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RESUMO

O uso de protetores solares pela populacdo tem crescido de forma exponencial, tendo
em vista a prevencao do cancer de pele, do envelhecimento precoce, além de minimizar
outros efeitos ocasionados pela exposicdo a radiacdo UV. No entanto o risco de
fotodegradacgédo, permeacdo cutanea e absorcdo sistémica, assim como, o aumento da
lipofilia das moléculas dos filtros para garantir uma maior durabilidade na pele, séo
fatores que reduzem a seguranca desses. Consequentemente, visando solucifiguraonar
as dificuldades encontradas tem-se como alternativa a incorporagéo de filtros solares em
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), que sdo capazes de agir de forma
sinérgica ao filtro, aumentando o fator de protecdo solar e a hidratacdo da pele
promovida pelo fator de oclusdo, ademais, ndo permitem a absorcdo sistémica ou
cuténea, evitando as reacOes alérgicas, dermatites. O objetivo desse trabalho foi
desenvolver CLN contendo um filtro solar organico bemotrizinol (BEMT), a partir da
cera de carnauba (lipidio sélido) e do triglicéridio do acido caprico e caprilico (lipidio
liquido). Para a producdo de CLN foi utilizada a técnica de ultrassonicagdo. Onde
inicialmente foi realizado um estudo preliminar, obtendo-se uma concentragdo de
lipidio de 5% e raz&o de lipidio solido:liquido de 20:80, levando em consideragédo como
parametro de escolha o tamanho das particulas. Posteriormente, foi implantado o
planejamento experimental do tipo Box-Behnken do tipo 3%, visando a otimizag&o dos
CLN e avaliagdo das varidveis independentes sendo elas; a concentracdo do filtro (CF),
concentracdo do tensoativo (CT) e tempo de homogeneizagéo (T), e a influéncia desses
no tamanho de particula como variavel dependente. Permitindo a escolha de apenas um
sistema, cuja concentracdo do filtro encapsulada foi de 0,4 %, a concentracdo do
tensoativo de 4 % e um tempo de homogeneizacdo de 7 minutos, com um tamanho de
particula de 149,90 nm. Além disso, realizou-se um estudo de estabilidade do sistema
branco e contendo o filtro solar, durante um perido de 30 dias, sendo analisadas o
tamanho de particula através da técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), o
indice de polidispersdo e potencial zeta. Onde o tamanho de particula tanto para o
sistema branco quanto para o sistema contendo o filtro ndo apresentou diferenca
significativa durante o periodo de armazenamento, 122,4 + 0,3 nm e 117,2 + 0,4 nm,
respectivamente. O potencial zeta apresentou-se em 19,2 + 0,17 mV para o carreador
branco (CLNB) e, -19,3 £ 0,42 mV para o carreador contendo o filtro (CLNF) até o
final das analises, sendo considerado estavel a longo prazo, ja que se tem protecédo
estérica e, IPD de 0,13 +0,002 para CLNF e 0,16 + 0,003 para o CLNB, demonstrando
uma distribuicdo homogénea de tamanho durante o armazenamento. Deste modo, 0s
resultados obtidos sugerem um sistema inovador, promissor, estavel e biocompativel
para o uso como fotoprotetor solar.

Palavras- chave: Planejamento experimental; Bemotrizinol; Nanoparticulas Lipidicas;
Fotoprotecao.



ABSTRATC

The use of sunscreens by the population has grown exponentially, with a view to
preventing skin cancer, premature aging, and minimizing other effects caused by
exposure to UV radiation. However, the risk of photodegradation, skin permeation and
systemic absorption, as well as the increase in lipophilia of the filter molecules to ensure
longer skin durability, are factors that reduce their safety. Consequently, in order to
solve the difficulties encountered, the alternative is the incorporation of sunscreens in
nanostructured lipid carriers (CLN), which are able to act synergistically to the filter,
increasing the sun protection factor and skin hydration promoted by the factor.
occlusion, moreover, do not allow systemic or cutaneous absorption, avoiding allergic
reactions, dermatitis. The objective of this work was to develop CLN containing a
wellotrizinol organic sunscreen (BEMT) from carnauba wax (solid lipid) and caprylic
and caprylic acid triglyceride (liquid lipid). For CLN production, the ultrasound
technique was used. Where initially a preliminary study was carried out, obtaining a
lipid concentration of 5% and a solid lipid: liquid ratio of 20:80, taking into
consideration as a parameter of choice the particle size. Subsequently, the Box-Behnken
type 33 experimental planning was implemented, aiming at CLN optimization and
independent variables evaluation; filter concentration (CF), surfactant concentration
(CT) and homogenization time (T), and their influence on particle size as a dependent
variable. Allowing for the choice of only one system whose encapsulated filter
concentration was 0.4%, the surfactant concentration of 4% and a homogenization time
of 7 minutes with a particle size of 149.90 nm. In addition, a stability study of the white
system containing the sunscreen was carried out over a period of 30 days. The particle
size was analyzed using the dynamic light scattering technique (DLS), the
polydispersion index and the potential. Zeta Where the particle size for both the white
system and the filter containing system showed no significant difference during the
storage period, 122.4 £ 0.3 nm and 117.2 £+ 0.4 nm, respectively. The zeta potential was
19.2 £+ 0.17 mV for the white carrier (CLNB) and -19.3 + 0.42 mV for the filter-
containing carrier (CLNF) until the end of the analyzes. stable in the long run, as it has
steric protection and an IPD of 0.13 + 0.002 for CLNF and 0.16 + 0.003 for CLNB,
demonstrating a homogeneous size distribution during storage. Thus, the results
obtained suggest an innovative, promising, stable and biocompatible system for use as a
solar photoprotector.

Keywords: Experimental planning; Bemotrizinol; Lipid nanoparticles; Photoprotection
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1 INTRODUGCAO

A radiacdo ultravioleta (RUV) se caracteriza por ser a radiagdo menos incidente
na superficie terrestre, isso se deve ao fato da mesma ser absorvida pelo oxigénio e pela
camada de ozdénio (MONTEIRO, 2008; COARITI, FERNANDEZ, SPYRIDES et al.,
2017). Entretanto é a principal responsavel por uma série de reacbes fotoquimicas,
além da promocao de inflamacgdes e queimaduras a pele, mutacGes génicas e disfuncdes
celulares, quando em casos de exposicdo demasiada (LOPES; CRUZ; BATISTA,
2012).

Sendo assim, o uso de protetor solar € um dos métodos mais populares e
utilizados pela populagdo com intuito de minimizar os efeitos maléficos ocasionados
pela exposicao a radiacdo ultravioleta. Desta forma, os filtros, principais componentes
dessas formulacdes, agem protegendo a pele através de mecanismos de absorcéo,
espalhamento ou reflexao dos raios (JAIN, RAHI, PANDEY et al., 2017).

Para que um filtro solar possa ser considerado eficaz, deve ndo s6 assegurar
protecdo contra os raios UVA e UVB e ter alto fator de protecdo, como também nao
deve apresentar absorcdo cutanea e ser fotoinstvel para que possa garantir a seguranca
da formulacdo (ROMERO; GUERRA; AIELLO et al., 2017; LIMA, 2018; SALOMADO,
2016). No entanto, diversos filtros sdo conhecidos por serem responsaveis por reagoes
alérgicas e fotoalérgicas, especialmente os que sd@o comercializados como organicos,
desencadeando cerca de 55 % a 80 % dos casos, tais reacdes sdo ocasionadas devido ao
carater lipofilico dos filtros e por possuirem moléculas pequenas que permitem maior
permeacdo na pele, fator preponderante para a inicializagdo do processo de alergia e
para uma série de reacdes adversas (ROMERO; GUERRA; AIELLO et al., 2017).

Dentre os mais diversos sistemas alternativos as formulagdes convencionais, as
nanoparticulas lipidicas (NL) vém ganhando destaque e tem sido cada vez mais
investigadas como sistemas carreadores de compostos lipofilicos em produtos
alimenticios, farmacéuticos e, principalmente, pela industria cosmética (MAZUR,
2017).

Nos anos 90, surgia a primeira geracdo de NL, as nanoparticulas lipidicas
solidas, tendo como inconveniente a baixa capacidade de encapsulacdo, por

apresentarem alta organizacéo estrutural. Desta forma, no final dos anos 90 tem-se a
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segunda geracdo, denominada de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), com a
finalidade de solucionar os inconvenientes ocasionados pelas NLS adicionou-se as
formulag@es lipidios liquidos, 0 que causou uma inconsisténcia na matriz lipidica
solida, formando espacamentos que sdo capazes de agregar maior quantidade de
farmaco ou moléculas, além de manter a estabilidade da formulacdo por um maior
tempo (GARCES, 2016; FOGOLARI, 2017).

Os CLN tém despertado o interesse no desenvolvimento de protetores solares, ja
que alguns lipidios solidos utilizados no desenvolvimento destes sistemas permitem que
ajam de forma sinérgica ao filtro, decorrente das propriedades fisicas das particulas,
aumentando assim o fator de protecdo solar (FPS). Além de reduzir a permeacao
cutanea, evitando as reacdes adversas, devido ao fato de permitirem a formacéo de um
filme oclusivo que também é responsavel indiretamente, pela maior hidratacdo da pele
(ROSSAN, 2011; GILBERT, ROUSSEL, SERRE, et al., 2016).

Dentre os lipidios liquidos utilizados nas formulagdes de CLNs tem-se 0s
triglicerideos de acido caprico/ caprilico sdo amplamente utilizados e comercializados
para a inddstria cosmética e farmacéutica, justamente por apresentar baixa viscosidade,
ndo ter cor ou odor e por dispor de uma boa estabilidade e resisténcia oxidativa
(JUNIOR, 2016; CALLEGARI, 2015).

Ja a cera de carnalba, tem sido descrita na literatura por ser rica em cinamatos,
constituinte quimico que resulta em protecdo solar contra radiacdo solar UVA, além de
garantir uma dispersdo estavel e viscosidade adequada para formulacbes de filtros
solares (NUNES; VIEIRA, QUEIROZ et al., 2018; JUNIOR, 2016). Podendo ser
utilizada como lipidio s6lido em CLNs que visem uma atividade fotoprotetora,
associando-se a um filtro solar como o Bemotrizinol que é bastante fotoestavel e capaz
de conferir protecdo de largo espectro de 280 a 380 nm, além de apresentar alto peso
molecular que limita sua permeacdo cutdnea, evitando a absorcdo sistémica
(OLIVEIRA, 2018).

Deste modo, o trabalho propds desenvolver um carreador lipidico
nanoestruturado contendo o filtro solar bemotrizinol, utilizando um planejamento
experimental do tipo Box- Behnken, que se trata de um delineamento fatorial que leva
em consideracdo trés niveis e trés fatores, tendo como vantagem sua praticidade e
capacidade de prever quais parametros sao significativos na resposta requerida para um
sistema ideal (VOZZA, DANISHA, BYRNEB, 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver a partir de um planejamento experimental do tipo Box-Behnken,

carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o filtro bemotrizinol.

2.2. Objetivos Especificos

A pesquisa visa realizar os seguintes objetivos especificos:

a) Realizar estudos preliminares para a escolha da concentracdo e razdo de lipideos
na formulagéo;

b) Aplicar o planejamento experimental do tipo Box- Benhken, para delinear os
fatores que interferem na formulacéo.

C) Otimizar a formulagdes de acordo com as andlises do planejamento
experimental;

d) Analisar a estabilidade frente a centrifugacéo;

e) Avaliar a estabilidade fisico-quimica através das analises de tamanho de

particula, indice de polidispersdo e potencial zeta.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Estrutura da pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, compreendendo cerca de 10% da
massa corporal de um individuo e, cobrindo uma &rea de aproximadamente 2 m?. Tem
como principal fungdo agir como uma barreira de protecdo contra organismos externos e
contra a perda excessiva de agua e outros constituintes, além de regular o balanco
hidroeletrolitico e temperatura corporal, desempenhando papel fundamental no
metabolismo através da sintese de vitamina D (JUNIOR, 2016; PRADO, 2016;
MIRANDA, 2016).

Este 6rgdo é composto por uma tripla camada de tecido denominadas por:
epiderme, que é a camada mais superficial; a derme, a camada intermediaria e a
hipoderme ou tecido celular subcutaneo, que se trata da camada mais profunda (Figura
1) (COSTA, 2015).

Figura 1 — Desenho esquematico contendo a estrutura da pele.
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A epiderme é um tecido epitelial estratificado e avascular, por este motivo
recebe os nutrientes por difusdo. Acerca desta camada, tem-se o estrato corneo (EC) que
faz parte da porcdo mais externa da epiderme composto por cornedcitos. A sua estrutura
¢ composta por uma espessura que varia entre 10-20 um quando seco e até 40 pm
quando hidratado. Sua conformacdo pode ser comparada a uma parede de tijolos,
dificultando desta forma, a entrada de compostos que, por ventura, sejam aplicados por
via topica, 0 que se torna um desafio tecnologico quanto ao desenvolvimento de
medicamentos que fazem uso dessa via de administracdo tanto para acdo local quanto
sistémica (JUNIOR, 2016).

Além do EC a epiderme também é constituida por uma camada granulosa,
seguida de uma camada espinhosa e, por fim, a camada basal (Figura 2). Em movimento
ascendente as células se proliferam a partir da camada basal, alterando de forma e
tornando-se metabolicamente ativas, dividindo-se em quatro tipos celulares:
queratinocitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel (MONTEIRO,
2008; MIRANDA, 2016).

Figura 2 — Camadas da epiderme.
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3.2 Radiacdo solar ultravioleta

O sol ¢ a principal fonte de energia para todo o sistema solar, sendo emitida na
forma de radiacdes corpusculares (prétons, elétrons e particulas) e eletromagnéticas nos
mais diversos comprimentos de onda, onde as frequéncias e niveis de energias estdo
interligados. Esse conjunto de comprimentos de onda emitidos recebe o nome de
espectro eletromagnético (LORCA, 2012).

A radiacdo ndo ionizante € subdividida em luz visivel (400 — 800 nm),
correspondendo aproximadamente a 45 % da energia incidente; radiacdo infravermelha
(acima de 800 nm), que corresponde a cerca de 50 % de energia e a radiacédo ultravioleta
(<400 nm) (MONTEIRO, 2008; VINHAL, 2012; LORCA, 2012)

A RUV se caracteriza por ser a menos incidente na superficie terrestre, ja que a
mesma € bastante absorvida pelo oxigénio e pela camada de oz6nio (MONTEIRO,
2008). No entanto, é a principal responsavel por gerar uma série de reacdes
fotoquimicas, que estimulam a producdo de melanina, ocasionando o brozeamento da
pele, assim como pode gerar inflamagdes, queimaduras, mutagdes génicas e disfuncdes
celulares (LOPES; CRUZ; BATISTA, 2012). Isto pode ser explicado através da
equacéo de Planck (Equacdo 1):

hc

E=— (1)

Atraveés da equacdo 1, verifica-se que quanto menor o comprimento de onda (1)
maior a energia transportada, por este motivo a radiacdo UV apresenta tantos maleficios
a saude. Além disso, a mesma se subdivide em radiacdo UVA (320 — 400 nm) que
corresponde de 90 a 95% da radiacdo UV; em UVB (290 — 320 nm) que é parcialmente
absorvida pela camada de ozbnio e, a UVC (200 — 290 nm) é totalmente absorvida
(LOPES; CRUZ; BATISTA, 2012; VINHAL, 2012).

Ademais, dentro do espectro UVA tem-se dois grupos de radiacdo com
comprimentos de onda distintos, sendo eles: UVA curto ou UVA-II, apresentando
comprimento de onda entre 320 e 340 nm, que é responsavel pelos efeitos fisioldgicos
da pele; e 0 UVA longo ou UVA-I, com comprimento de onda entre 340 a 400 nm,
sendo menos energeética, no entanto € capaz de causar alteracGes na derme (TEIXEIRA,
2012).

De acordo com Silva, Machado e Rocha et al. (2015), as radiacdes que

compreendem alta energia sdo capazes de interagir diretamente com o DNA, causando
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alteracGes genéticas sérias; ja as de energia mais baixa provocam reagcdes nas camadas
mais profundas da pele, por dispor de um maior potencial de penetragcdo, assim como

demonstrado na Figura 3.

Figura 3 — Espectro solar e a penetragdo cutnea
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Fonte: adaptado de Vinhal (2016)

3.2.1 Radiagdo UVA

A radiacdo UVA (320 — 400 nm) representa maior parte do espectro ultravioleta,
onde sua intensidade mantém-se constante durante todo o dia, apresentando um
pequeno aumento de intensidade entre 10 e 16 hr (LOPES; CRUZ; BATISTA, 2012).

S&o capazes de penetrar mais profundamente a pele, promovendo a pigmentacao
através da producdo de melanina pelos melandcitos, mas também sdo capazes de
promover o fotoenvelhecimento e fotossensibilidade ocular, que sdo decorrentes da
producgdo de espécies reativas de oxigénio que gera processos oxidativos. J& inflamacéao
cutnea e eritema que sdo ocasionados pela exposicdo a UVA, sdo geradas por
peroxidacdo das membranas lipidicas, afetando no reparo do DNA, responsaveis por
danos celulares irreversiveis e pela reducéo da eficiéncia do sistema imunoldgico, que
sdo fatores preponderantes para o desenvolvimento de cancer de pele (NASCIMENTO;
SANTOS; AGUIAR, 2014; ALFLEN, SOUZA, BELMONTE, 2018).

3.2.2 Radiagdo UVB



25

A radiacdo UVB corresponde a cerca de 5 a 10 % da radiagdo que consegue
alcancar a superficie terrestre, a maior parte desta radiacdo é retida pela camada de
ozo6nio. Além disso, apresenta variacdo de intensidade no decorrer do ano, tendo maior
incidéncia no verdo. E por apresentar menor comprimento de onda em relacdo a UVA,
caracteriza-se por ter maior energia e, desta forma, penetra mais superficialmente na
pele, assim como também é mais afetada por alteracGes de latitude ou condicdes
atmosfeéricas (LOPES; CRUZ; BATISTA, 2012).

A UVB dispBe de maior incidéncia no periodo entre 10 e 14 hr, afetando
essencialmente a camada epidérmica atraveés de uma resposta aguda, gerando eritema
(queimadura solar), que se expressa entre 3 a 4 horas ap6s a exposi¢ao, se intensificando
de 12 a 24 horas, sendo acompanhado por edemas, dores, prurido, formacao de bolhas e
espessamento de epiderme e da derme. JA como resposta cronica, tem-se o
fotoenvelhecimento, a imunossupressdao, além da formacdo de dimeros de timina
promovendo o desenvolvimento de catarata, e alteracdes celulares que lavam ao cancer
de pele (MONTEIRO, 2008; LOPES; CRUZ; BATISTA, 2012).

No entanto, a exposicdo da pele a radiacdo UVB estimula a produgdo de
vitamina D, onde o 7-desidrocolesterol ao entrar em contato com a radiacdo produz a
vitamina D3, esta por sua vez, serd metabolizada pelo figado através de um processo de
hidroxilacdo, gerando a 25- hidroxivitamina D3, que sera metabolizada pelo rim em 1-
alfa, 25- dihidroxivitamina D, sendo esta ultima a forma metabolicamente ativa da
vitamina D (SILVA; TEIXEIRA; CORREIA, 2017).

3.2.3 Radiagdo UVC

A radiacdo UVC apresenta uma faixa de radiacdo entre 200 e 290 nm, sendo
composta por comprimentos de onda mais curtos. Por este motivo, a mesma trata-se de
uma radiagdo altamente lesiva ao ser humano, tendo efeitos carcinogénicos e
mutagénicos, apesar de demonstrar funcdo germicida. No entanto, esta radiagdo nao
apresenta capacidade de adentrar na superficie terrestre, ja que a mesma € blogueada
pela camada de ozonio que filtra radiagdo UV abaixo de 290 nm (MONTEIRO, 2008;
LORCA, 2012; TEIXEIRA, 2012).
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3.3 Mecanismos de defesa de pele contra radiacdo UV

A radiacdo UV € absorvida pelos grupos cromdforos celulares que estdo
presentes na pele, estes por sua vez, apresentam elétrons que sdo capazes de absorver
energia eletromagnética, sendo denominados de espécies absorvedoras, como os acidos
nucléicos, o é&cido urocanico e aminoacidos aromaticos, 0s quais absorvem em
comprimentos de onda abaixo de 300 nm. Ja a melanina, absorve desde 300 até 1200
nm, sendo considerada o principal grupo cromoforo da pele (VINHAL, 2016).

Desta forma, durante a exposicdo a radiacdo UV ocorre a absorcdo de fotons por
moléculas fotossensiveis levando a formagdo de espécies reativas de oxigénio,
ocorrendo reacOes de oxidacdo por fotossensibilizacdo, onde inicialmente a absorcao de
energia por uma molécula absorvedora promove uma espécie eletronicamente excitada,
podendo reagir com outro substrato levando a formacao de radicais livres, ou pode ser
transferida para o oxigénio molecular produzindo o oxigénio singlete (SILVA, 2007).

Os radicais livres (RL) séo espécies altamente reativas que possuem um elétron
desemparelhado em sua estrutura, o que lhes confere instabilidade e promove a
capacidade de reagirem com outras moléculas retirando os elétrons destas, modificando
assim suas estruturas, agindo como principal responsavel pela acdo mutagénica e
desenvolvimento de cancer (CUNHA, MOURA, BARBOSA et al., 2016; ANDRADE,
2017).

No entanto, a pele apresenta uma série de mecanismos antioxidantes que sdo
capazes de inibir ou reduzir o dano oxidativo, sendo eles: 1) sequestro das espécies pro-
oxidantes; 2) sequestro de metais de transicdo, evitando que as reacdes que produzam
RL ocorram, 3) sequestro de radicais secundarios, que possam propagar as reacfes em
cadeia ou gerar grupos oxidados; 4) reparo de macromoléculas e renovacdo celular
(SILVA, 2007). Desta forma, tais mecanismos podem se da através de compostos
enzimaticos, como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), ou por compostos ndo enzimaticos, como as vitaminas C e E,
polifendis e carotenoides. A enzima SOD apresenta mecanismo de defesa a partir da
catalise da hidrolise do anion superédxido, gerando oxigénio e peréxido de hidrogénio,
sendo a primeira linha de defesa contra o superdxido mitocondrial. J4 a CAT tem como
funcdo consumir o peroxido de hidrogénio, decompondo-0 em &gua e oxigénio, assim
como as peroxidases (TEIXEIRA; FEIO; FIGUEIRA, 2014).



27

Ademais, quando a pele € exposta a radiacdo solar a mesma gera como
mecanismo de defesa a secrecdo sudoripara, que promove a transformacdo do
aminoacido histidina em acido urocanico ou &cido 4- imidazoilacrilico, substancia que
apresenta ampla faixa de absorcdo tendo absor¢do maxima em 297 nm. Porém, essa
protecdo ndo é duradoura, j& que se tem a evaporagdo do suor e a mesma € solubilizada
na dgua (VINHAL, 2016).

3.4 Protetores solares

A RDC n° 30 de 2012, define protetor solar como qualquer preparagédo
cosmética que seja destinada para a administracdo topica (pele e labios), com finalidade
exclusiva de protegé-la contra radiacdo UVA e UVB absorvendo, dispersando ou
refletindo a radiacdo (ANVISA, 2012).

A eficacia de um filtro solar trata-se pela capacidade que o mesmo apresenta
para proteger a pele contra queimaduras que sdo ocasionadas pela radiacdo UV. Isso é
expresso em FPS, que se trata da razdo entre o tempo de exposi¢do a radiacdo que seja
suficientemente capaz de produzir dose minima de eritema (DME) na pele protegida, e
0 tempo em que ha o surgimento do eritema, na pele desprotegida. Desta forma, a DME
¢ a dose minima de radiacdo que produz a primeira reacdo eritematosa que seja
perceptivel, através de bordas claramente definidas que sdo observadas entre 16 e 24
horas apds a exposi¢do (LORCA, 2012).

O FPS esta diretamente relacionado ao nivel de protecdo ao eritema, ou seja,
qguanto maior o FPS maior sera a protecdo da pele exposta, ou seja, uma pele que
apresenta vermelhiddo apds 10 minutos de exposi¢do, se utilizar um protetor solar com
FPS 15, ird desenvolver eritema ap6s 150 minutos, dependendo do tipo de pele e das
condicdes de uso (SOUZA; MALUF, 2014).

Sendo assim, para que um protetor solar apresente eficacia e seguranca, o
mesmo deve exercer algumas propriedades, como, ser quimica e fotoquimicamente
estavel. Caso ndo sejam, ao entrar em contato com a radiacdo solar as suas ligacdes
quimicas podem sofrer rearranjos, gerando novas moléculas que tanto podem apresentar
menor poder de absorcdo, ou ndo ter nenhuma atividade, quanto podem apresentar
propriedades toxicoldgicas, reduzindo a seguranga do produto (FIGUEIREDO, 2016).

Para garantir a eficacia da atividade fotoprotetora, os filtros devem dispor de

uma alta capacidade absorvedora de radiacdo UV, apresentando valores de
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absortividade molar (¢) acima de 10* mol~*cm™! (VINHAL, 2016). A absortividade
trata-se de uma grandeza que tem a finalidade verificar a quantidade de energia que é
absorvida por uma determinada estrutura, em um determinado comprimento de onda
(LUZIN, 2011).

Outra caracteristica que deve ser levada em consideracdo no desenvolvimento de
uma formulacéo fotoprotetora € o peso molecular das moléculas do filtro solar, que deve
ser superior a 500 Da para evitar a penetracao cutanea. Sendo, portanto, um aditivo para
a eficicia e seguranca acerca das reagdes adversas e absorgdo sistémica (LUZIN, 2011).

J& a solubilidade é uma caracteristica fisica que interfere diretamente na
compatibilidade dos filtros solares com os veiculos e com a pele, sendo um fator
preponderante quanto a sua eficacia e seguranca. Sendo assim, protetores solares que
sejam mais lipofilicos sdo capazes de penetrar com maior facilidade a pele, podendo
exacerbar os efeitos secundarios por uma possivel absor¢do sistémica, mas tendem a
prolongar o tempo de protecdo, ja que a formulacdo tem uma maior afinidade pela pele.
Ja os que sdo mais solUveis em agua, sdo mais Uteis em peles acneicas, pois sa0 menos
oleosos (SOUSA, 2015).

O filtro ndo deve ter seu pico de absorcédo alterado por solventes, ndo deve ser
toxico, irritante e sensibilizante. Devendo ter um preco acessivel e compativel com o
veiculo da formulacdo, assim como ndo deve descolorir ou manchar roupas, nem

cristalizar, ressecar a pele ou ter odor desagradavel (LUZIN, 2018).

3.5 Filtros solares

Os filtros solares sdo compostos quimicos que inicialmente foram desenvolvidos
com o intuito de prevenir apenas as queimaduras solares. No entanto, atualmente,
apresentam um maior enfoque na prevencdo do fotoenvelhecimento e
fotocarcinogénese, resultando em uma aplicagdo mais ampla em produtos cosméticos
(VINHAL, 2016).

Esses filtros podem ser classificados como organicos e inorgéanicos. Os filtros
inorgénicos atuam por difusdo e reflexao da radiacdo (REIS, 2018). Sdo compostos por
oxidos metalicos, tendo como principais representantes desta classe o didxido de titanio
(TiO2) e o Oxido de zinco (ZnO), que apresentam propriedades Oticas diferentes,
especialmente quando estdo na forma nanoparticulada ou microparticulada. Além disso,

os 6xidos metalicos demonstram baixo potencial alergénico, baixa capacidade de causar
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irritacdo, ndo dispdem de absorcdo percutanea e possuem alta eficacia na protecao
contra radiacao, ja que promovem a formagdo de uma barreira fisica, que protege contra
aradiacdo UVA e UVB (VINHAL, 2016; SILVA; MACHADO; ROCHA et al., 2015).

Ja os filtros organicos ou quimicos sao moléculas organicas em sua maioria,
compostos aromaticos conjugados nas posicGes (orto) e (para), com grupamentos que
aumentam (-NH,, -OCHgs, -OH) e/ou diminuem (-CO2R) a desnidade eletrénica do
sistema conjugado, promovendo o efeito batocrémico ao sistema e sendo responsaveis
pela absorcdo da radiacdo (PERES, 2015; LUZIN, 2018). Tais compostos possuem a
capacidade de absorver a radiacdo UV incidente e transforma-la em outro tipo de
radiacdo menos nociva, como por exemplo o infravermelho (SILVA; MACHADO;
ROCHA et al., 2015; CARVALHO, 2019).

Séo classificados em filtros UVA (320 a 360 nm) e UVB (290 e 320 nm), de
acordo com a regido de protecdo. Isso deve-se ao fato de que nem sempre tais moléculas
apresentam amplo espectro de protecdo, como no caso das benzofenonas e as
avobenzonas que protegem somente em UVA e, os salicilatos que agem na regido UVB.
Porém, existem alguns filtros que apresentam amplo espectro, protegendo contra 0s
UVA e UVB, como o bemotrizinol e mexoryl SX (NASCIMENTO; SANTOS;
AGUIAR, 2014). A regido de protecdo de aguns filtros organicos sdo descritos na
Tabela 1, assim como a concentracdo maxima permitida de acordo com a resolugédo
47/2006 (ANVISA, 2006).

Tabela 1 — Regido de protecdo de filtros solares e a concentragdo maxima permitida
(%)

Concentracéo
Ingrediente Nomenclatura INCI* Regido de Maxima

absorcao (nm) Permitida (%)

Avobenzona Butyl 400 — 320 5%
Methoxydibenzoylmethan  Protecdo UVA

e
4-Metilbenzilideno 4- Methylbenzylidene 300 - 290 4%
Canfora Camphor Protecdo UVB
Dioxibenzona Benzophenone- 8 390 — 250 3%

Protecdo UVA

Continua...
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Homosalato

Menthyl
Anthanilate

Mexoryl SX
Octocrileno
Octilmetoxicinamat
0
Octilsalicilato
Padimate O
Acido p-
aminobenzdico
Roxadinamato
Fenilbenzimidazol
Sulisobenzona
Bemotrizinol
Salicilato de

trolamina

Dioxido de Titanio

Oxido de Zinco

Homosalate

Methyl Anthranilate

Terephthalylidene
Dicamphor Sulfoni Acid

Octocrylene

Ethylhexyl
Methoxycinannamate

Ethylhexyl Salicylate

Ethylhexyl Dimethyl
PABA
PABA

Ethyl Dihydroxypropyl
PABA
Phenylbenzimidazole
Sulfonic Acid

Benzophenone - 4

Bis-ethylhexyloxyphenol
methoxyphenyl triazine

Tea — Salicylate

Titanium Dioxide

Zinc Oxide

330 - 294
Protecdo UVA
380 — 260
Protecdo UVA
400 - 290
Protecdo UVA e
UvB
360 — 350
Protecdo UVB
320-290
Protecédo UVB
320 - 289
Protecdo UVB
315-290
Protecédo UVB
313-260
Protecdo UVB
330- 289
Protecédo UVB
340 -290
Protecdo UVB
375 - 260
Protecdo UVA
280 — 380
Protecdo UVA e
UvB
320 - 260
Protecdo UVA
700 — 290
Protecdo UVA e
uUvB
700 - 200
Protecdo UVA e

15%

5%

10%

10%

10%

5%

8%

15%

8%

10%

10%

12%

25%

25%
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UvB

Fonte: adaptado por Silva, Machado, Rocha et al. (2015); Oliveira (2018) e ANVISA (2006)

*INCI- International Nomenclature of Cosmetic Ingredients

A faixa de frequéncia UV que sera absorvida pela molécula do filtro, depende
das caracteristicas dos grupos funcionais presentes no anel aromatico, assim como da
posicdo que ocupam no anel, podendo ser doadores ou receptores de elétrons (SILVA;
MACHADO; ROCHA et al., 2015).

O que pode ser explicado através da teoria dos orbitais moleculares (TOM),
pois, moléculas com grupamentos que aumentam a densidade eletronica, tendem a
aumentar a estabilidade do anel. Sendo mais estavel, a energia dos orbitais ligantes é
reduzida, aumentando a dos antiligantes, o que gera uma ampliacdo na diferenca de
energia entre os orbitais HOMO e LUMO, favorecendo a absorcéo da radiagdo na faixa
do UVB. Ja ao se ter grupamentos que reduzem a estabilidade do anel, tem-se uma
elevacdo da energia dos orbitais ligantes e a redugéo da dos antiligantes, o que promove
a diminuicdo na diferenca de energia entre os orbitais, favorecendo a absor¢do em UVA
(VINHAL, 2012).

Em contrapartida, alguns filtros solares organicos tém apresentado riscos a
salde, j& que se pode ter uma penetracdo destes para a circulagdo sistémica, gerando
problemas de toxicidade e reacdes alérgicas (ARAUJO; LIMA; VALERIO, 2007).
Gonzalez e colaboradores (2006), testaram uma formulacdo contendo 4% de
benzofenona-3 (BP-3), demonstrando que apds 10 dias de aplicacdo o composto foi
secretado na urina, permanecendo a secre¢do 5 dias apds a Ultima aplicagdo. Desta
forma, percebeu-se que a BP-3 além de ser extensivamente absorvida pela circulagdo
sistémica ainda apresenta efeito cumulativo.

Além disso, de acordo com Balogh, Velasco, Pedriali et al. (2011), as reacdes
alérgicas como dermatites de contato e fotoalergias, em consequéncia do uso continuo
de filtros solares sdo raras. No entanto, a presenca dos filtros benzofenona-3 foi capaz
de provocar fotoalergias por contato. J& o PABA, o amil dimetil PABA e a
benzofenona-3, sdo fotoalergénicos, ndo sendo mais utilizados, promovendo uma

reducdo do nimero de casos de irritagdo de pele pelo uso continuo de protetores solar.

3.6 Bemotrizinol
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O Bemotrizinol (bis-etilexiloxifenol metoxifenil triazina), comercialmente
conhecido como Tinosorb® S e quimicamente descrito como 2,2” - [6- (4-metoxifenil) -
1,3,5-triazina-2,4-diil] bis {5- [(2-etil-hexil) oxi] fenol} (Figura 4), trata-se de um filtro
novo no mercado, demonstrando solubilidade em éleo com ampla faixa de absorcdo nas
regibes UVA e UVB com dois picos de absor¢do (310 nm e 340 nm), cuja a massa
molecular é de 628 Da e coeficiente de absortividade a 310 nm = 46.800 mol~tcm™1,
cuja concentracdo maxima utilizada é de 10 % (BENEVENUTO; OFFENBECKER;
GASPAR, 2015; OLIVEIRA, 2018).

Dispbe de uma excelente eficacia e fotoestabilidade, assim como é compativel
com todos os outros filtros e componentes cosmeticos. Apresenta uma elevada
estabilidade proveniente da sua estrutura molecular, atuando de forma a facilitar a
dissipacdo de energia incidente em transferéncia de calor e relaxamento vibracional, ndo
havendo a formagdo de radicais livres ou produtos de decomposicdo (TEIXEIRA,
2012). Em contrapartida, apresenta um custo elevado quando comparado com outros
filtros solares (PUGLIA; DAMIANI; OFFERTA, et al., 2014; KIM; DEBNATH,;
GECKELER, 2010).

Figura 4 — Estrutura quimica do Bemotrizinol.
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Fonte: adaptado por Roy e Chakrabarty (2013).

De acordo com Ashby, Tinweel, Plautz et al. (2001), alguns filtros solares
mostraram atividade frente a receptores de estrogénio e de androgénios, em especial aos
receptores estrogénio, agindo como desreguladores endécrinos. Desta forma, foi testada
a atividade do bemotrizinol nesses recepctores, demonstrando que 0 mesmo n&o

apresenta interacdo, 0 que pode estar relacionado ao fato de que a molécula dessa
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substancia apresenta dimensdes gerais desfavoravel para interagir com receptores
hormonais.

Puglia, Damiani, Offerta et al. (2014) desenvolveram carreadores lipidicos
nanoestruturados e nanoemulsdes (NE) contendo bemotrizinol, avobenzona e benzoato
de hexilo e benzoilo (DHHB), utilizando o triglicerideo de acido caprilico — céprico e 0
behenato de gliceril. Demonstrando que tanto as CLN e NE se encontraram em
dimensBGes nanométricas e apresentavam a mesma capacidade de proteger os ativos
contra a foto-instabilidade. No entanto, apenas o CLN conseguiu reduzir drasticamente
a permeacdo da pele dos filtros solares, demonstrando que este sistema apresenta alto
potencial como portador de filtros UV quimicos.

3.7 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) se caracterizam por serem um sistema
inovador, desenvolvido no final da década de 1990, cujo tamanho de particula se
encontra entre 150 e 300 nm (FOGOLARI, 2017). Esse sistema foi desenvolvido com o
objetivo de ser uma alternativa aos veiculos tradicionais, tais como emulsGes,
lipossomas e nanoparticulas poliméricas, sendo constituidos por lipidios solidos a
temperatura ambiente e corporal (37 °C) e estabilizados por tensoativos, que através de
agitacdo apropriada da origem a particulas esféricas e de escala nanométrica
(DAMASIO, 2017; CASTRO, 2016; JUNIOR, 2016).

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) se caracterizam por serem a primeira
geracdo de nanoparticulas lipidicas, sendo produzidas a partir de lipidios sélidos, cuja
estrutura é cristalina e bem organizada. Os farmacos sdo inseridos entre as cadeias de
acidos graxos, entre as camadas lipidicas e as imperfeicBes existentes. No entanto, a sua
estrutura ndo é capaz de acomodar grande concentracdo de farmacos, podendo ocorrer a
expulsdo do farmaco durante seu armazenamento. Quando esses sistemas sdo
formulados, os lipidios se organizam em um estado de alta energia apresentando
diversas imperfeicGes (conformacdo «), quando se encontram no periodo de
armazenamento, esses lipidios tendem a se organizar em um estado de baixa energia,
formando uma estrutura cristalina quase perfeita, 0 que torna o espaco infimo para a
acomodacdo do farmaco no interior da particula, denominada de conformacdo
B (Figura 5) (ARAUJO, 2019; COELHO, 2017; FOGOLARI, 2017; DAS; NG; TAN,
2012).
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Figura 5 — Transicdo polimérfica NLS de conformacdo de alta energia (a) e

conformagdo de baixa energia (Bi e B), com subsequente expulsdo do farmaco

Farmaco ¥ & Farmaco
\ : |I
L R ———
*
‘ 0\? I_O’ l \ " -’_'lj H
Conformagido a Conformagdo fie 8

Fonte: adaptado de Arauljo (2019).

Tendo em vista, as limitagdes de estabilidade e eficiéncia de encapsulagédo
apresentadas pelas NLS, desenvolveu-se a segunda geracdo de nanoparticulas, os
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) (ARAUJO, 2019). Estas sdo obtidas
através da mistura de lipidios liquidos e sélidos. Devido a incluséo do lipidio liquido, a
estrutura da matriz tende a apresentar algumas imperfeicdes, por se ter uma maior
distancia entre as cadeias de acidos graxos, o que facilita a acomodacéo dos farmacos e
uma liberagdo mais controlada, comparando-se com os NLS. Dessa forma, os CLN
conseguem otimizar a estabilidade fisico-quimica, além de aumentar a capacidade de
carreamento, evitando assim, a expulsdo do ativo (COELHO, 2017; ARAUJO, 2019;
COLA, 2016).

Levando-se em consideracdo que a organizacdo matricial exerce ampla
influéncia acerca da capacidade de incorporacdo e na manutengédo do aprisionamento de
moléculas na matriz, pode-se classificar os CLN em trés tipos: Tipo | ou imperfeita; tipo
Il ou amorfa e tipo 111 ou multipla, sendo obtidas a partir da combinacdo de diferentes
compostos e do método de preparacdo. O tipo | apresenta uma matriz lipidica com
lacunas entre os triacilgliceréis cristalizados, aumentando o encapsulamento de
farmacos, o mesmo € produzido pela baixa concentracdo de 6leo. No tipo Il ndo se tem
a formacdo de cristais, evitando a expulsdo de fdrmacos durante o arrefecimento do
sistema. O tipo Il se caracteriza por ser um sistema semelhante a uma emulséo A/O/A,
ja que alguns principios ativos sdo mais soltveis no lipidio liquido do que no sélido,

formando nanoparticulas do tipo 6leo/ lipidio solido/ agua, havendo a formacdo de
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nanocompartimentos na matriz do lipidio solido (Figura 6) (DAMASIO, 2017,
ARAUJO, 2019).

Figura 6 — Diferentes formas de incorporacao de farmacos pelos CLN.

Tipo imperfeito (1)

Farmaco

Tipo amorfo (ll)
lipidios amorfos

nanocompartimentos
oleoso

Tipo multiplo (ll)

lipidio solido
Fonte: adaptado por Damasio (2017).

Os CLN também podem ser classificadas em cinco modelos, que se diferem
considerando a forma como o farmaco esta disperso (Figura 7): (a) Matriz homogénea,
onde o farmaco esta disperso completamente na matriz, sendo liberado por difusao; (b)
modelo de concentracdo em invélucro, o farmaco estd concentrado na camada mais
externa da estrutura, havendo a liberacdo de forma abrupta; (c) modelo de concentragédo
em nucleo, o farmaco se concentra no centro, tendo uma liberagdo sustentada por um
longo periodo de tempo, ja que este apresenta solubilidade no lipideo; (d) monocamada
adsorvida de farmaco na superficie, pode ocorrer a adsor¢do dos farmacos na superficie
da estrutura , assim como ocorre (e) em aglomeracdo (ARAUJO, 2019; DRAGICEVIC;
MAIBACH, 2016) .

Figura 7— Classificacdo de CLN pela distribuicao do farmaco.

a b c d @ e*r
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Fonte: adaptado por Araujo (2019) apud Dragicevic e Maibach (2016).

Os CLN’s sao mais biocompativel que os sistemas convencionais, visto que sdo
formulados a partir de componentes mais biocompativeis (DOKTOROVOVA; SOUTO;
SILVA, 2014).

Além disso os CLN’s apresentam a capacidade de prevenir a absorcdo sistémica
e de provocar a formacao de um filme oclusivo que aumenta a hidratacdo da pele, por
esse motivo estes sistemas tem sido amplamente estudados e utilizados em formulagdes
cosmeéticas, principalmente no desenvolvimento de protetores solares (ROSSAN, 2011;
GILBERT, ROUSSEL, SERRE, et al., 2016; COSTA, 2018).

De acordo com Negretto (2014) ao se aplicar um CLN em forma de gel ou
creme na superficie da pele, a mesma induz o sistema a sofrer algumas alteragdes
estruturais. Pois a evaporacdo da agua leva a transicdo do lipidio para sua forma mais
organizada, levando a expulsdo do composto ativo. Por se tratar de uma solucéo
supersaturada tem-se uma abertura da camada c6rnea, promovendo um aumento da

permeabilidade, melhorando, portanto, a hidratagéo da pele.

3.8 Componentes dos CLN

3.8.1 Lipidios Sélidos

Dentre os lipidios sélidos mais utilizados no desenvolvimento de CLN tem-se o
acido palmitico, monoestearato de glicerila, behenato de glicerila (Compritol 888
ATO®) e o acido estedrico, assim como a aplicacdo de ceras naturais, como a cera de
abelha e a de carnatba (TAMJIDI; SHAHEDI; VARSHOSAZ et al., 2013; SANTOS,
2017).

De acordo com Gandra (2006) e Junior (2016), as ceras naturais sdo bem
toleradas na produgdo de CLN de administracdo tdpica, pois apresentam matrizes
lipidicas de baixa toxicidade e alta biocompatibilidade, assim como dispdem da
capacidade de melhorar a aparéncia da pele, aumentando a elasticidade e agindo como
uma barreira fisica, sendo uma alternativa para formulacdes de uso farmacéutico ou

cosmetico. Sdo produtos do metabolismo de plantas ou animais, produzidas a partir de
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processos bioquimicos, tendo fungcdo protetora contra danos gerados por
microorganismos, insetos e outros elementos. Os autores relatam que a produgdo em
plantas se da por processos de reducdo e carboxilacdo de lipidios simples, que serdo
posteriormente convertidos em alcoois, acidos e hidrocarbonetos de alto peso molecular.
Essas vias sdo ativadas por mudangas metabdlicas que ocorrem diariamente, de acordo
com a presenca ou a auséncia de luz, calor, periodos secos, chuvas abundantes, umidade
e, principalmente, com a espécie (GANDRA, 2006; JUNIOR, 2016).

A cera de carnalba é um exemplo de cera de origem natural, que é extraida a
partir das folhas da palma pertencente a palmeira Palmifera cerifera martiusg, e
geralmente se desenvolve nos estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte. Sendo
assim, durante o processo de extracdo, as folhas (po cerifero) sdo colhidas, secas e
prensadas para possibilitar a libera¢do da cera. Posteriormente, promove-se a realizacao
de processos como destilacdo, filtragdo e branqueamento quimico com auxilio de
peroxido de hidrogénio, para a finalizagdo do ciclo de produgdo. Ao ser obtida trata-se
de um material cujo o ponto de fusdo varia entre 81 a 86 °C (LACERDA, 2009;
SANTOS, 2017).

Os principais componentes quimicos encontrados na cera sdo ésteres alifaticos,
alcoois livres, ésteres w-hidroxilados, diesteres alifaticos p- metoxicinamicos e diésteres
alifaticos p-hidroxicindmicos, onde tais compostos apresentam cadeias de diversos
tamanhos, predominando os acidos com 26 carbonos e alcoois com 32 carbonos
(ROSSAN, 2011). Considerando as propriedades apresentadas pela cera de carnadba o
seu uso no campo da cosmetologia seria uma estratégia promissora, principalmente em
seu uso em formulacGes fotoprotetoras (JUNIOR, 2016). Lacerda (2009) desenvolveu
CLN a base de cera de carnalba para incorporacdo de benzofenona-3 (BP-3), onde o
desenvolvimento de CLN deu-se de forma estavel, assim como permitiu a retencao de
cerca de 4-5% de BP-3 em massa de nanoparticula.

Em contrapartida Balogh, Velasco, Pedriali et al. (2011) relatou que a cera de
carnauba é rica em cinamato, composto que detém uma potente atividade absorvedora
de UVB podendo, portanto, ser utilizada para a incorporacdo de filtros inorgéanicos,
como o dioxido de titanio para ampliar o espectro de protecdo. O que gera a formacéo
de uma dispersdo estavel, cuja viscosidade € ideal e, principalmente, com fator de

protecdo solar e protecdo contra os raios UVA.

3.8.2 Lipidios liquidos
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Um dos fatores que ira determinar a capacidade de incorporacdo da fase lipidica
¢ a solubilidade do composto ativo no lipidio liquido, onde os mais utilizados na
producdo dos CLNSs séo os triglicerideos de cadeia média (TCM) e o &cido oleico (AO).
O TCM se trata de uma classe de lipidios mistos com cadeia saturada, cujo
comprimento varia de 6 a 12 carbonos. Sdo compostos principalmente por acidos graxos
caprilico e caprico e, em menor concentracdo de acidos graxos caproéicos, laurico e
miristico. Ademais, esses lipidios apresentam baixa viscosidade e se solidificam a uma
temperatura de aproximadamente 0 °C (SANTQOS, 2017).

O triglicerideo de acido caprico/ caprilico (TACC) é um triéster misto advindo
do 6leo de coco e glicerina. Encontra-se na forma de um liquido oleoso, funcionando
como um emoliente, agente de disperséo e solvente. Apresenta algumas vantagens que
sdo importantes para formula¢Ges cosméticas como o fato de ndo apresenta cor ou odor,

além de dispor de uma boa estabilidade e resisténcia a oxida¢do (CALLEGARI, 2015).

3.9 Planejamento Experimental do tipo Box- Behnken 3°

As propriedades fisico-quimicas de uma formulacdo podem ser alteradas por
diversas variaveis, a exemplo do tamanho das particulas do composto em estudo
Bemotrizinol. Sendo assim, a utilizacdo dessa técnica possibilita identificar quais as
interacbes entre uma determinada resposta e uma variavel independente (fatores),
visando otimizar a metodologia de superficie de resposta (RSM). O RSM pode ser
otimizado com auxilio delineamento matematico do tipo Box- Benhken, que é uma
técnica de segunda ordem baseada em um planejamento fatorial em trés fatores e trés
niveis, sendo eles -1 (inferior), 0 (médio) e +1 (superior). Visto que 0 nimero de
experimentos (N), necessarios para sua execucdo ¢ calculado e estimado por N = k2 +
k + pc (BA- ABBAD, CHAI, TAKRIFF et al., 2015; VOZZA DANISHA, BYRNEB et
al. 2018; NOVAES, YAMAKI, DE PAULA et al., 2017).

Por conseguinte, 0 RSM juntamente como o design matematico, trata-se de uma
abordagem eficiente para a identificacdo das possiveis variaveis de forma isolada. Visto
que, esse método computacional possibilita (VOZZA, DANISHA, BYRNEB et al.,
2018):



40

1) Diminui a quantidade de execucOes experimentais que Sd80 necessarias para
identificar os fatores significativos, reduzindo 0s recursos necessarios;
2) Apresenta a capacidade de detectar interdependéncias de variaveis, o0 que
geralmente ndo ocorre na avaliacdo dos fatores individualmente.
3) Amplifica a previsdo de uma resposta através do uso de informacdes coletadas.
O Box- Benhken trata-se de um método que geralmente é utilizado apds uma
triagem preliminar, para que entdo se faca uso de um desenho fatorial considerando
quais fatores poderiam afetar significativamente a resposta (RAGONESE, MACKA,
HUGHES et al., 2002). Ja que durante o processo de otimizacdo tem-se o método
envolvendo uma variavel de cada vez, o que se trata de uma técnica demorada e
desconsidera a interacdo entre as variaveis, o que nao garante a obtencdo de um sistema
ideal. Onde a otimizacdo por Box-Behnken elimina estas desvantagens, além de
correlacionar as variaveis e as resposta (s) (ABDEL- FATTAH, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

Os materiais utilizados na obtencdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados
s30: Cera de Carnatiba (All Chemistry, S&o Paulo, Brasil), Bemotrizinol (Tinosorb® S)
(Basf, Ludwigshafen am Rhein, Alemanha), Polissorbato 80 (All Chemistry, S&o Paulo,
Brasil), Triglicerideos do &cido caprico e caprilico (All Chemistry, Sdo Paulo, Brasil),
Span® 80 (Sorbitane monooleate, Sigma-Aldrich, Alemanha) e Agua destilada
(Destilador de agua Pilsen, modelo SP5L, Presidente Prudente, Brasil)

4.2 Métodos

O desenvolvimento dos CLNSs, incorporagdo do filtro solar e caracterizagdes desses

compostos, foi baseada nos estudos realizados por Medeiros (2019).

4.2.1 Estudos preliminares para obtencéo dos CLN

4.2.1.1 Determinacdo da concentracdo de fase lipidica e razdo de lipidios

(s6lido:liquido)

Para a determinacdo da concentracdo e razao de lipidios, foram desenvolvidas
inicialmente trés formulagdes contendo concentracdes lipidicas distintas (5, 10 e 20%).
Estes sistemas foram submetidos a centrifugacdo durante 10 minutos a 5.000 rpm
(rotagBes por minuto), tendo como finalidade escolher a concentragdo que apresentasse
CLN estaveis macroscopicamente.

Ap0s a escolha da formulacdo, desenvolveu-se mais trés sistema, variando desta
vez, a razdo de lipidios solido: liquido (70:30, 50:50, 20:80). Avaliando o tamanho e
IPD (indice de polidisperséo) das particulas. O sistema que apresentou tamanho na faixa
almejada, em aproximadamente 200 nm, e menor IPD foi escolhido para as etapas

posteriores.

4.2.1.2 Planejamento experimental do tipo Box-Behnken 33 para desenvolvimento do
CLN contendo BEMT
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Para o desenvolvimento do planejamento experimental foram escolhidos trés
fatores principais, como varidveis independentes: concentracdo de filtro solar (X1),
concentracdo do tensoativo (X2) e tempo de homogeneizacdo em sonicador (X3), tendo
como finalidade avaliar a interacdo e o efeito destes pardmetros nas formulac@es, como
representado na Tabela 2. Onde, o tamanho de particula foi a varidvel dependente (Y),
escolhida como resposta.

Sendo assim, foi utilizado o planejamento Box-Behnken com 3 fatores e 3 niveis
para otimizar o desenvolvimento do sistema, tendo um total de 16 corridas

experimentais geradas utilizando o software Statistica 10 (StatSoft).

Tabela 2 — Fatores e niveis para realizacdo do planejamento Box- Behnken 3°

Fatores Faixas e Niveis
-1 0 1
X1 0,3 0,4 0,5
X2 2 3 4
X3 3 5 7

Fonte: dados da pesquisa.

4.2.1.3 Estabilidade por centrifugacao

Apos a determinacdo dos pardmetros para a obtencdo dos nanocarreadores, 0
sistema branco e contendo BEMT foram submetidos a centrifugacdo em
microcentrifuga modelo N11801 (Nova Instruments®, Piracicaba, Sd0 Paulo, Brasil), a
uma velocidade de 5000 rpm por dez minutos, no intervalo de 1, 7, 15, 30 e 60 dias
apos preparacao.

4.2.2 Obtencéo dos CLN

Apos a finalizagdo da primeira etapa de desenvolvimento, foram determinados
parametros ideais para a obtencdo dos CLN, estabelecendo um protocolo de
desenvolvimento.

Onde, lipidios foram aquecidos a uma temperatura superior ao ponto de fusdo do
lipidio sdlido (aproximadamente a 80 °C). Os tensoativos e o filtro solar foram

aquecidos juntamente com a fase lipidica. A fase aquosa contendo apenas dgua destilada
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foi aquecida a mesma temperatura. Em seguida, a por¢cdo aquosa foi vertida na fase
lipidica, onde a mistura foi submetida & agitacdo mecéanica em desruptor de célula
ultrassénico (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) por dois ciclos de sete minutos cada um,
para fragmentacdo das particulas a poténcia de 200 W. Por fim, os frascos foram

levados a resfriamento em banho de gelo para solidificagcdo dos nanoccarreadores.

4.2.3 Caracterizacdo dos CLN

4.2.3.1 Analise do tamanho das particulas e indice de polidisperséo (IPD)

Os tamanhos de particulas e o IPD foram realizados utilizando a técnica do
espalhamento de luz do raio hidrodindmico ou dynamics light scatering (DLS) das
particulas em suspensdo utilizando o equipamento Zetasizer Nano® (Malwern
Montgomeryville, USA).

As amostras foram diluidas em &gua destilada na proporgéo de 1:100 (v/v) e as

leituras realizadas 1, 7, 15 e 30 dias apds desenvolvimento dos sistemas.
4.2.3.2 Determinacao do potencial Zeta

A andlise do potenzial zeta foi realizada através da medicdo da mobilidade
eletroforética das particulas em suspensdo utilizando o equipamento Zetasizer Nano®
(Malwern, Montgomeryville, USA). As analises foram realizadas em triplicata, sob
temperatura de 25 °C e com forga de campo de 20 V/cm.

As amostras foram diluidas em agua destilada na proporcao de 1:100 (v/v) e as

leituras realizadas 1, 7, 15 e 30 dias apds desenvolvimento dos sistemas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos preliminares para obtencédo do CLN

Para determinar os parametros ideais e otimizar o tempo de desenvolvimento dos

carreadores lipidicos nanoestruturados, foi realizado um estudo preévio.

5.1.2 Determinacdo da concentracdo de fase lipidica e razdo de lipidios

(sélido:liquido)

O estudo de pré-formulacdo tem como intuito investigar o papel desempenhado
pelos componentes nas caracteristicas do sistema, assim como avaliar as caracteristicas
da formulacéo verificando algum indicativo de instabilidade.

Sendo assim, na primeira fase do estudo de pré-formulacdo se verificou a
determinacdo da concentracdo de lipidios e, a resposta macroscopica do sistema diante
da alteracdo deste parametro. Para isto, desenvolveu-se trés formulagdes com razéo de
lipidios em 50:50 e a concentracdo do tensoativo em 3%, variando-se apenas a
concentracdo de lipidios em 5 % (1), 10 % (I1) e 20 % (111), como visualizado na Tabela
3. Tais formulagdes foram submetidas a dois ciclos de cinco minutos com poténcia a
200 W e, em seguida ao resfriamento. Nesta etapa, ndo houve a incorporacgéo do filtro

solar.

Tabela 3 — Concentracgdo de lipidios dos sistemas formulados

Sistema Concentracéo de lipidios
I 5%
11 10 %
11 20 %

Fonte: dados da pesquisa.

Ambos 0s sistemas, apresentaram aspecto homogéneo como observado na
Figura 8. No entanto, percebe-se que com o aumento da concentra¢do dos lipidios 0s
sistemas apresentam-se mais leitosos. Desta forma, com a finalidade de verificar a

estabilidade destes sistemas, submeteu-se a centrifugagdo a 5000 rpm, por 10 minutos.
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Figura 8 — Sistema apds agitacédo

5% 7 10 % i 20 % »
'.

Fonte: dados da pesquisa,

Segundo a ANVISA a centrifugacdo se caracteriza como um teste de triagem,
sendo utilizada de forma apropriada apenas para a pré-selecdo das formulacdes, que
posteriormente serdo submetidas a estabilidade acelerada. Deste modo, essa analise ndo
indica assertivamente a estabilidade real das formulacGes, porém trata-se de uma analise
rapida e que é capaz de avaliar a coalescéncia ou cremeacdo do sistema (ANVISA,
2004).

Sendo assim, ao ser submetido a centrifugacéo, apenas o sistema | que apresenta
5% de concentracdo lipidica, manteve-se homogéneo. J& os sistemas Il e IlI,
demonstraram a formacéo de precipitados, havendo também a separacdo de fases,
demonstrando que ambos sdo instaveis. Sendo, portanto, descartados para seguir as
proximas fases do estudo. Resultados esses, semelhantes ao de Angelieri (2013), onde
formulacBes que continham grandes quantidades de fosfolipidios foram capazes de
aumentar o movimento browniano das particulas, promovendo uma interacdo as
camadas de lipidios, promovendo assim a agregacdo através do fenbmeno de
coalescéncia, assim como o aumento da viscosidade como foi observado na Figura 9.

Esse processo de separacdo de fases ou de formacdo de espumas também é
decorrente da diferenca de densidades entre as goticulas ou particulas do sistema, onde
aquelas que sdo menos densas tendem a migrar e se agrupar na superficie, resultando
em uma formulagdo com duas fases, como verificado na Figura 9 (Il e IlI). Esse
fendmeno de agrupamento de goticulas na porcao superior € denominado de cremacao.
(MEYAGUSKU, 2014).
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Figura 9 — Sistema apds centrifugacéo
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Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Santos (2018) pode-se obter sistemas compostos com mais de 95%
(p/p) de lipidios na obtencdo dos CLN. Havendo a estabilizacdo através da concentragdo
de tensoativo entre 0,5 e 5%. No entanto, a concentracdo de fase lipidica acima de 10%
promove um aumento do tamanho de particula e distribuicdo mais heterogénea,
tornando a emulsificacdo mais dificil.

Apo6s a escolha da concentracdo de lipidios da formulacdo, deu-se inicio a
segunda fase do estudo, onde foram desenvolvidos mais trés sistemas, variando desta
vez, a razao de lipidios sélido: liquido em 70:30 (Sistema A), 50:50 (Sistema B), 20:80
(Sistema C). Analisando o tamanho e IPD (indice de polidispersdo) das particulas,
escolhendo o sistema que apresente o tamanho de particula menor que 200 nm e IPD
inferior a 0,3 para estudos posteriores. Desta forma, verificou-se que o sistema A ao
conter uma maior razdo de lipidio liquido, apresentou maior tamanho de particula
(349,5 nm), assim como um indice de polidispersdo acima de 0,4 (Tabela 2).

Caracterizando-se como um sistema com distribuicdo de tamanho mais heterogénea.

Tabela 3 — Tamanho médio das particulas e IPD das particulas dos sistemas A, Be C

SISTEMA  TAMANHO (nm) IPD
A 349,5 0,41
B 273,9 0,38
C 166,4 0,26

Fonte: dados da pesquisa.
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No caso do sistema B, tem-se um aumento da razdo de lipidio liquido para uma
razdo de 50:50, a formulacdo permaneceu com um IPD semelhante ao sistema A, no
entanto houve uma reducdo do tamanho de particula (273,9 nm). Ja o sistema C com
razdo de 20:80 demonstrou tamanho de particula dentro da faixa desejada, além de um
IPD de 0,26, havendo a formacdo de um sistema com particulas mais homogéneas.
Desta forma, percebe-se que quanto maior a razdo de lipidio liquido, menor o tamanho
de particula.

Resultado semelhante foi obtido por Lacerda (2009), ja que ao aumentar a
concentracdo de lipidio liquido tem-se uma redugdo da viscosidade da matriz fundida,

melhorando as caracteristicas da pré-emulsdo durante a agitacdo mecanica.

5.1.3 Planejamento experimental do tipo Box-Behnken 32 para desenvolvimento do
CLN contendo BEMT

Os planejamentos experimentais de bancada consistem na realizagdo de ensaios
considerando diversos parametros, para que assim alcance uma regido proxima a
desejada, aplicando posteriormente o planejamento experimental (SOUSA, 2013). Desta
forma, no estudo de pré-formulacdo anterior obteve-se uma formulacdo branca cujos
parametros fixos determinados, possibilitaram o alcance de um tamanho de particula
inferior 2 200 nm e um IPD menor que 0,3.

Na realizacdo do planejamento experimental do tipo Box- Behnken para a
escolha da formulacdo contendo o ativo bemotrizinol foram determinadas trés variaveis
independentes, sendo elas a concentragdo do filtro (X1), a concentragdo de tensoativos
(X2) e o tempo de homogeneizacdo (X3); e trés niveis para cada variavel, sendo eles:
alto, médio e baixo. A partir disso, obteve-se um delineamento e desenvolvimento de
16 formulacgdes, sendo trés repeticdes do ponto central, tendo como resposta e variavel

dependente o tamanho de particula (Tabela 4).

Tabela 4 — Matriz de planejamento Box-Behnken e a resposta tamanho.

Formulacéo X1 X2 X3 Resposta
CF (%) CT (%) T (min) Tamanho (nm)
1 0,3 2 5 429,90

Continua...
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2 0,5 2 5 419,50

Continuacao

3 0,3 4 5 196,50
4 0,5 4 5 149,00
5 0,3 3 3 214,40
6 0,5 3 3 384,20
7 0,3 3 7 282,10
8 0,5 3 7 338,40
9 0,4 2 3 470,00
10 0,4 4 3 308,00
11 04 2 7 335,10
12 04 4 7 149,90
13 0,4 3 5 170,40
14 04 3 5 204,10
15 04 3 5 164,70
16 0,4 3 5 236,20

Fonte: dados da pesquisa.
*CF — Concentracdo de filtro; CT — Concentracdo de tensoativo e T — tempo de homogeneizag&o.

Os parametros analisados para as 16 formulacbes desenvolvidas de CLN foram
apresentados na Tabela 4, onde, pdde-se ser verificado, que o tamanho de particula
variou entre 149,00 nm (CLN 4) e 470 nm (CLN 9).

Foram gerados o Grafico de Pareto e de superficie de resposta, com a finalidade
de analisar quais as variaveis ou interac@es significativas que possam ter influenciado na
resposta do tamanho de particula.

Os valores dos efeitos estimados que sdo apresentados no Grafico de Pareto
possibilita analisar se 0s mesmos séo estatisticamente significativos. A linha na vertical
é indicadora do valor minimo para que isso ocorra, onde quanto mais a direita dessa
linha mais significativo é o efeito (LACERDA, 2009).

De acordo com o grafico exposto na Figura 10, percebe-se que, nas faixas
testadas para as trés variaveis independentes (Concentracdo do filtro, concentragdo do
tensoativo e tempo de homogeneizacdo), a varidvel que mais influenciou nos valores do

tamanho da particula foi a concentracdo de tensoativo (p<0,5), estando portanto, mais a
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direita da linha horizontal. Corroborando com os dados encontrados por Junior (2016),
onde ao se ter um aumento da concentracdo de tensoativo tem-se uma diminuigdo do
tamanho das goticulas de fase interna, relacionadas com uma reducdo da tensdo
superficial.

Desta forma, a concentracdo de tensoativo influencia de forma expressiva no
tamanho das particulas, assim como na estabilidade do sistema. Apresentando um
mecanismo que é decorrente da existéncia de forcas repulsivas que sejam capazes de
impedir a coalescéncia ou floculacdo. No caso das nanoparticulas lipidicas, o0s
tensoativos também atuam controlando o processo de cristalizacdo da fase lipidica
(SANTOS, 2018).

Figura 10 — Gréfico de pareto dos efeitos padronizados

(2)CT(L)
T | |-3.85888
cTi) | |-3,49396

_-9,13?;39

1Qby3L | |-3,35776

1Lby2Q |
CF(Q) | |-2|83196

3.028272

1Lby3L | |-1.71154
(3TL) | |-1.68056
1Qby2L | |1.670881

(1)CF(L) | 7438442
1Lby2L | -.559455
2Lby3L | -,349848

p=,05
Fonte: dados da pesquisa
*CT - Concentracdo de tensoativo; T- Tempo de homogeneizacdo; CT- Concentragdo de tensoativo; Q-

quadratico; L- Linear.

Os graficos de superficie resposta sdo responsaveis por fornecer uma
interpretacdo visual da relacdo entre respostas e niveis experimentais de cada variavel e
o tipo de interacdo entre duas variaveis de teste. Sendo assim, as formas de plotagem de
contornos, sejam eles circulares ou elipticas, indicando se as interacdes reciprocas entre
as variaveis sao significativas ou ndo (LACERDA, 2009; AHMAD, ALKHARFY,
WANI et al., 2015).

Ademais, os graficos de superficie de resposta corroboram com os resultados

apresentados pelo grafico de Pareto. Como demonstrado na Figura 11, pois ao se ter um
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aumento da concentracdo de Bemotrizinol, ndo se tem uma alteracdo significativa no
tamanho de particula. Em contrapartida, 0 aumento da concentracdo de tensoativo gera

particulas com tamanho menores.

Figura 11 — Superficie de resposta da interacdo entre a concentracéo de tensoativo (CT)

e concentracao do filtro (CF). Gréafico 3D e contorno.
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Fonte: dados da pesquisa.

Figura 12 — Superficie de resposta da interacdo entre tempo de homogeneizacao (T) e
concentracdo do tensoativo (CT). Grafico 3D e contorno
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Fonte: dados da pesquisa

Figura 13 — Superficie de resposta da interacdo entre tempo de homogeneizacdo (T) e
concentracdo do filtro (CF). Gréafico 3D e contorno
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Fonte: dados da pesquisa

Na Figura 12, percebe-se que a interacdo entre as variaveis independentes de CT

e T sdo significativas na resposta. Ja que a regido em que se tem um menor tamanho de
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particula é aquela que se tem uma maior concentracdo de tensoativo e um maior tempo
de agitacdo, obtendo particulas com tamanhos requeridos.

A concentracdo de filtro ndo havia demonstrado uma interacdo significativa
frente a variavel dependente. No entanto, a associacdo entre as variaveis CF e T €
significativa (p<0,05). Sendo assim, a concentrac¢do do filtro exerce uma influéncia sob
0 tempo de agitagédo, pois ao se ter uma maior concentragdo do filtro mesmo tendo um
maior tempo de agitacdo, se tem um tamanho de particula maior. Desta forma, o nivel
médio da variavel T demonstrou-se 0 mais satisfatorio, obtendo-se particulas menores.

Na Figura 14, podemos observar uma relagdo entre os valores preditos e 0s
valores observados, que tem como finalidade visualizar a adequacdo do modelo
estudado. A linha vermelha se caracteriza por ser a representacdo do modelo
matematico, e 0s pontos azuis sdo os valores obtidos em resposta ao planejamento.

Desta forma, quanto mais proximo da reta, mais aceitavel estard o0 modelo experimental.

Figura 14 — Valores preditos x valores observados.
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Fonte: dados da pesquisa

Os resultados apresentados demonstraram que praticamente todos 0s
experimentos estavam préximos da linha continua, com excecdo de quatro respostas
dentre as 16 analisadas. Expressando que o modelo foi satisfatorio.

A Tabela 5 apresenta os dados obtidos na andlise de variancia (ANOVA),

gerados a partir da andlise de trés variaveis na resposta, considerando a soma dos



55

quadrados dos desvios, a media quadratica dos desvios, os graus de liberdades dos
fatores (linear ou quadratico), os valores de F e os valores de p, além do erro puro e a
falta de ajuste.

Por conseguinte, percebe-se que os fatores que se revelaram estatisticamente
significativos foram a concentracdo de lipidio e o tempo de agitagdo (valor de p <0,05).
A outra varidvel, isto é, a concentracdo do filtro ndo demonstrou interacao
estatisticamente significativa (p > 0,05). No entanto no grafico de superficie de resposta
(Figura 13), percebeu-se que a interacdo entre a CF e o tempo de agitacdo apresenta
interacdo na resposta estatisticamente significativa quando associados.

Outro fator a ser analisado é a falta de ajustes, estando diretamente relacionado a
adequacao do modelo ao comportamento do experimento, ndo devendo ser significativo
(CARDOSO, 2015). Verificando que o método ndo apresenta falta de ajuste (p >0,05).

Tabela 5 — Andlise de variancia (ANOVA) do modelo quadratico para a resposta

tamanho.
FATOR SQ GL MQ F P
CF (L) 3536,6 1 3536,4 3,21666 0,1701788
CF (Q) 8817,2 1 8817,21 8,02000 0,066083
CT (L) 90546,4 1 90546,4 82,35958 0,002826
CT (Q) 13421,2 1 13421,22 12,20773 0,039653
T(L) 9186,9 1 9186,9 8,35626 0,062976
T(Q) 16371,2 1 16371,2 14,89099 0,030756
Falta de 29245,8 6 4874,31 4,43359 0,124607
Ajuste
Erro Puro 3298,2 3 1099,4
Total 174423,4 15

Fonte: dados da pesquisa.

*CF(L) — Concentracédo do filtro; CF(Q) — Concentragdo do filtro; CT(L) — Concentracdo de tensoativo;
CT(Q) — Concentragdo de tensoativo; T(L) — Tempo de homogeneizacdo; T(Q) — Tempo de
homogeneizacdo; SQ- Soma dos quadrados dos desvios; GL — Grau de liberdade dos fatores; MQ —

Média quadratica dos desvios.
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Tendo em vista, que o tamanho de particula € um fator limitante para o
desenvolvimento das CLN, o desenho fatorial proporcionou a determinacdo dos
parametros ideais para uma formulacdo adequada. Sendo os sistemas 4 e 12, os que
apresentaram menor tamanho de particula em relacdo aos demais, 149 e 149,9 nm,
respectivamente. Mas, ao se analisar o indice de polidispersdo, o sistema 12 apresentou
um tamanho de particula mais homogéneo, sendo assim, o sistema selecionado.

A partir dos parametros analisados, fixou-se as concentraces e 0s parametros
fisico quimicos para o desenvolvimento dos CLN. Sendo, a concentracdo de fase
lipidica 5%, proporgdo de lipidios 80:20, tempo de agitagcdo dois ciclos de 7,0 min cada,
com poténcia a 40%, concentracéo de filtro de 0,4% e 4% de polissorbato 80.

5.2 Estabilidade frente a centrifugacéo

O teste de centrifugacdo visa analisar, em um curto espaco de tempo, as
variacdes fisicas ou quimicas que podem atingir o sistema. Gerando um estresse na
amostra, através do aumento da forca de gravidade e, consequentemente da mobilidade
das particulas, permitindo antecipar os sinais de instabilidade, como precipitacao,
separacdo de fases, coalescéncia ou cremeacdo, sendo esses fatores um indicativo de
reformulacdo (ANVISA, 2004; LARENTES, 2009).

As amostras desenvolvidas foram analisadas no primeiro e no sétimo dia,
demonstrando-se homogéneos e estaveis. No entanto, ao serem analisados no décimo
quinto dia verificou-se o fendmeno de separacdo de fases em ambos os sistemas,
demonstrando instabilidade apo6s quinze dias.

Tendo como finalidade solucionar este inconveniente, foi calculado o EHL
(equilibrio hidrofilico-lipofilico) da formulagdo, havendo a necessidade de ser adicionar
outro tensoativo ao nanocarreadores. Optou-se pelo Span® 80 (Monooleato de
sorbitano), por ser um surfactante ndo iénico assim como, o polissorbato 80, além de ser
barato e molecularmente heterogéneo é amplamente aplicado em cosméticos. Diante do
exposto, para as formulagdes manteve-se a concentracao total de tensoativos em 4 %, na
proporcao de 80:20 de polissorbato 80 e Span® 80, respectivamente.

Esses sistemas reformulados foram submetidos a centrifugacao nos dias 1, 7, 15,
30 e 60 ap6s o preparo, permanecendo com aspecto homogéneo e, portanto, estaveis
durante esse periodo. Desta forma, a adicdo do Span® 80 foi de grande relevancia para

manter a estabilidade fisico-quimica do sistema por um maior periodo de tempo.
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5.3 Caracterizagao

5.3.1 Anélise do tamanho das particulas, indice de polidispersédo (IPD) e potencial

zeta

A incorporacdo de ativos que apresentem uma solubilidade limitada depende das
caracteristicas da matriz sélida, assim como dos surfactantes incorporados. Dessa
maneira, tanto a escolha dos lipideos e surfactantes, assim como o tipo e a concentracdo
influenciam diretamente no tamanho de particula, na estabilidade da molécula e no
perfil de liberacdo desta (MAZUR, 2017).

A partir do planejamento experimental, foi possivel escolher a formulagéo
CLN12 para a incorporacdo do filtro solar e avaliagdo da estabilidade fisico-quimica
durante o armazenamento, analisando-se o tamanho medio das particulas, IPD e
potencial zeta. Os resultados estdo expostos na Figura 15.

No CLN branco (CLNB) percebe-se que o tamanho de particula analisado 24
horas ap6s o periodo de seu desenvolvimento foi de 117,2 + 0,2 nm, e ap6s 30 dias
122,4 + 0,3 nm, ja durante os dias 7 e 15 ndo houveram mudancas estatisticamente
significativas, indicando que ndo houve sinal de agregacdo. O mesmo pode ser
percebido nos CLN contendo o bemotrizinol (CLNF), onde ap6s 24 h o tamanho foi de
117,2 + 0,2 nm e, apds 30 dias 117,2 £ 0,4 nm.

Os tamanhos obtidos nas formulacGes expostas (CLNB e CLNF) sdo resultantes
principalmente da escolha da matriz lipidica, pois a mesma exerce ampla influéncia
sobre o tamanho das particulas. Desta forma, em seu estudo, Marques (2017)
desenvolveu nanoparticulas lipidicas contendo apenas a cera de carnalba, observando
gue nessas amostras os tamanhos de particulas eram maiores, e que havia uma relacédo
de proporcionalidade, pois a medida em que se tinha uma maior concentragéo de cera
obtinha-se particulas com didmetros superiores. Ao passo que ao adicionar o lipidio
liquido (Compratol), p6de-se obter tamanhos de particulas menores e menor IPD, tendo
uma formulacdo mais homogénea. Essa diferenca do didmetro devido a adicdo do
lipidio liquido € justificada pelo fato do mesmo ser capaz de reduzir a viscosidade
resultando, portanto, em uma menor resisténcia a quebra das particulas durante o

processo de agitacdo e sonicacdo (MOURA, 2017).
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Figura 15 — Tamanho médio, indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta das

particulas e desvio padréo (n=3).
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Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Conceicdo (2014), os carreadores lipidicos nanoestruturados devem
conter um tamanho de particula inferior ao comprimento de onda da radiacao visivel, ou

seja, deve apresentar didametro abaixo de 400 nm. Caso tal especificacdo ndo seja
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cumprida, existe a possibilidade de ocorrer durante a aplicacdo do produto, a formacéo
de uma pelicula branca, reduzindo assim a adeséo popular.

Além disso, os filtros solares organicos quando incorporados na matriz lipidica,
reduzem a penetracao da pele, além de dispersar a radiacdo que atinge a pele, exercendo
o efeito sinérgico (TEIXEIRA, 2012). Esses sistemas séo responsaveis por formarem
um filme oclusivo dificultando a perda de agua, melhorando a hidratacdo da pele. Esse
fator de ocluséo é devido ao seu tamanho de particula, onde quanto menor o didmetro
médio, maior o efeito oclusivo. As moléculas do filtro sdo fixadas nos filmes,
permanecendo mais tempo na superficie da pele, sem apresentar permeacdo, assim
como tem-se uma reducédo da concentracdo do filtro solar, mantendo o fator de protegéo
solar (FREITAS, 2015; CONCEICAO, 2014).

O indice de polidispersdo (IPD) trata-se de um parametro que determina o grau
de homogeneidade nos tamanhos das particulas. Estando relacionado com a largura da
curva de distribuicdo de tamanhos, variando entre 0 e 1. Ao se ter populacdes
perfeitamente homogéneas tem-se um IPD igual a 0, sendo que sistemas que apresem
IPD < 0,2 séo sistemas pouco polidispersos, com uma distribuicdo de tamanho estreita,
sendo, portanto, formulagdes homogéneas. Além disso, ao se ter uma alta
polidispersidade consequentemente, tem-se uma baixa estabilidade dos sistemas
coloidais, ja que as particulas tendem a sofrer aumento do tamanho em relacdo ao
tempo, advindo da dissolugdo de particulas menores e da deposicdo do material
dissolvido na superficie das maiores, causando um aumento no geral (GALVAOQ, 2015;
LIMA, 2018).

Desta forma, ao analisar a Figura 15, percebe-se que ao fim do estudo o IPD
encontrava-se em 0,16 + 0,003 e 0,13 +0,002 para o0 CLNB e CLNF, respectivamente.
Verificando que ndo houve variacdo significativa durante o0 armazenamento,
demonstrando a estabilidade do sistema.

O potencial zeta (PZ) analisa a estabilidade dos sistemas, quando as particulas se
encontram em suspensdo. Quando os valores sdo muito elevados, sejam eles positivos
ou negativos, as particulas tenderdo a se repelir mutualmente, o que ndo gera o
fendmeno de agregacdo. Em contrapartida, se as particulas apresentarem valores de PZ
muito baixos, as forcas repulsivas ndo serdo fortes o suficiente para evitar a agregacao,
havendo uma sobreposicao das forcas atrativas. Portanto é necessario que o PZ seja >30
mV ou < - 30 mV, para que entdo se tenha uma estabilizacdo eletrostatica do sistema.

Além disso, um potencial zeta negativo demonstra que o tensoativo, através de sua
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porcdo polar carregada negativamente, estabiliza o lipideo através da adsorcdo na
superficie (MOURA, 2017).

No entanto Lima (2018) e Mitri; Shegokar, Gohla et al. (2011), relataram que
particulas com potencial zeta com valores em cerca de 20 mV, sdo consideradas estaveis
por um curto periodo de tempo. No entanto, quando as particulas séo estabilizadas por
um fator estérico, como o recobrimento por tensoativos, tais valores de potencial zeta
sdo considerados estaveis a longo prazo. Visto que, a camada provocada pelo tensoativo
reduz o contato entre as particulas durante as colisdes, evitando a agregacao.

Diante do exposto, ao analisarmos a Figura 15, percebe-se que ao longo dos 30
dias de armazenamento, houve uma queda do valor da carga, estabilizando-se em -19,2
0,17 mV para 0 CLNB e -19,3 + 0,42 mV para CLNF, observando-se que ndo ha
diferenca significativa do valor de potencial zeta entre os sistemas com e sem o filtro.
Resultados semelhantes foram encontrados por Prado (2016), ao desenvolver CLN para
incorporacdo de filtro solar p- metoxicinamato de octila, utilizando como lipidio liquido
o triglicérides de acido caprico e caprilico e Tween 80, obtendo-se valores proximos a -
20 mV. Onde, nos estudos de pré-formulacdo & medida que se aumentou a concentracdo
do Tween 80, obteve-se menores valores de potencial zeta.

As formulagbes contendo o filtro solar ap6s o setimo dia, ndo apresentaram
diferencas significativas nos valores de potencial zeta, se estabilizando, demonstrando
gue esses sistemas sdo capazes de manter-se estavel durante esses 30 dias. Além disso,
percebe-se que tanto para 0 CLNB quanto para o CLNF os valores de potencial zeta
foram praticamente os mesmos, indicando que a carga sofreu influencia apenas dos

constituintes do carreador e ndo do filtro solar.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Ao fim deste trabalho, pode-se afirmar que todos os objetivos foram alcancados
e que os resultados obtidos foram satisfatdrios. J& que primeiramente na realizacdo do
estudo preliminar houve a possibilidade de se obter uma concentracéo e razdo de lipidio
solido:liquido ideal, sendo respectivamente de 5 % e 20:80, considerando o menor
tamanho de particula observado. Assim como, solucionar 0s inconvenientes
ocasionados durante o estudo de estabilidade, havendo a necessidade de se adicionar o
Span®80.

Desta forma, o desenvolvimento dos carreadores lipidicos nanoestruturados
utilizando cera de carnauba como lipidio sélido, o triglicérides do &cido céprico e
caprilico como lipidio liquido e, a incorporacdo do filtro solar bemotrizinol tornou-se
possivel. Assim como, a incorporacdo do bemotrizinol através de um planejamento
experimental Box-Behnken do tipo 32 permitiu a escolha de apenas um sistema, sendo
este o sistema 12, levando em consideracdo as variaveis independentes como a
concentracdo do filtro solar de 0,4 %, a concentracdo do tensoativo de 4 % e o tempo de
homogeneizacdo de 7 minutos, obtendo-se um tamanho de particula de 149,90 nm. Fato
que contribui positivamente para o desenvolvimento de formulagdes, com reducdo de
custos e otimizagdo no tempo do processo.

No estudo de estabilidade o sistema foi avaliado por um periodo de 30 dias, onde
ndo se obteve diferencas significativas no tamanho de particula durante a andlise, tanto
para o sistema branco quanto para o sistema contendo o filtro, 122,4 + 0,3 nme 117,2 +
0,4 nm, respectivamente. Ja o IPD encontrou-se valor de 0,16 £ 0,003 para o CLNB e
0,13 £ 0,002 para o CLNF, ndo havendo diferenca significativa durante o periodo de 30
dias, fato que também foi observado nos valores de potencial zeta que estabilizou-se em
-19,2 + 0,17 mV para o sistema branco e, -19,3 + 0,42 mV para o sistema contendo 0
filtro até o final das analises. Indicando assim, que as formulagbes apresentaram-se
estdvel e homogénea durante o periodo de armazenamento, ndo havendo nenhum
indicativo de instabilidade, como coalescéncia, separacdo de fases ou agregacdo das
particulas.

Outros estudos de caracterizacdo estdo sendo realizados pelo grupo de pesquisa,

bem como avaliacdo da eficacia fotoprotetora dos CLN.
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