp adicionada (mg); B: tempagltacdo da pré-
emulsao (s); C: tempo de agitacdo da emulsao(fima); D: velocidade
de agitacao (rpm).

Os sistemas preparados neste trabalho mostrarawreyval
elevados de eficiéncia de encapsulacdo e teor@®.18 eficiéncia de
encapsulagédo indicou compatibilidade entre a frag@iquecida e a
matriz lipidica dos NCL. Além das vantagens relaagtas a técnica de
microemulsdo, como facilidade de manuseio, proceEsgroducao
rapido e a auséncia de necessidade de equipamespesiais, esta
também pode ser considerada eficiente em encapsolapostos
hidrofilicos nos sistemas lipidicos. A encapsulagho substancias
hidrofilicas em matrizes lipidicas é um desafidspmfarmaco tende a
particionar para a fase aquosa durante o procespmoducéo (ZHANG
et al.,, 2013), resultando normalmente em encapiBulageficiente.
Ghadiri e colaboradores (2012) desenvolveram uodegtara aumentar
a eficiéncia de encapsulagdo da paromicina, umaaulal organica,
altamente polar, utilizada para o tratamento ddnfeaniose cutanea. Os
autores comparararduas técnicas de preparacdo de nanoparticulas
lipidicas, microemulsdo e difusdo do solvente, eckkdram que os
sistemas produzidos por microemulsdo tiveram um orval
significativamente mais elevado de eficiéncia deapsulacdo. A
capacidade de encapsulacdo de compostos hidrsfifioo sistemas
lipidicos tem sido relacionada a incorporacdo dmama camada de
surfactante na superficie do carreador lipidictY ABOONCHAI et al.,
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2007). Durante o processo de formacédo da partioui@;maco tende a
migrar para a fase aquosa; entretanto, durantefriareento da emulséo
O/A, a solubilidade em agua do mesmo tende a dimiocasionando o
re-particionamento para a fase oleosa. Na etapainsegocorre a
recristalizacao do lipidio sélido de dentro pana flmrmando um ndcleo
sélido, ndo estando mais acessivel para o farmae@stava disponivel
na fase organica. Consequentemente, o mesmo fisacorecentrado na
camada externa da particula ou na camada supked&s particulas
(MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2010). Além disso, o [igio sélido
Compritof’ tem sido relatado por conferir uma estrutura amada
sistemas devido a sua composicao rica em trigliees e acidos graxos
(ROHIT; PAL, 2013), facilitando a acomodacdo dorfaco em um
sistema nanoestruturado que nao é cristalino.

Figura 11 Gréfico referente a resposta teor do marcadoriqait8O0O
nos sistemas nanoestruturados
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A figura 11 demonstra a influencia da quantidade F&Cp
adicionada para a resposta teor de ISOO. Como sivpbsbservar, a
medida que aumenta a concentragdo de FECp maieogsst sao
obtidos. Desta forma, quanto maior for o teor fin@nor sera o volume
dos nanocarreadores necessario para veicular dadetiespecifica da
FECp.

Finalmente, observando os resultados demonstraddsimela 9,
€ possivel verificar um efeito contrario do aumedéoquantidade da
FECp adicionada a formulacdo sobre EE% e teor @IS medida
gue a quantidade inicial de FECp aumenta, ha umandicdo de EE%
e um aumento do teor de marcador. Estes results@losbastante
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interessantes, principalmente considerando quepgmaena reducao de
EE% (de cerca de 80% a 72% para 25 e 50 mg de FECp,
respectivamente) resultou em um aumento de cer@@%eno teor de
ISOO nos nanocarreadores (de 0,72 para 1,28).

Este aumento significativo no teor poderia indicgue a
guantidade maxima a ser encapsulada ainda nacigoiatingida. Com
isto em mente, novos experimentos foram conduziinsentido de
avaliar um possivel aumento na quantidade inigaFECp. No entanto,
guantidades mais elevadas de FECp tornaram a fdsesao
excessivamente  viscosa, inviabilizando a preparac@ims
nanocarreadores nas condicBes experimentais paspost

5.4.4 Otimizagéo dos nanocarreadores lipidicos a partir d estudo
de formulacédo

A otimizacdo da formulagcdo incluindo todas as reg®
avaliadas no estudo anterior foi baseada na fudeddesejabilidade,
gue combina os niveis de respostas dos fatoremedalum equilibrio
favoravel entre as mesmas. A desejabilidade podarvde 0 a 1, sendo
gue o limite superior corresponde a valores otinatecionados a todas
as respostas (DERRINGER, 1980). A meta definida pase estudo foi
buscar o maximo valor de teor de ISOO, e os valorgemos para
tamanho e indice de polidispersédo. A EE % néo dositlerada neste
estudo de otimizagdo, pois todas as formulagcOessaptaram valores
considerados elevados. O ponto 6timo encontrade edliacdo dos
resultados experimentais foi caracterizado por waorvde 0,704
mostrando que a formulacdo otima, dentro do canmymeriemental
estudado, pode ser obtida com 50 mg de FECp, telepagitacdo da
pré-emulséo 15 segundos, tempo de agitacdo dadonfiial 5 minutos
e velocidade de agitacdo 9500 rpm.

A formulacdo predita através do modelo matematiod f
preparada em triplicata. Os valores teoricos pveditram préximos as
respostas dos experimentos executados. O tamasdhootéoi de 152
nm e o experimental 162 nm. A polidispersdo sugepdlo modelo
matematico foi de 0,419, a experimental 0,382. IOr\tadrico para teor
de ISOO foi de 1,30 %, enquanto o valor experinidatale 1,31%. Os
valores teéricos e aqueles obtidos experimentabngrdra estes
parametros estdo demonstrados na Tabela 15.
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Tabela 14 Comparagédo das respostas das formulagbes teérieggerimental
otimizadas

Teor de ISOO Tamanho PDI
(%, mg/mL) (nm)
Tedrico 1,30 152 0,419
Experimental 1,31 +1,82 162 + 0,06 0,382 +£1,49

5.4.5 Avaliacdo da morfologia

A morfologia da formulacdo otimizada foi avaliadeor p
microscopia eletrdnica de transmissao (MET) e mmtevisualizada na
Figura 12. A MET é uma técnica amplamente utilizgdaia obter
informagBes relatvas a forma e ao tamanho de nw&se
nanoparticulados.

As imagens obtidas revelaram particulas esféricastamanho
observado pela técnica de espalhamento de luz @io&ambém foi

confirmado.

Figura 12 Micrografias obtidas por microscopia eletronica tdensmisséo
(MET) para os nanocarreadores lipidicos

5.5 AVALIACAO DO PERFIL DE LIBERAGAO E PERMEAGAO
DO NANOCARREADCOR LIPIDICO

5.5.1 Solubilidade da FECp em tampé&o fosfato salino pH %,

A escolha do meio de liberagdo para os experimantastro
depende da solubilidade do farmaco, pois é nedagsia manutencéo
das condicdesink Para a obtencdo das condiciek,a quantidade do
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meio de liberacdo deve corresponder a dez vezeslumg de meio
necessario para obter uma solucdo saturada dotoanaistado
(AULTON, 2005). Desta forma, € excluida a possibiie de a
solubilidade vir a ser um fator limitante para befacdo e, assim,
comprometer a validade do estudo.

A solubilidade da fracdo enriquecida de.pachystachya
verificada a partir da quantificagdo de 1ISOO, emp&o fosfato salino
pH 7,4, encontrada experimentalmente, foi de 53BnugAssim, de
modo a atender as condic@ask exigidas para o ensaio de libera¢do
vitro, uma aliquota de 10 mL do nanocarreador lipidae (contém
2500 pg de ISOO) foi adicionado a 90 mL de tamp&éato pH 7,4.

5.5.2 Avaliacdo do perfil de liberacdo in vitro do sistema
nanoestruturado

Para o desenvolvimento de carreadores coloid&snbecimento
da velocidade e da proporcdo de liberagdo do farnsaartir do
sistema é de grande interesse. Com estes dadoss&gbanferir o
comportamento do sistenravivo, e também o mecanismo de liberacéo
do farmaco a partir da particula (WASHINGTON, 198Bntre os
fatores que influenciam a cinética de liberagdopmaticulas destacam-
se a concentracdo do farmaco e a mistura dos dipidtilizados
(SOUTO et al., 2004)

Através do resultado obtido para o perfil de ligamafoi possivel
observar que houve uma rapida liberacdo na prirheira de analise, o
gue pode ser atribuido a fracdo ndo encapsuladeagd® adsorvida na
superficie das particulas (BHANDARI; KAUR, 2013; 88l et al.,
2013). Rohit e colaboradores (2013) atribuirambarticdo inicial da
isoniazida, um farmaco altamente hidrofilico, a §u@orporacdo em
partes na camada superficial das particulas. Afibsracao inicial, nao
houve liberagéo até o final do experimento, 24 fio@total. Sugere-se
que esse perfil de liberacdo ocorra devido a lpagdio da FECp no
ndcleo lipidico dos nanocarreadores, que é formzkicamente por
Compritof’888 ATO. Este lipidio € um excipiente altament®fifico
tradicionalmente utilizado em formas farmacéuticaso lubrificante
(OPOTA et al., 2013) e descrito na literatura fEatiberacdo controlada
a partir de sistemas lipofilicos (ZHANG et al., 2DIEsse efeito sobre a
liberacdo é atribuido ao comprimento da sua cadsidbonada,
constituida de 69 unidades de carbono (ROHIT; RAL3).

A Figura 13 apresenta os perfis de liberagcdo donsazreadores
obtidos e de uma quantidade semelhante da FECp4ehmoias. A
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liberagdo total do FECp no primeiro tempo avaliddmonstra que nao
houve impedimento para a difusdo dos marcadorecaoradicbes de
ensaio.

Figura 13 Perfil de liberagdo dos nanocarreadores lipidioogendo FECp
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5.5.3 Avaliacdo do estudo de permeacéao

A administracdo cuténea de farmacos é reconhecitamana
via ndo-invasiva e com inlmeras vantagens. Entetamdministracao
cutdnea apresenta uma grande limitacdo, que datioreada com a
excelente resisténcia a penetracdo de moléculagstrato cérneo.
Conseguir ultrapassar a barreira do estrato céénem grande desafio
no desenvolvimento de formulacdes transdérmicasHIARAB et al.,
2011; ELSHAFEEY et al., 2012). Inumeras estratégi@s sido
investigadas para melhorar a entrega de farmacgelpaentre estas a
utilizacdo de promotores quimicos ou o uso de rmEte
nanoestruturados. Alternativamente aos promotores pdrmeacao
sugiram o0s sistemas nanoestruturados que possuama@oacteristica
aumentar a absorcdo de farmacos e a possibilidaddibdracdo
prolongada, além da protecéo contra degradacadaguim

As propriedades fisico-quimicas dos nanocarreadarescomo
tamanho, area superficial e caracteristicas dogrmagt utilizados na
formulacdo parecem exercer influéncia na permealghele pelos
sistemas (DESAI et al., 2010).
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Com o objetivo de verificar a habilidade dos nanezalores
lipidicos solidos em liberar a FECp na pele, estudi® permeacéex
vivo foram realizados utilizando células de difusdm tiranz. Neste
experimento, uma aliquota (2,0 mL) da formulac@ntendo 50 mg de
fracdo (equivalente a 500y de ISOO) foi aplicada no compartimento
doador da célula de difuséo, garantindo condisdés A quantidade da
fracdo permeada através da pele de orelha suimazdptioras (Q24)
esta representada na figura 14.

A permeacdo cutanea da fracdo enriquecida a pddir
nanocarreador lipidico foi cerca de trés vezesrsupa observada para
a fracdo livre de&C. pachystachyaEssa maior permeacédo das particulas
com relacdo a fracdo livre esta em consonanciadamos da literatura
que demonstram a capacidade dos NCL em melhoraeraepgao
cutdnea dos farmacos. No estudo realizado por Bosglaboradores
(2013), os autores evidenciaram o aumento da pefueeutinea da
guercetina, um flavonoide com estrutura semelhant800, quando
encapsulada em nanoparticulas lipidicas, em cogf@araom a
molécula livre.

Outro fato a ser destacado é que, este marcadonicgui
apresenta um baixo valor de log P (-0,33), o qudete caracteristicas
hidrofilicas & molécula, o que pode contribuir pamsa baixa absorcao
transdérmica, ja que moléculas lipofilicas apresanmaior afinidade
pelos componentes da pele. Como esperado, uma neoicdo nas
camadas da pele foi observada em relagéo a fragéoRrovavelmente
este efeito estd relacionado com a natureza lpidio sistema
nanoestruturado.
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Figura 14 Quantidade de 1SOO permeada (Q24) e retida na derme
epiderme apbs administracdo toépica de fracdo lieresistema
nanoparticulado d€ecropia pachystachya
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6 CONCLUSOES

Extratos obtidos por turboextracdo apresentaranoremiteores de
isoorientina (ISOQ) e isovitexina (ISOV) utilizan8d% (p/V) de MPV
e etanol 20 % (V/V) como liquido extrator.

Uma fracdo enriquecida em flavonoides (FECp) fdidabe apresentou
teores de ISOO e ISOV mais elevados comparadostiatcebruto.

No estudo de formulacdo realizado a partir de fdamento fatorial,
somente a quantidade de FECp adicionada teve niluesobre o
tamanho de particula, eficiéncia de encapsulactemrede ISOO dos
sistemas desenvolvidos.

O tamanho das particulas variou entre 97-179 nm gomnindice de

polidispersdo na faixa de 0,3-0,4, indicando umixabdispersédo de
tamanhos. O potencial zeta para todas as formdagiresentou valores
negativos com um valor médio de -17 Mv.

Os valores de EE% para as formulacBes variarane é8t6 a 97,6%.
Apesar da aparente disparidade, estes altos vat@i@sconsiderados
elevados, revelando uma capacidade satisfatériaatozcarreadores em
incorporar a FECp.

O teor de ISOO nas formulacdes variou de 0,33 & @100 mL de
nanocarreadores, sendo que, a medida que a quimntdia FECp
aumentou, maiores teores de 1ISOO foram obtidos.

Os resultados experimentais obtidos na caract@ozaa formulacéo
otimizada foram semelhantes aqueles estimados pelfiware,
comprovando a robustez e a capacidade preditivalemeamento
experimental para otimizacdo dos nanocarreadores.
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As micrografias de microscopia eletronica de trasséo evidenciaram
a formacao de particulas esféricas.

Para o sistema nanoestruturado desenvolvido nesteloe ndo foi
evidenciado liberacdo da FECp em 24 horas, o quie pestar
relacionado a alta lipofilicidade do lipidio solid@€ompritol. A
liberacao inicial (25% no tempo de 1 hora) podeatgbuida a FECp
livre.

O estudo de permeagdo evidenciou um efeito benéfio
nanoencapsulacdo sobre a penetracdo cutanea F&@m &sim, estes
nanocarreadores despontam como sistemas promisquaes a
administracao tépica de FECp.
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