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RESUMO

Com os avancgos da tecnologia e da preocupacdo com as caracteristicas da pele, a
sociedade busca novos procedimentos que levem ao rejuvenescimento cutaneo.
Historicamente, o uso da formulacdo de peeling quimico, descrita por Baker e Gordon
e aperfeicoada por Hetter, contém em sua composicao fenol, 6leo das sementes da
espécie vegetal Croton tiglium L., Septisol® e agua. Esta formulacdo é eficaz e gera
resultados excelentes quando comparada com outras formulas utilizadas na clinica
dermatoldgica, no entanto, pode causar efeitos adversos graves decorrente da
presenca do fenol em formulacéo, além de possuir caracteristica extemporanea pela
baixa estabilidade fisica. Assim, o objetivo foi desenvolver formulagbes contendo
cristais liquidos (CL) como veiculo para o 6leo de Croton (OC) por ser um sistema
carreador para a liberagdo controlada do OC em formulag&o de peeling quimico. As
26 formulacdes desenvolvidas foram obtidas através de um diagrama ternario parcial
de fases, contendo OC como ativo e fase oleosa, agua ultrapura como solvente e fase
aguosa e Brij®58 (éter cetilico de polioxietileno) como tensoativo, mantendo a
proposta de componentes base da formulac&o original, excluindo-se o fenol. Apés o
preparo das formulacdes (com variagbes dos componentes: OC 10 — 80%, p/p;
Brij®58 10 — 40%, p/p; agua ultrapura 10 — 80%, p/p), foram feitas avaliacdes de
formacdao de fase liquido- cristalina por microscopia de luz polarizada e caracterizacéo
macroscopica, sendo selecionadas as formulagbes que apresentaram fase liquido-
cristalina do tipo lamelar (4 formulacdes). Com as formulacdes selecionadas foram
realizadas andlises macroscopicas e fisico-quimicas como pH, tamanho de particula,
indice de polidisperséo, potencial zeta e reologia. Apoés tais avaliacdes, a formulacao
8 com composicao quimica de 10% de OC, 80% de agua e 10 % de tensoativo,
apresentou perfil adequado em comparacdo com as demais com pH 6,71, potencial
zeta -23,85 mV, tamanho de particula 427,25 nm e indice de polidisperséo de 0,161.
Entretanto, devido a alteracGes na estabilidade da formulacéo, foi adicionado o agente
espessante hidrofilico hidroxietilcelulose (HEC) na fase aquosa associado a alteracéo
no tempo de mistura (aumento de 3 minutos), com posterior repeticdo dos testes
analiticos. Apés a inser¢cédo do HEC na formulacéo, houve uma melhora nos resultados
obtendo um pH médio=5,18, potencial zeta= -41,53 mV, tamanho de particula= 503,58
nm, sendo visualizada também melhora nas caracteristicas macroscépicas, e
manutencdo do comportamento reoldgico apos 28 dias. Além disso, alta eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) do OC foi quantificada (1,218.13 = 77,56), e citotoxicidade da
formulacdo aumentada pela presenca do tensoativo Brij58 foi observada. Portanto, a
formulacdo desenvolvida apresenta caracteristicas fisico-quimicas adequadas para
veiculacdo do OC para aplicacéo topica em peeling quimico.

Palavras-chave: Peeling profundo, fenol, Croton tiglium, sistemas de liberacdo de
farmacos, fase lamelar, estrutura liquido-cristalina, pele.



ABSTRACT

With technological advances and concerns about the characteristics of the skin,
society has been looking for new procedures that lead to skin rejuvenation. Historically,
the use of the chemical peeling formulation described by Baker and Gordon and
improved by Hetter, contains phenol, Croton tiglium oil extracted from this plant’s
seeds, Septisol® and water in its composition. This formulation is effective and offers
better results when compared to others peelings used in the dermatological clinic with
the same purpose. However, it can cause serious side effects due to the presence of
phenol in the composition, in addition to having an extemporaneous characteristic
because of its low physical stability. Thus, the aim of this study was to develop liquid
crystals (LC) containing croton oil, as a carrier system and controlled release of the
active compound in the chemical peeling formulation. The 26 proposed formulations
were obtained through a pseudoternary phase diagram, containing croton oil (OC) as
active/oil phase, ultrapure water as solvent/aqueous phase and Brij 58®
(polyoxyethylene 20 cetyl ether) as the surfactant, maintaining the base components
proposed in the original formulation, except phenol. After the preparation of the 26
formulations (varying the components: OC 10-80%, Brij 58® 10-40%, ultrapure water
10-80%), an evaluation of the liquid-crystalline phase formation was carried out by
polarized light microscopy and macroscopic characterization, and the formulations that
presented a lamellar liquid-crystalline phase were selected (4 formulations).
Subsequently, the macroscopic and rheological characteristics, pH, particle size,
polydispersion index and zeta potential were analyzed. Among the evaluations,
formulation 8 was highlighted, with promising results when compared to the others (pH
6.71, zeta potential -23.85mV, particle size 427.25 nm). However, a modification in the
formulations was proposed because of changes in stability, adding a thickening agent
(hydroxyethylcellulose - HEC) in the aqueous phase and change in mixing time (an
increase of 3 minutes), repeating the analytical tests. After insertion of HEC in the
formulation, there was an improvement in the results obtaining an average pH=5.18,
zeta potential= -41.53 mV, particle size= 503.58 nm, also being visualized
improvement in the macroscopic characteristics, and maintenance of the behavior
rheological after 28 days. Furthermore, high encapsulation efficiency (EE%) of the OC
was quantified (1,218.13 = 77.56), and cytotoxicity of the formulation increased by the
presence of the surfactant Brij58 was observed. In general, evaluating the results
obtained, the formulation with HEC had a more stable and expected behavior in the
aspects evaluated for a topical application formulation.

Keywords: Deep peeling, phenol, Croton tiglium, drug delivery systems, lamellar
phase, liquid-crystalline structure, skin.
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1 INTRODUCAO

Devido a preocupacao crescente da populacdo com as caracteristicas da pele
para manté-la com aparéncia jovial e bonita, aumentou-se a procura e a inovagao de
produtos e procedimentos estéticos para alcancar tais objetivos. Dentre as
intervencdes, historicamente, conhecidas e utilizadas na clinica dermatolégica, estdo
os procedimentos de peeling, que do inglés provém do verbo “to peel”, que significa
descamar. Os procedimentos de peeling sdo descritos como procedimentos estéticos
gue promovem a renovacao celular por meio da descamacéo (YOKOMIZO et al.,
2013).

Sao realizados em clinica dermatoldgica, os procedimentos de peeling do tipo
fisico, os quais utilizam agentes indutores de descamacéao (através de lixas e cremes
abrasivos, até aparelhos de microdermabrasdao), e do tipo quimicos (também
conhecidos como resurfacing quimico), os quais consistem na aplicacdo de um ou
mais agentes causticos na pele, produzindo uma destruicdo controlada da epiderme
para, posteriormente, ocorrer sua reepitelizacdo. Estes procedimentos, sédo populares
por atuar amenizando agressfes advindas de fatores extrinsecos e intrinsecos e
também por atuarem em cicatrizes remanescentes (FERNANDES et al., 2018).

Um procedimento de peeling quimico bastante utilizado nas clinicas
dermatolégicas € o proposto por Baker e Gordon em 1960. Para realizacdo deste
procedimento é preparada uma formulacdo contendo fenol 88% (p/v), 6leo de croton,
sabdo liquido (Septisol®) e dgua desmineralizada. Os efeitos apds aplicacdo sdo
evidentes, tendo resultados inatingiveis quando comparado com o uso de outras
formulacbes utilizadas na execucao de procedimento de peeling quimico profundo.
Com a evolugédo dos conhecimentos na clinica dermatologica, Hetter no ano de 2000,
prop6s formulagbes derivadas desta, para serem utilizadas em diferentes partes da
face com variacdo de quantidades de fenol e 6leo de croton, priorizando o tratamento
ideal por meio de aplicacdo mais segura para os pacientes (BEDIN et al., 2005;
KADUNC; VANTI, 2009).

Nestas formulacdes é utilizado o sabao liquido Septsol®, que possui o triclosan
como componente antibacteriano, entretanto, em 2019, o FDA (Food and Drug
Administration) atualizou as normas sobre os usos de desinfetantes, e, por
consequéncia, excluiu da listagem vigente, o triclosan. Desta forma, o mercado

americano parou de comercializar o Septsol®, o que gerou dificuldade na replicacdo
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do resultado produzido pela formulacao original dentre os médicos dermatologistas, e
a necessidade de proposta de outros substitutos a esta formulagéo (JUSTO et al.,
2020).

Destaca-se ainda como componente desta formulacdo, o fenol, o qual &
conhecido na pratica médica, pelos efeitos adversos causados pelo seu uso. Um dos
agravantes principais sdo as alteracbes cardiacas e a hipertensdo arterial
desencadeada como resposta toxica em miocardio e vasos sanguineos; outro efeito
adverso grave esta relacionado aos danos renais pelo rim ser a principal via de
excrecdo desta substancia (70 — 80% do fenol absorvido), podendo lesionar este
orgao (BEDIN et al., 2005).

Por fim, destaca-se o 6leo de croton (OC) obtido da espécie vegetal Croton
tiglium L., que é uma matriz vegetal rica constituida por metabdlitos secundarios, e
nessa matriz estdo em evidéncia os diterpenos (tigliano da classe dos forbois), que
sdo capazes de promover um processo inflamatério quando aplicados sobre a pele
(JUSTO et al., 2020; VUNDA, 2011).

Acreditava-se, inicialmente, que o OC seria um auxiliar na formulacéo utilizada
para realizacéo de procedimentos de peeling profundo, por facilitar a permeacao e a
acdo do fenol. Entretanto, a informacdo foi refutada em estudos recentes, e,
atualmente, é reconhecido que o fenol atua como desestabilizador das camadas da
pele para favorecer a permeacéo e atividade dos compostos advindos dessa matriz
vegetal, nomeadamente o OC (HETTER, 2000; LEMES, 2021).

Considerando os dados apresentados acima, que destacam: a necessidade de
utilizacao de tensoativo adequado em substituicdo a formulacdo existente; o interesse
em retirar o fenol; e a importancia de carrear os componentes presentes no OC até
camadas mais profundas da pele. Tem-se investigado e procurado por ferramentas
de inovacédo em tecnologia farmacéutica que proteja os ativos da degradacéo, reduza
os efeitos colaterais, facilite a permeacao e mantenha ou incremente a atividade de
peeling da formulagéo contendo o OC. Com base nas informacgfes apresentadas, foi
proposto a utilizagdo de sistemas de liberagdo de farmacos — Drug Delivery System
(DDS), como os cristais liquidos (CL) (MULLER- GOYMANN, 2004).

Estes apresentam diversas caracteristicas fisico-quimicas especificas
relacionadas a composicao quimica e aspectos estruturais e, em funcéo disto, podem
ser classificados como cristais liquidos dos tipos lamelar, cubico e hexagonal
(ANDRADE, 2008; KIM et al., 2015; LIBSTER et al., 2007; SUTTON, 2021).
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Devido a alteracéo da formulacao original, e visando aumento de aceitabilidade
e facilidade do uso de uma formulacao farmacéutica contendo OC para a realizagéo
de procedimentos de peeling profundo em clinica dermatolégica, o presente trabalho
prop6s desenvolver cristais liquidos como carreadores efetivos dos ativos presentes
no 6leo para serem utilizadas nos procedimentos de peeling quimico (sem fenol), com
garantia dos efeitos inflamatoérios e da acao rejuvenescedora desempenhadas pela

formulagéo original.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos estruturais da pele e os mecanismos de envelhecimento

A pele é reconhecida como um dos maiores 6rgaos do corpo humano, sendo
responsavel por 16% do peso corporal. Com a finalidade de recobrir a superficie
externa do corpo, apresenta inimeras funcdes, dentre elas, prote¢cdo do organismo,
recepcao de estimulos e termorregulacdo. Histologicamente, € dividida em camadas,
sendo a parte externa denominada de epiderme, seguida pela derme e,
posteriormente, a hipoderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A pele em sua constituicio apresenta epitélio estratificado pavimentoso
gueratinizado, tendo células epiteliais achatadas sobrepostas umas as outras, em que
da camada mais externa para a mais interna dispdem-se em camadas cornea,
granulosa, espinhosa e basal ou germinativa (Figura 1). Apresenta também outras
células na epiderme como melandcitos, células de Langerhans e as de Merlkel
(BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019).

Figura 1 - Fotomicrografia de corte de pele de planta de pé humano, na qual podem ser observadas
as varias camadas da epiderme e a derme com as papilas dérmicas penetrando a epiderme.

Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013.

A derme é formada por tecido conjuntivo que apoia a epiderme, e une a
epiderme & hipoderme. E formada por duas camadas de limites pouco distintos, sendo
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a mais superficial, a camada papilar (composta pelas papilas dérmicas, fibrilas de
coldgeno e pequenos vasos) e a mais profunda, a reticular (composta por tecido
conjuntivo denso e fibras de elastina). Também podem ser encontrados foliculos
pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A Ultima camada € a hipoderme ou tela subcutanea, considerada um o6rgao
enddcrino, constituidas por adipocitos, com as fun¢des de armazenar reserva
energeética, proteger contra choques, formar uma manta térmica e modelar o corpo
(BERNARDO; SANTOS; SILVA, 2019).

Dentre os principais componentes estruturais que participam da composicéo da
pele, estd presente o colageno. E uma proteina fibrosa, composta por cadeias
peptidicas dos aminoéacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e
alanina, que é produzida a partir de precursor (pro-colageno) que é expresso a partir
dos fibroblastos da derme. Essas cadeias de aminoacidos séo organizadas de forma
paralela compondo as fibras de coladgeno, as quais atuam proporcionando resisténcia,
elasticidade e forca, com a principal funcdo de promover a integridade estrutural da
matriz extracelular. A sua importancia na pele esta ligada as caracteristicas da pele
jovial com menos linhas de expressao, rugas e auxilio de sustentacdo (DA SILVA;
PENNA, 2012; ZANARDO, 2019).

A pele é o0 6rgdo em gue o envelhecimento se torna mais visivel, manifestado
por alteracdes como atrofia, enrugamento, ptose e lassiddo. Essas caracteristicas sdo
resultado de alteracfes no tecido conjuntivo da derme, que € o alicerce estrutural da
epiderme, causando mudancas que alcancam o estrato cérneo com alteracdo do
aspecto externo. Ainda, no tecido cutaneo aparecem os reflexos de modificagdes no
aparelho colageno-elastico, apds alteracbes bioquimicas e biomecéanicas que se
instalam ao longo da vida (ORIA et al., 2003).

Ha diversas causas que influenciam o envelhecimento cutaneo, que sao reflexo
de dois mecanismos, nomeados de intrinseco e extrinseco. O mecanismo intrinseco,
também chamado de cronoldgico, é representado pelo curso normal do
envelhecimento para todos os tecidos, relacionado com alteragfes genéticas e da
idade, sendo esperado e inevitavel (FABI et al., 2017). JA 0 mecanismo extrinseco
esta diretamente ligado a fatores externos que atuam na degradacao de colageno e
elastina produzidos pelos fibroblastos na derme. Tal processo ocorre, principalmente,
pela exposicdo a radiacdo ultravioleta (fotoenvelhecimento), poluicdo, falta de

cuidados diarios, tabagismo, e outras condi¢cdes que levam ao desgaste da pele,
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resultando em fatores que se sobrepdem ao envelhecimento intrinseco da pele (FABI
etal., 2017; TESTON; NARDINO; PIVATO, 2010).

2.2 Procedimentos estéticos e peeling quimico

Em um contexto historico, esté instalado na sociedade padrdes ideais de beleza
gue séo seguidos e almejados, sendo o envelhecimento cutaneo um dos topicos mais
discutidos e que geram preocupacdo na populacdo em geral. O foco dos
procedimentos estéticos estd baseado em recuperar a pele facial deteriorada e,
reduzir os impactos futuros, realizando tanto prevencdes quanto tratamentos para
manter uma aparéncia rejuvenescida e saudavel (TESTON; NARDINO; PIVATO,
2010).

Essas aclGes tém impactos diretos em questdes sociais e de saude do
individuo, mudando a autoestima e desempenhando fator de aceitacdo. Entretanto,
durante e apOs os procedimentos estéticos realizados podem ocorrer complicacdes
(HARTMANN; RUZICKA; GAUGLITZ, 2015), visto que s&o utilizadas técnicas
variadas para atingir o rejuvenescimento, que podem ser através de mecanismos
qguimicos e fisicos (LAWRENCE et al., 2000).

Dentre os mecanismos quimicos, estdo os procedimentos conhecidos como
peelings. Estes, também sdo denominados como resurfacing quimico,
quimioesfoliacdo e quimiocirurgia, os quais tém grande reconhecimento por atuar em
pele danificada por fatores extrinsecos, intrinsecos e cicatrizes. O resultado ocorre
apos acdo de um ou mais agentes causticos, que geram a destruicdo controlada da
epiderme, com posterior reepitelializagdo (BEDIN et al., 2005).

Os procedimentos de peelings séo classificados de acordo com a profundidade
gue atingem. Os mais superficiais sdo 0s que removem o estrato cérneo (0,06 mm).
Seguidos pelos superficiais, que provocam esfoliacdo epidérmica da camada
granulosa até a basal (0,45 mm). Ja os medios, atingem a derme papilar (0,6 mm) e
os profundos alcancam a derme reticular média (0,8 mm), sendo que quanto maior a
profundidade, melhores os resultados alcangados (OREMOVIC; BOLANCA; SITUM,
2010).

Os critérios para definir a indicacdo de uso de cada procedimento de peeling é
relativo a idade do paciente, fototipo, area de tratamento, grau de fotoenvelhecimento,

objetivos e habilitagdo do aplicador, além de fatores particulares de cada paciente. E
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importante ressaltar que a absorcédo dos compostos utilizados varia de acordo com as
caracteristicas da pele, sexo, fototipo, grau de agressdo, integridade da barreira
epidérmica, limpeza da pele antes da aplicacdo, e outros procedimentos ja realizados.
Outra propriedade que deve ser analisada séo as caracteristicas do agente quimico
utilizado, como as fisico-quimicas, volume, concentracéo, tempo de exposicao, e, em
vista disso, definir o método correto de aplicacdo (YOKOMIZO et al., 2013).
Historicamente, um dos procedimentos de peeling mais estudados e utilizados
na dermatologia faz uso de formulacdes que contém fenol (Figura 2). Também
conhecido como acido carbolico, o fenol € um produto derivado do coaltar. Possui
caracteristica de cristais em forma de agulha, podendo ser incolor ou rosado
(escurecendo quando exposto ao ar ou luz), de odor caracteristico e lipossoltvel. Ao
aguecer torna-se liquido, liberando vapor inflamavel. Possui pontos de fusdo em 39
°C e de ebulicdo em 182 °C. Quando analisada sua acao na clinica dermatolégica, é
observado que produz coagulacdo das proteinas da pele, sendo assim caracterizado
como um agente quimico capaz de produzir rejuvenescimento facil e intenso,
penetrando até a camada reticular (BEDIN et al., 2005; YOKOMIZO et al., 2013).

Figura 2 - Estrutura molecular do fenol.

OH

Fonte: a autora.

Formulagdes contendo fenol séo indicadas para tratamento do envelhecimento,
clareamento da pele, rugas, hiperpigmentacdo, reducdo de cicatrizes, queratoses
solares e seborreicas, entre outros fins. Entretanto, mesmo com os efeitos positivos
observados no rejuvenescimento, é reconhecido que a realizacdo de procedimentos
de peeling com formula¢des contendo fenol sdo de dificil aplicacéo, devido ao risco
de causar complicacdes e toxicidade, que podem resultar em efeitos cardiacos,
hepatopatias e nefrotoxidade. Uma das formulacbes mais conhecidas na prética
dermatoldgica e que utiliza o fenol em sua composigéo é a férmula de Baker-Gordon
(BG), desenvolvida inicialmente em 1960 (Tabela 1). Nessa formulacdo base, €&

utilizado fenol a 88% (p/p), agua desmineralizada, 6leo da espécie vegetal C. tiglium
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e sabdo liquido (Septisol®), sendo que ao fim, o fenol é diluido e sua concentracéo se
encontra entre 45 — 55% (BEDIN et al., 2005; JUSTO et al., 2020).

Tabela 1 - Férmula original desenvolvida por Baker-Gordon (p/p).

Componentes Féormulade

BG (%, p/p)

Fenol (88%, p/p) 49,3

Agua destilada 46

Oleo de Croton 2,1
Septisol® 2,6

Fonte: BEDIN et al., 2005.

Apos grande difusédo do uso da formulagéo nos consultérios dermatolégicos, Hetter
aperfeicoou e definiu diferentes quantidades de fenol e OC para serem utilizados em
diferentes partes da face, variando a profundidade alcancada e o resultado final
(Tabela 2) (HETTER, 2000; KADUNC; VANTI, 2009).

Tabela 2 - Diferentes férmulas de Hetter com variadas concentra¢des dos componentes (p/p) como
Oleo de Croton (OC) e fenol, para aplicacdo em diferentes partes da face.
Formulas de Hetter

Componentes - - -
Very Heavy Heavy Medium Light Very Light
Fenol (88%) 35% 33% 33% 33% 275%
Oleo e §roton 1,6 % 1,1% 0,7 % 0,35 % 0,1%
Agua 55 % 60,9 % 61,3 % 65,65 % 61,9 %
Septisol® 5% 5% 5% 5% 0%
Indicacs Casos de R.::‘giélo Testae Regido Pélpebras e
haicacao rugas peitoral e bochechas periocular pescoco
profundas nariz
Grau Profundo Moderado Suave Muito Suave

Fonte: A autora.

2.3 Oleo de Croton tiglium L.

Em formulagbes contendo fenol, as quais sao utilizadas para realizacao do
procedimento de peeling quimico, pode ser encontrado como outro componente, 0
Oleo obtido da semente do Croton tiglium L. (espécie vegetal pertencente a familia

Euphorbiaceae). Os representantes desta familia ocorrem em regides tropicais e
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temperadas, tendo 280 géneros e 8.000 espécies em todo o mundo. O croton esta
presente no uso etnomedicinal com utilizagéo de suas sementes, folhas, cascas e raiz
(ABOULTHANA et al., 2019). Essa espécie possui diversas atividades farmacolégicas
associadas aos seus componentes que em funcéo da variacdo da dose atuam como
anti-inflamatorio e pré-inflamatério, ou antitumoral e pro-cancerigena, sendo reflexo
da diversidade quimica e riqueza de metabdlitos secundérios presentes (terpenoides,
alcaloides e flavonoides) (LI et al., 2016; LOPES et al., 2012).

Dentre os metabdlitos secundarios presentes em maior quantidade estdo os
terpenos, representados, principalmente, pelos diterpenos. Estes, sdo metabdlitos
quimicos encontrados em espécies desta familia com estrutura de um nudcleo com
vinte carbonos. Dentro da classificacéo, ainda podem ser denominados de esteres de
forbois (Figura 3), que pela literatura sdo definidos com ndcleos denominados de
casbano, latirano, ingenanos, jatrofanos e tiglianos. A este grupo é referenciada a
atividade pro-inflamatéria do OC em formulagédo (JUSTO et al., 2021; LOPES et al.,
2012).

Figura 3 - Estrutura dos nucleos de ésteres de forbois.
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Fonte: a autora.

OC é considerado uma resina, e apresenta bioatividade por ter grupos
hidroxilas livres. De acordo com suas caracteristicas quimicas, € insolivel em agua e
altamente soltvel em alcool e benzeno (sendo o fenol, da formulacéo original de BG,
um monoidroxibenzeno) (Figura 4). Acreditava-se que quando utilizado em
formulacdo, atuava aumentando a vascularizagao local, e assim promovendo maior
penetragdo cutdnea do fenol, elevando a capacidade do mesmo em coagular a
gueratina da pele (BEDIN et al., 2005).

Entretanto, essa informagéo foi refutada por Hetter (2000), que definiu o fenol
com acédo de desestabilizar as camadas da pele, facilitando a penetracao e acao dos

forbois presentes no OC, sendo assim, o fenol um agente secundario da formulagéo,
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e o0 OC o ativo que promove uma quimioesfoliacdo mais eficaz (HETTER, 2000;
LEMES, 2021).

Figura 4 - Exemplares de ésteres de forbois encontrados no 6leo de croton (OC).

Composto RY R2 Composto R1 A2

2 Acetil Isobutind 4 Tigh {2-metil) butiril
3 Acetilbenzeno [2-mmetil) butiril 9 Acetil {2-metil) butiril
6 Tigh Propionil

7 Tigh Isobutied

8 Tige (2-metil) butiril

Fonte: a autora.

2.4 Emulsdes

Emulsbes séo formas farmacéuticas reconhecidas como sistemas coloidais,
consistindo da mistura, dispersdo ou suspensdo de dois ou mais liquidos imisciveis,
com elementos principais geralmente agua e 6leo em uma fase dispersa e a outra
fase continua. Sao preparacfes instaveis devido a elevada tensdo superficial
existente entre as duas fases. Esta questdo, pode ser regulada com o tamanho das
goticulas dispersas, sendo que quanto menor o tamanho delas e maior a densidade e
a viscosidade da fase continua, maior sera a estabilidade (SANTOS, 2016).

Um dos caminhos utilizados para controlar a emulsificagéo e obter estabilidade
nas emulsbes é a insercdo de um sistema de tensoativos, que sdo componentes
localizados na interface 6leo-agua. Esse sistema apresenta capacidade de reducao
da tensdo entre as fases, com papel importante na modulacdo da morfologia das
emulsbes, tamanho de particula e a distribuicdo dos componentes na emulséo,
afetando entdo diretamente na estabilidade (RAVERA et al.,2021).

O processo de obtencdo ocorre principalmente por EPI (Emulsion Phase

Inversion), representada pelo aquecimento dos componentes, tendo uma fase vertida
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sobre a outra, com posterior agitacao, garantindo que os liquidos imisciveis formem
um sistema estavel (ANDRADE, 2008).

E descrito na literatura sobre a instabilidade dessas formulagdes, em que as
propriedades fisico-quimicas dos componentes influenciam no processo de obtencéao,
na emulséo obtida e na estabilidade do sistema. Relacionado a instabilidade, ela pode
ocorrer por (Figura 5):

-Cremeacao ou sedimentacdo: causada pela gravidade, as particulas tendem
a se separar da fase externa da emulsédo, emergindo (cremeacédo) ou sedimentando,
dependendo da diferenca de densidade entre as fases e densidade dos componentes.

-Floculacdo: causada pelas forcas de Van de Waals, ocorre agregacéo
reversivel das goticulas, mantendo o filme interfacial, sem coalescer;

-Coalescéncia: causada pela ruptura do filme entre as goticulas, processo no
qgual duas ou mais goticulas da fase dispersa se aproximam e se fundem formando
uma goticula maior. Este processo é irreversivel e leva a separacdo de fases da
emulséo (TOPAN, 2012).

Figura 5 - Representacao dos fendmenos de instabilidade fisica de emulsdes, sendo: (A) cremeacéo;
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Fonte: A autora.

Alguns parametros podem ser verificados em analises fisico-quimicas para
conferir maior estabilidade para as emulsdes, dentre os principais destacados,
encontram-se:

- Potencial Zeta: andlise de cargas superficiais presentes em uma formulacgéo,

tendo como valores ideais superior a +30 mV, ou inferior a -30 mV. Com a obtencéo
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desses valores, ocorre predominio de repulsdo entre as goticulas, superando as
forcas de Van der Waals, desestabilizando o sistema (GUIMARAES, 2013).

-Tamanho de Particula: analise do tamanho das particulas presentes em
nandmetros (nm). Partindo deste conhecimento, ha uma grande variedade de
tamanhos que podem ser utilizadas para estabilizar emulsdes, sendo possivel
caracterizar a emulsdo como macro, micro ou nano, tendo cada uma delas
caracteristicas que de acordo com o tamanho da particula favorecem ou nédo a
estabilidade da formulacdo (PEREIRA, 2013).

-indice de polidisperséo (IPD): representa a homogeneidade de um sistema,
sendo adimensional. Em escala, coloca valores acima de 0,7 como sistemas
polidispersos, e inferiores como monodispersos. Em formulagéo, o ideal € um sistema
monodisperso, sendo menos provavel de formar aglomerados e reduzir a estabilidade
do sistema, sendo que quanto maior a variagdo do tamanho de particulas maior sera
a polidispersdo (PEREIRA, 2013).

-pH: variacbes de pH em formulacdes estdo diretamente ligadas a instabilidade,
seja pela interacdo entre os componentes, alteracdes quimicas, ou contaminacées. E
descrito que com a alteracdo do pH, os demais parametros sao alterados, tendo
assim, a necessidade de um pH estavel e dentro da faixa aceitavel conforme o local
de aplicacdo de uma formulacdo (ASHARA et al., 2014; BEDIN et al., 2005).

2.5 Explorando novas formulacdes

2.5.1 Cristal liquido — alternativa tecnoldgica

Visto que emulsdes representam uma formulagédo com a presenca de dois ou
mais liquidos imisciveis, podendo ser heterogéneas e termodinamicamente instaveis,
h&d a necessidade de utilizar técnicas que aumentem a estabilidade (ANDRADE,
2008).

Dentre as diversas metodologias empregadas para aumentar a estabilidade de
uma formulacdo, sdo destacados os cristais liquidos, que séo identificados como
particulas liquido-cristalinas a base de lipideos polares, obtidos com a insercdo de
energia que utilizam métodos de fragmentacdo (como homogeneizacao, ultrassom,
microfluidizagdo) em um sistema com dois liquidos imisciveis. Sdo apresentados
como terceira fase da emulséo, ndo sendo definidos como fase interna ou externa,

entretanto, destacados com uma estrutura interna ordenada. Por possuirem
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nanoestruturas, apresentam diversas aplicacdbes em formulacbes cosmeéticas e
farmacéuticas, dentre elas capacidade de encapsular principios ativos hidrofilicos e
hidrofébicos, e desta forma, permitir a liberagcado controlada dos mesmos (ANDRADE,
2008; LOWE; ABBOTT, 2011;0OLIVEIRA et al., 2017; PRADO, 2013; ZENG, 2012).

Também através da sua capacidade adesiva promove a permeacgao cutanea,
além de aumentar a estabilidade de sistemas por reduzir a coalescéncia e alterar a
viscosidade das emulsdes, sendo assim, responsaveis por estabilizar a disperséo.
Logo, além de atuarem auxiliando na organizacdo dos componentes, séo tidos como
um complexo de transporte e liberac&o de ativos na superficie cutanea (OLIVEIRA et
al., 2017; PRADO, 2013).

As formulagdes contendo cristais liquidos séo sistemas dispersos de diferentes
proporcdes de Oleo, tensoativo e fase aquosa. Sdo obtidas através do diagrama
ternario de fases com avaliacdo dos fatores que podem influenciar na formacao dos
mesmos. O diagrama ternario € um triangulo, no qual cada vértice representa um dos
componentes da formulacao, tendo a verificacdo das diversas fases, comportamento
e mudanca na proporcao utilizada dos componentes (PRADO, 2013; POPOVIC-
MILENKOVIC et al., 2014).

Os sistemas liquido-cristalinos (SLC) apresentam propriedades mecanicas
semelhantes aos liquidos, como a fluidez, e propriedades O6pticas, elétricas e
magnéticas semelhantes aos sélidos, o que caracteriza a estrutura, a orientacdo ou a
posicdo. Sao determinados como um estado intermediario entre sélidos e liquidos,
também chamados de mesofases, que sao formadas espontaneamente na interface
do 6leo e da agua (BECHTOLD, 2005; RAPALLI et al., 2020).

Sédo divididos em duas classes, os termotropicos, que sdo formados por
moléculas que apresentam anisotropia de forma e que ndo se agregam. Para esses,
a temperatura € o parametro fundamental na obtencéo e organizacao das estruturas,
por acarretar em transformacdes das fases. Ja os liotropicos sdo formados por
moléculas anfifilicas, que apds a adicdo de um solvente, tem dissolucéo das moléculas
e formacdo de aglomerados moleculares, formando estruturas. Esses solventes
podem ser tensoativo em agua, sob o efeito de uma dada temperatura e concentracéo
(PRADO, 2013; KIM et al., 2015). A medida que a concentracdo do tensoativo altera,
pode-se obter diferentes formas de SLC (Figura 6), como lamelar, hexagonal ou
cubica, sendo a fase lamelar bastante utilizada na area cosmética por ser semelhante

a barreira lipidica cutanea, facilitando a permeacéao de ativos na pele. Dentre os tipos
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de cristais que podem ser obtidos, todos apresentam efetividade como carreadores
de ativos quando em formulagBes de uso tépico. As formas lamelar e hexagonal
podem ser caracterizadas com o uso da microscopia 6tica de luz polarizada, visto que
0 SLC é capaz de desviar o plano de luz polarizada devido a birrefringéncia, sendo
consideradas anisotrépicas (FILHO; CRISTINA; SANTOS, 2018; PRESTES, 2006).

Figura 6 - Representacédo das diferentes fases de cristais liquidos obtidos — lamelar (A), hexagonal

C
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Fonte: ANDRADE, 2008.

Quando em foco, a visualizacdo da fase liquido-cristalina apresenta estrutura
molecular que forma o CL e determina a capacidade de resposta elétrica da estrutura
(birrefringéncia). Essa resposta é distribuida por toda a estrutura e afeta a imagem
polarizada. Se a estrutura for definida como anisotrépica, a capacidade de resposta
elétrica é causada pela orientacdo dos monémeros alongados (tensoativos) de forma
organizada na fase. Os mondémeros alongados criam um momento dipolar a partir das
ondas elétricas, vibrando paralelas e perpendiculares ao plano da molécula. A onda
vibrando paralelamente ao mondémero alongado é muito maior que a onda
perpendicular, o que faz com que o CL seja birrefringente (BELLARE, DAVIS, MILLER,
1990; SUTTON, 2021).

Para os CL do tipo lamelar, foi definido que a imagem utilizada para sua
classificacdo é criada com base na responsividade elétrica das moléculas do
tensoativo. Os tensoativos que compdem a estrutura lamelar se organizam como um
disco homogéneo. Quando o disco € perpendicular tanto ao polarizador quanto ao
analisador, sua intensidade transmitida € maximizada, enquanto sendo paralelo a
intensidade € minimizada. Assim, uma imagem de “cruz de malta” (Figura 7) é
produzida a partir de camadas de material anisotropico que sédo separadas por
material isotropico (BELLARE, DAVIS, MILLER, 1990; SUTTON, 2021).
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Figura 7. Desenho de uma cruz de malta para mostrar as areas de birrefringéncia e isotropia.

Area paralela ao plano

/
. _ /
Area perpendicular ao plano 7
Fonte: A autora.

Visto isso, a obtencao de CL em uma formulag&o do tipo emulséo traz grandes
perspectivas no desenvolvimento de um sistema mais estavel e com entrega de ativos
facilitada, sendo alvo de muitos estudos como o de Oliveira et al. (2017), que utilizou
os CL para obtencao de um produto de aplicacéo topica com finalidade cosmética anti-
idade utilizando resveratrol, tendo 95,8% de voluntarios com feedback positivo do uso
da formulagao.

Descrito por Sutton (2021), foi visualizado durante o experimento que a
presenca de CL do tipo lamelar é dependente de pH, sendo que a presenca do CL
diminuiu com o aumento do pH do creme. Dessa forma, a manutencdo do pH da
formulacéo é importante para a estabilidade do sistema e a diminui¢do do pH quando
em contato com a pele facilita a desestruturacdo e liberacdo das substancias
encapsuladas no CL.

Como apontado por Singh et al. (2015), em estudo de desenvolvimento de gel
de metronidazol contendo CL do tipo lamelar. A existéncia do CL auxiliou no aumento
de consisténcia do produto para aplicagéo tépica, sendo biocompativel e estavel, com
bom desempenho no perfil de liberacao de farmaco.

Seguindo o proposto por Zhang e Liu (2013), que obtiveram CL de fase lamelar,
foi observado que o CL € uma estrutura que reside na interface entre 4gua-6leo e ao
aplicar a emulsdo na pele produz beneficios relacionados ao bom sensorial da
formulacdo, a espalhabilidade e as propriedades hidratantes relacionadas com o

aprisionamento das moléculas de agua dentro das camadas emulsificantes do CL.

2.5.2 Insercao de novo tensoativo: Brij®58
Na formulacéo original de Baker-Gordon € utilizado como detergente/tensoativo o
Septisol®, que é uma formulacdo pronta que atua reduzindo a tenséo superficial e

removendo a gordura presente na pele. Desta forma, promove e facilita a penetracéo
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dos outros componentes da formulacdo na pele, garantindo uma acdo homogénea
quando da aplicacéo do procedimento de peeling (BEDIN et al., 2005).

Dentre os componentes do Septisol® encontrava-se o triclosan (antimicrobiano) e
sulfonato de sadio olefina C14-C16 (tensoativo anibnico). Entretanto, em 2019 o FDA
(Food and Drug Administration) realizou uma atualizacao das normas sobre o uso de
desinfetantes, na qual o uso do triclosan foi proibido. Sendo assim, a producdo do
Septisol® foi descontinuada (JUSTO et al., 2020).

Assim como descrito por Lemes (2021), houve a tentativa de substituicdo do
Septisol® pelo Novisol® em formulacdes. Apos teste de formulacao, foi observado
que as formulacdes com Novisol® apresentaram maior estabilidade quando
comparado ao Septisol®, assim apresentando resultados mais confiaveis e seguros.
Ainda nessa avaliacdo, foi mantido a técnica de aplicacdo das formulacdes e as
concentracdes de fenol e OC, com alcance de maior profundidade na pele.

Atualmente, como tentativa de inovacéo das formulacdes, h& estudos que utilizam
como tensoativo o0 polietileno-glicol-hexadecil-eter (PPG-5-Ceteth-20), mais
conhecido como Brij®58 (Figura 8), o qual demonstrou estabilidade em formulactes
e ensaios diferentes, como tamanho de particula, pH e poténcial zeta, justificando seu
uso (DIAS, 2020; HARIRRY, 2016).

Figura 8 Estrutura quimica do polietileno-glicol-hexadecil-eter (Brij®58, Sigma-Aldrich)

Fonte: A autora.

De acordo com a literatura, & um tensoativo ndo-ibnico, comercializado em forma
sélida com ponto de fuséo de 38 °C, empregado em formulac¢des de uso dermatologico
em contato com ativos farmacoldgicos. Amorim (2014), em um estudo de formulagéo
baseado em um diagrama ternario de fases utilizando Brij®58 em conjunto de
oleilamina e agua, observou que a fase liquido-cristalina foi formada quando o
tensoativo estava entre 10 — 40% de concentragéo, sendo visualizado em microscopia

a formacéo de fase lamelar entre 10 — 20% e fase hexagonal em 20%. Ainda, definiu
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que para aplicagcdes tOpicas contendo esse tensoativo, a concentracdo mais
adequada para preparaces com até 40%, pelas caracteristicas finais de viscosidade
da formulagao, permitindo facilidade na aplicagéo e adeséo.

Rissi (2021), realizou uma investigacdo das caracteristicas organizacionais dos
sistemas nanoestruturados em relacdo a composicdo de formulages utilizando o
Brij®58 e miristato de isopropila. Desta forma, definiu que em grandes concentracdes
de tensoativo, como acima de 60%, ndo ocorre a formacao de fase liquido-cristalina,
e sim de microemulsdo, assim é identificado a formacdo de CL em concentracdes
inferiores a essa mencionada.

Ainda, em estudo de Santos (2016), foi constatado com Brij®58 e éleo essencial
de Syzygium aromaticum L., que em maiores concentracbes de fase aquosa e
menores concentracdes de tensoativo (27 — 60%) a formacéo da fase liquido-cristalina
era favorecida, devido a visualizac&o da formacao de fase do tipo lamelar.

Diante disso, ha um crescente interesse na obtencdo de CL para formulacfes
cosméticas e farmacéuticas, objetivando a protecao e entrega de ativos, estabilidade
e melhora das caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes, constituindo o

propésito deste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade de
formulacdes contendo cristal liquido (CL) como veiculo para o 6leo de croton (OC)
obtido das sementes da espécie vegetal Croton tiglium L. para aplicacdo topica na

pele como peeling quimico.

3.2 Objetivos especificos

e Preparar formulagdes contendo OC, tensoativo (Brij®58) e fase aquosa
(FA), baseado em uma proposta de um diagrama ternario parcial de
fases;

e Avaliar as caracteristicas macroscopicas das formulacées desenvolvidas;

e Utilizar microscopia de luz polarizada para caracterizar as fases
liquido- cristalinas formadas;

e Caracterizar as formulacdes através das determinacfes de tamanho de
particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e pH para
conhecimento das suas caracteristicas fisico-quimicas;

e Definir o comportamento de escoamento das formulacdes através de
estudos reoldgicos;

e Quantificar a concentracdo de OC veiculada através de
espectrofotometria UV-Vis;

e Avaliar a citotoxicidade da formula¢do contendo OC através de ensaio

de viabilidade celular em células 3T3.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais e equipamentos

Para o preparo das formulagdes foi utilizado: 6leo de Croton tiglium (Delasco®);
Brij®58 (Sigma-Aldrich®); Hidroxietilcelulose (Delaware®); 4gua ultrapura obtida por
sistema de purificacdo Milli-Q®; balanca analitica; banho- maria; agitador do tipo
vortex; béquer, bastdo de vidro; ponteira; micropipeta; frascos de vidro. Para analises
das formulacdes foi utilizado: microscopio de luz polarizada (Olympus, modelo BX 51);
redbmetro (TA, modelo Discovery HR-2); pHmetro (Marte, modelo MB-10); leitor de
tamanho de particula, potencial zeta e indice de polidispersdo (Malven, modelo Nano
ZS90); leitora de placas (pQuant Biotek®, EUA).

4.2 Producéo dos cristais liguidos (CL)

Nesse trabalho, baseando-se nas formulacfes desenvolvidas por Hetter, foi
construido um diagrama ternario parcial de fases (Figura 9), obtendo-se formulacdes
contendo a mistura de tensoativo (Brij®58), OC (fase oleosa) e agua ultrapura (fase
aguosa, sem e com adicdo de hidroxietilcelulose 0,5%). Para producédo das
formulacbes, o aquecimento dos componentes foi realizado, separadamente, em
banho-maria (aproximadamente 40 °C). ApGs aguecimento, os componentes foram
pesados conforme propor¢cdes definidas na Tabela 3, totalizando 2 g de cada
formulacdo em um frasco de vidro transparente. Na sequéncia, as formula¢des foram
homogeneizadas em agitador tipo vortex por tempo determinado (3 minutos) e apés

este processo, deixadas em repouso por 24 horas.

Figura 9. Modelo da representacéo do diagrama ternario parcial de fases.
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FASE OLEOSA (6leo de Croton) (FO)

Fonte: A autora.
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Tabela 3. Composicdes quimicas das formulacdes através do diagrama pseudoternario de fases com

6leo de Croton (OC).

Componentes
N° da formulacdo Brij®58 oC Agua

(tensoativo) (fase oleosa) (fase aquosa)

% Gramas % % Gramas %
1 10 0,2 80 1,6 10 0,2
2 10 0,2 70 1,4 20 0,4
3 10 0,2 60 1,2 30 0,6
4 10 0,2 50 1 40 0,8
5 10 0,2 40 0,8 50 1
6 10 0,2 30 0,6 60 1,2
7 10 0,2 20 0,4 70 1,4
8 10 0,2 10 0,2 80 1,6
9 20 0,4 70 1,4 10 0,2
10 20 0,4 60 1,2 20 0,4
11 20 0,4 50 1 30 0,6
12 20 0,4 40 0,8 40 0,8
13 20 0,4 30 0,6 50 1
14 20 0,4 20 0,4 60 1,2
15 20 0,4 10 0,2 70 1,4
16 30 0,6 60 1,2 10 0,2
17 30 0,6 50 1 20 0,4
18 30 0,6 40 0,8 30 0,6
19 30 0,6 30 0,6 40 0,8
20 30 0,6 20 0,4 50 1
21 30 0,6 10 0,2 60 1,2
22 40 0,8 50 1 10 0,2
23 40 0,8 40 0,8 20 0,4
24 40 0,8 30 0,6 30 0,6
25 40 0,8 20 0,4 40 0,8
26 40 0,8 10 0,2 50 1

4.3 Anélise e caracterizagao fisico-quimicas dos CL

Fonte: A autora.

A metodologia descrita para realizacdo das analises fisico-quimicas foi

realizada no dia 1° para as formulagbes sem hidroxietilcelulose, e nos dias 0, 1°, 8°,

1490, 21° e 28° para as formulagées com hidroxietilcelulose.
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4.3.1 Andlise das caracteristicas macroscoépicas
As analises macroscopicas das amostras foram realizadas para classificar,
visualmente, quanto a homogeneidade (avaliando se houve separacao de fases ou

nao) e aspecto (opaco, limpido, leitoso ou oleoso).

4.3.2 Andlise por microscopia de luz polarizada

A analise microscoépica foi realizada em microscopio de luz polarizada em
aumento de 50 e 200x, com captura de imagem com o programa Image Pro Plus
(Media Cybernetics, USA). Para a analise, foram confeccionadas laminas de vidro
contendo amostra, coberta com laminula das amostras em duplicata e,

posteriormente, descartadas.

4.3.3 Andlise de pH

A leitura do pH das formulac¢@es foi realizada com o auxilio do pHmetro, calibrado
previamente com solu¢des tampéao de pH 4,0 e 7,0, em uma temperatura de 25 °C.
As determinac@es foram realizadas com as formulacdes diluidas em agua purificada

tipo miliQ (1:10, v/v) em duplicata.

4.3.4 Andlise de potencial zeta, indice de polidispersdo e tamanho de
particulas

A analise de tamanho de particula e indice de polidispersdo foram realizadas
através da técnica de espalhamento dindmico de luz em aparelho Zetasizer Nano
(Malven, modelo Nano ZS90) com angulo de deteccéao de 90°. A leitura das amostras
foram feitas com as formulag6es diluidas em 1:10 (v/v) em agua purificada tipo MiliQ
em cubeta de 1 cm de caminho 6ético a 25 °C, com as analises realizadas em duplicata.
A avaliacdo de carga liquida de superficie foi realizada através da mobilidade
eletroforética das particulas dispersas submetidas a um campo elétrico em aparelho
Zetasizer Nano (Malven, modelo Nano ZS90). As amostras foram diluidas em 1:10

(v/v) em agua purificada tipo MiliQ com analises em duplicata.

4.4 Analise das caracteristicas reolégicas

As caracteristicas reolégicas foram determinadas com o uso do redmetro de

placas paralelas (40,0 mm) Discovery HR-2 (TA®, Alemanha). Uma varredura de
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frequéncia foi realizada, aplicando uma constante de tensdo de 79577,5 Pa/N.m,
constante de deformacéo de 40,0 1/rad, limite de torque de oscilacdo de 0,100000
HUN.m e controle de temperatura habilitado a 25 °C. Ap6s o procedimento, as curvas
descrevendo as caracteristicas das formulacfes foram plotadas no programa Origin®
(PRO-2018, USA).

4.5 Eficiéncia de encapsulacao (EE)

O teor de terpenos da formulacéo foi determinado conforme descrito por Fan e He
(2006), com adaptacdes. Resumidamente, 600 uL da emulsdo com CL foram filtrados
em dispositivos de filtro tipo Amicon® (peso molecular de 50kDa, - Millipore®,
Alemanha),com centrifugacdo em centrifuga Hermle (modelo z326k) em 3885 g por
30 min a 4 °C. O sobrenadante (droga livre no ultrafiltrado - DLF) e os 100 pL da
formulacdo (quantidade total de droga - DT) foram coletados e misturados, com 150
ML de solugédo de vanilina em acido acético glacial (5%, p /v) e 500 pyL de acido
perclérico. Apés, as amostras foram aquecidas por 60 minutos a 60 °C e resfriadas
em banho de 4gua gelada a temperatura ambiente.

O teor de terpenos foi medido a 548 nm usando um leitor de placas (uQuant
Biotek®, EUA). Pesaram-se 0,2 g de OC e diluicdes em série foram executadas e
medidas para determinar a quantidade de terpenos na amostra. Por fim, uma curva
de calibracdo de PMA (forbol 12-miristato 13-acetato, Sigma-Aldrich®, Alemanha) foi
realizada apds pesagem de 2 mg do PMA e dissolucdo em etanol utilizando baldo
volumétrico (25 mL). As diluicdbes foram realizadas para obter solu¢cdes com
concentracéo entre 56 — 80 ug/mL (y=0,0019x + 0,1376, r = 0,9902). Os padrdes de
calibracdo foram preparados em triplicata, e a curva de calibracéo foi tracada plotando
a absorbancia contra a concentragdo do composto. Os resultados foram expressos

em ug de PMA por g de oleo de Croton e da amostra.

4.6 Citotoxicidade

4.6.1 Cultura de células

As células aderentes 3T3 foram mantidas em meio RPMI® 1640 (pH 7,4)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v), 24 mM de bicarbonato de sodio, 2
mM de glutamina, 1 mM de piruvato de sédio, 10000 Ul de penicilina e 10 mg de

estreptomicina por litro de meio (em temperatura controlada e atmosfera umidificada
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-37 °C e 5% CO2, respectivamente). As células utilizadas neste estudo nao

excederam 30 passagens celulares em periodo de 3 meses.

4.6.2 Viabilidade celular — ensaio de redugéo do MTT

O ensaio foi executado de acordo com o método padronizado previamente
descrito por Cruz et al. (2020). Resumidamente, as células aderentes em crescimento
logaritmico foram semeadas em placas de 96 pocos (3 x 104 células/ poco), tratadas
de acordo com o descrito a baixo, e incubadas por 72 h. Para analise da citotoxicidade
do d6leo puro, foi preparada uma solucdo méae de 500 pL, contendo 367 uL de DMSO
e 123 pL de o6leo de Croton, sendo as diluicbes completadas com solucdo
complementar contendo 367 puL de DMSO e 123 pL de meio RPMI. Ao final, foram
obtidas seis diluicdes nas concentracfes de 0, 250, 500, 750, 1000 e 1500 pug/mL de
oleo de Croton. Ja para a avaliacdo da formulacéo 8 com 6leo de Croton, foi preparado
uma solucéo mée de 1000 pL (denominada de solucdo méae 1), contendo 40 pL de
formulacdo 8 e 960 puL de meio RPMI, sendo as diluicbes completadas com volume
de meio RPMI. Essa, foi utilizada para as diluicdes de 100 e 10 pg/mL de formulacéo
8. Partindo da solugéo mée 1, foi utilizado 2 yL dessa e 998 pL de meio RPMI, obtendo
a solucédo mée 2. Essa, foi utilizada para as diluicbes das amostras com concentragéo
de 1, 0,1 e 0,001 pg/mL de formulacéo 8.

Para a analise da formulacdo 8 sem dOleo de Croton e com HEC, o0 mesmo
metodo descrito foi seguido. Apos o tratamento, o meio foi removido das células
aderentes, substituido por 200 pL de solucdo de MTT (0,5 mg/mL) e incubado a 37 °C
por 2 h. ApGs esse periodo de incubacao, os cristais de Formazan resultantes foram
solubilizados em DMSO e a densidade ¢ptica lida a 550 nm em leitor de placas
(uQuant Biotek®, EUA). O controle negativo foi preparado da mesma forma descrita
acima com as ceélulas incubadas com DMSO 0,25% (v/v) em meio RPMI. Os testes
foram feitos em triplicata. A porcentagem de inibicdo do crescimento foi determinada
conforme equacao abaixo.

% de crescimento = (densidade Optica das células tratadas/densidade Optica
do controle negativo) x 100.
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4.7 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média * desvio padrdo (DP). Os resultados
das andlises fisico-quimicas e de viabilidade celular foram avaliados usando analise
de variancia (ANOVA) de uma via seguido por pos-teste de Tukey. Os dados foram
analisados usando o software Graph Pad Prism® 5.0 (Graph Pad Software Inc.), e
nivel de significancia de 5% (a = 0,05) foi usado para determinar a significancia
estatistica. Os resultados de citotoxicidade foram expressos como IC50 calculado por
analise Probit, método de Finney (StatPlus Software, v. 5).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise e caracterizacdo das formulacdes sem hidroxietilcelulose

Inicialmente, com o0 uso do diagrama ternario parcial de fases, foram
desenvolvidas 26 formulacdes contendo fase oleosa (OC), fase aquosa (4dgua
ultrapura tipo MilliQ®) e o tensoativo (Brij®58) em diferentes proporgoes.

ApOs o repouso por 24 horas, as formulacdes foram analisadas de acordo suas
caracteristicas macroscopicas e microscopicas, considerando a formacao de fase

liquido-cristalina como fator de escolha das formulacdes desenvolvidas.

5.1.1 Andlise microscopica

A microscopia de luz polarizada € o método mais utilizado para caracterizar 0s
CL, sendo que as fases liquido-cristalinas liotropicas dos tipos lamelar e hexagonal
possuem a birrefringéncia como padrdo caracteristico de classificacdo. (MILAK;
ZIMMER, 2015; RAPALLI et al., 2020).

Em formulagdes farmacéuticas, os CL apresentam variadas propriedades.
Visualizando a formulagdo como um todo, atua reduzindo a coalescéncia, o que
aumenta a estabilidade da formulacdo pela organizacdo dos componentes imisciveis
em um estrutura ordenada. Quando observado as propriedades como sistema de
liberacdo de farmacos, promove encapsulacdo das substancias, evitando interacéo
delas com os demais componentes da formulacdo (protecdo contra degradacao e
maior compatibilidade), e, também, aciona mecanismo de entrega controlada por
entre suas estruturas (BECHTOLD, 2005; CRIANTE; SCOTOGNELLA, 2012; KIM et
al., 2015; LIBSTER et al., 2007).

Foram produzidas 26 formulacdes através de propor¢cdes dos componentes
delineadas pelo diagrama ternario de fases, e apds andlise preliminar foram
selecionadas 9 amostras, as quais apresentaram formacéo de fase liquido-cristalina
(Figura 10).
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Figura 10. Resumo gréfico da exclusdo das amostras

9 amostras
positivas
mantidas

17 amostras
negativas
excluidas

amoitras 1 amostra 4 amostras
mantidas excluida excluidas
] |
Baixa formacéo de Baixa variacdo na
fase Liquido concentracdo de
Cristalina dleo de Croton

Fonte: A autora.

Das nove amostras selecionadas, uma foi descartada por formar pequena
quantidade visual de fase liquido-cristalina lamelar, e quatro outras por apresentarem
caracteristicas semelhantes de formacdo de fase liquido-cristalina lamelar, exceto
pela pequena variacdo na concentracdo do OC nas formulacdes. Foram mantidas
quatro formula¢des para as analises de avaliacdo das caracteristicas macroscoépicas,
reoldgicas e fisico-quimicas através de determinacfes de tamanho de particula, indice
de polidispersao, potencial zeta, e pH, com as formula¢gbes designadas pelos nimeros
1, 3, 5 e 8. Sendo o critério decisivo de escolha, a formacdo de estrutura liquido-
cristalina do tipo lamelar conforme demonstrado na Figura 11 para as 4 formulacdes

selecionadas.
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Figura 11. Visualizacdo da fase liquido-cristalina tipo lamelar através de fotomicrografias obtidas por

microscopia de luz polarizada das amostras em aumento de 50x: A) formulacdo 1 (T10:FO80:FAL10,

p/p); B) formulacéo 3 (T10:FO60:FA30, p/p); C) formulacdo 5 (T10: O40:FA50, p/p); D) formulagéo 8
(T10:FO10:FA80, p/p).

*T: tensoativo; **FO: fase oleosa; ***FA: fase aquosa.

Fonte: A autora.

A fase liquido-cristalina do tipo lamelar se caracteriza por ser menos viscosa
quando comparada com outros tipos de mesofases, normalmente, a textura é
visualizada em mosaico e, alternativamente, ocorre um processo de desvio de luz no
plano, formando as caracteristicas cruzes de malta, quando observadas no
microscopio de luz polarizada em maior aumento (Figura 12) (MILAK; ZIMMER, 2015;
PRADO, 2013).

A fase liquido-cristalina do tipo lamelar € de grande interesse por possui
caracteristica estrutural semelhante a membrana celular, pois consiste em bicamadas
lipidicas planares empilhadas em uma rede unidimensional, separados por camadas
de agua, fato esse que promove melhor interacdo entre formulacdo e superficie de
aplicacao no local alvo, facilitando a entrega e absorcéo do ativo (MILAK; ZIMMER,
2015; RAPALLI et al., 2020).



39

Figura 12. Fotomicrografia de cruzes de malta encontradas através de microscopio de luz polarizada
para fase liquido-cristalina do tipo lamelar em aumento de 200x para a formulagéo 3
(T10:FOB60:FA30,p/p).

*T: tensoativo; **FO: fase oleosa; ***FA: fase aquosa.

Fonte: A autora.

Estracanholli et al. (2014), em seu estudo utilizando monoleina e celecoxibe
para desenvolvimento de uma formulagéo para aplicacao tépica contendo os CL como
carreadores de ativo, identificou em determinadas concentracbes do tensoativo a
presenca de cruz de malta. A formacdo da mesofase lamelar foi visualizada por
Fonseca-Santos et al. (2017), em sua pesquisa utilizando o tensoativo ndo-iénico para
producao de fase liquido-cristalina contendo o resveratrol.

Ao final da caracterizacéo por microscopia de luz polarizada das formulagdes,
foi possivel identificar em quais areas do diagrama ternario parcial de fases houve

formacdo de fase liquido-cristalina do tipo lamelar (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama ternario parcial de fases demonstrando as regiées sem formacao (SF) e de
formacao dos cristais liquidos (CF) das formula¢c®es desenvolvidas.

100% W - - - - - - - - - W 0%

0% 0% 20% 30% 0% 50% 60% 70% 80% 20 % 100%

FASE OLEOSA (¢leo de Croton) (FO)
Fonte: A autora.
5.1.2 Andlise das caracteristicas macroscopica
As 26 formulagcdes preparadas foram classificadas como homogéneas ou néo e
de acordo com o aspecto como opaco, limpido, oleoso ou leitoso. Tais caracterizacdes
estdo representadas na Figura 14.

Figura 14. Identificagdo das caracteristicas macroscopicas de aspecto das 26 formulagbes obtidas
através do diagrama ternario parcial de fases contendo como tensoativo - Brij®58, fase aquosa —
agua MilliQ® e fase oleosa - 6leo de Créton.

so% W -3 . 5 X
4 Leitoso . /\ / Opaco
- - - 0%

- -
0% 10% 20% 30% W% S0% 60% 0% B0% 20% 100%

" FASE OLEOSA (dleo de Croton) (FO)

Fonte: A autora.
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As quatro amostras selecionadas, na fase de exclusdo com auxilio da
microscopia de luz polarizada para prosseguimento dos estudos, foram classificadas
visualmente quanto as suas caracteristicas macroscoépicas ja mencionadas, as quais

estdo descritas na Tabela 4 e apresentadas na Figura 15.

Tabela 4. Caracteristicas macroscopicas das formulages selecionadas com as suas composi¢ées

guimicas.
NUumero daformulacao

T/FO/FA Caracteristicas macroscopicas
(%, p/p)

1 Homogéneo
10:80:10 Opaco

3 Homogéneo
10:60:30 Opaco

5 Homogéneo

8 Homogéneo
10:10:80 Leitoso

*T: tensoativo; **FO: fase oleosa; ***FA: fase aquosa.

Fonte: A autora.

Rissi et al. (2021) definiu em um estudo utilizando polietilenoglicol (PEG), agua
e acido oleico, que os sistemas com baixa concentracdo de agua (inferior a 40%) e
maior concentracdo de fase oleosa, apresentaram-se com maior viscosidade e com
aspecto opaco. Enquanto sistemas com viscosidade intermediaria, contendo maior
concentracdo de fase aquosa (50-60%, p/p), menor concentracdo de fase oleosa
(inferior a 40%, p/p) e tensoativo entre 10-20% (p/p), apresentaram aspecto leitoso.

Essas caracteristicas também foram observadas por Silva et al. (2017), em uma
pesquisa com 6leo de abacate, PEG e agua. Observou-se que as formulacdes de
carater opaco apresentavam fase oleosa entre 50-90% (p/p), fase aquosa entre 10-
60% (p/p) e tensoativo usado em até 60% (p/p).

E possivel afirmar com as observagbes das caracteristicas visuais das
formulacbes desenvolvidas nesse estudo, o mesmo padrdo de classificacdo em
relacéo ao aspecto, em que as formulagdes 1 e 3 sdo semelhantes a sistemas opacos
contendo maior concentragéo de fase oleosa (80%, e 60% respectivamente) e menor
concentracdo de fase aquosa (10%), e as formulacdes 5 e 8 sdo semelhantes aos

sistemas leitosos contendo maior concentragcéo de fase aquosa (50%, e 80%,
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respectivamente) e menor concentracdo de fase oleosa (40%, e 10%
respectivamente).

De acordo com a analise de coloracao das formulacdes, é visto que a amostra
com maior quantidade de OC apresentou coloracdo mais escura do que as demais,
pois quando se reduz a proporcao de 6leo e aumenta a de agua em formulacéo, o

aspecto se torna gradativamente mais claro (Figura 15).

Figura 15. Avaliacdo das caracteristicas visuais das formulagdes: A) formulacédo 1 (T10:FO80:FA10);
B) formulacéo 3 (T10:FO60:FA30); C) formulagéo 5 (T10:FO40:FA50); D) formulacdo 8
(T10:FO10:FA80) (p/p).

*T: tensoativo; **FO: fase oleosa; ***FA: fase aquosa.

Fonte: A autora.

5.1.3 Analise de pH, potencial zeta, tamanho de particula e indice de

polidispersao

As avaliacbes do pH das amostras demonstraram valores muito proximos entre
si, 0s quais estao na faixa de 6,0 — 6,8 (Tabela 5). Esta pequena variacéo nos valores
de pH pode ser justificada pela quantidade dos componentes presentes nas quatro
amostras estudadas que ndo apresentam grandes diferencas entre as composi¢des

guimicas.
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O pH da formulacéo € tido como parametro importante no desenvolvimento de um
produto de aplicacdo cutanea, o qual esta relacionado diretamente com a absor¢gdodo
ativo. Na maioria dos produtos propostos para esta finalidade, o pH pode variar dentro
de um intervalo amplo como 3,0 — 8,0, o qual é definido de acordo com a finalidade
do produto (ASHARA et al.,2014).

Quando o objetivo € uma formulagdo de peeling quimico, é necesséario um pH
reduzido para que haja agresséao a epiderme e, por consequéncia, facilitar a absorcéo.
Desta forma, foi descrito por Velasco et al. (2005), que uma variacéo ideal de pH seria
entre 3,5 — 6,0. Pois, nesta faixa de pH, a formulagéo teria a permeabilidade cutanea
favorecida em valores mais &cidos. As amostras avaliadas nesse estudo
apresentaram valores de pH na faixa requerida, apesar de estarem mais préximos do
limite superior preconizado ( BEDIN et al., 2005; WOHLRAB, 2018).

Em relacdo ao potencial zeta, é estabelecido que para atingir a estabilidade
elétrica das particulas, as emulsdes devem possuir valores superiores a +30 mV ou
inferiores a -30 mV. As andlises de potencial zeta das quatro amostras permitiram
determinar que essas apresentaram valores dentro do intervalo de -30 a +30 mV
(Tabela 5) (GUIMARAES, 2013; SIS; BIRINCI, 2009).

Sherif et al. (2015) ap6s avaliacéo da eficécia clinica da aplicagdo de cosméticos
com fase liquido-cristalina e acido alfa lipbdico como antirrugas, notaram que em
concentracfes de 10% do tensoativo ndo-ibnico, os valores de potencial zeta obtidos
variaram de -8 mV a -10mV, relacionando a pouca ionizagcdo do tensoativo quando
disperso em agua, sendo muitas vezes encontrado valores de potencial zeta préximos
da neutralidade. Entretanto, com a variacao na concentracao do tensoativo nao iénico
pode ocorrer alteracdes no valor do potencial zeta obtido, assim como observado por
Sis (2009).
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Tabela 5. Resultados das analises de tamanho, indice de polidispersao (IPD), potencial zeta e pH
para as amostras (n=2): 1 (T10:FO 80:FA 10, p/p), 3 (T10:FO60:FA30, p/p), 5 (T10:FO40:FA50, p/p) e
8 (T10/ FO10:FAB80, p/p) apds 24 horas de preparo.

Formulacéo
Parametros 1 3 5 8
6,05 6,425 6,50 6,71
pH +0,010 + 0,005 + 0,005 + 0,000
Poténcial Zeta -27,58 -15,1 -21,85 -23,85
(mV) +0,035 +0,070 +0,150 + 0,050
oD 0,354 1,000 1,000 0,161
+0,004 +0,000 + 0,000 + 0,005
Tamanho de
’ 423,85 225,8 521,45 407,25
Particula
+ 0,950 +1,100 + 1,350 + 0,600
(nm)

*T: tensoativo; **FO: fase oleosa; ***FA: fase aquosa.
Fonte: A autora.

Na tabela 5 também estdo apresentados os valores de tamanho de particula
obtidos para as quatro amostras analisadas. Esta medida esta diretamente
relacionada com o comportamento fisico-quimico da formulacdo. Um sistema
nanoestruturado apresenta tamanho de particula de 20 — 600 nm (ALVES, 2006;
PEREIRA, 2013; SHERIF; BENDAS; BADAWY, 2014), conforme observado para as
amostras estudadas.

Li et al. (2009), incorporaram quercetina em CL em conjunto com tensoativo,
obtendo tamanho de particula na faixa de nanémetros semelhante ao observado na
Tabela 5. Ao fim da sua pesquisa, identificou que com o resultado obtido teve aumento
na biodisponibilidade e na absor¢cdo quando comparado com a aplicagdo de
quercetina livre.

Esta informacéo se confirma no estudo realizado com quercetina por Guo et al.
(2012), obtendo nanoparticulas lipidicas contendo CL com resultados semelhantes na
faixa de nanémetros. Ao fim da avaliacdo, como resultado pratico do estudo, visualizou
aumento da profundidade de permeacédo na derme e epiderme. Esta caracteristica
identificada é o objetivo da formulagdo em desenvolvimento no presente trabalho.

A verificacdo do IPD é a representacdo da distribuicdo de tamanho das
particulas de uma formulacéo (Tabela 5). Esta analise permitiu inferir que as amostras
1 e 8 sao consideradas monodispersas, e as amostras 3 e 5 sdo consideradas
polidispersas, tal conclusdo se deve ao fato de que sistemas polidispersos possuem

valor de IPD superior a 0,7 e monodispersos inferior a 0,7 (DANAEI et al., 2018).
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Na prética, uma formulacdo considerada como polidispersa é favorecida a
formacao de aglomerados, tendendo a sedimentag&o ou a coalescéncia. Desta forma,
valores inferiores a 0,7 sao pretendidos para uma emulsdo possa ser considerada
mais estavel (ALGAHTANI; AHMAD; AHMAD, 2022; DANAEI et al., 2018;
GUIMARAES, 2013; IRAWAN et al., 2017).

Zeng et al. (2012), apés a caracterizagdo de formulacdes contendo tensoativos
ndo-idnicos de cadeia carbbnica longa e formacéo de fase liquido-cristalina, obtiveram
resultados de IPD semelhantes ao obtido nesse estudo, variando de 0,3 — 0,7. Além
disso, descreveram que valores elevados de IPD estéo relacionados com a formacéao
de fase liquido-cristalina do tipo lamelar. Tal formacg&o ocorre principalmente quando
0s tensoativos séo utilizados na concentracdo de 10% (p/p), sugerindo que essa
organizacdo do sistema é mais simples que os demais CL (hexagonal ou cubica),
sendo mais facil de ser obtida.

Considerando a totalidade dos resultados obtidos, apesar das amostras
apresentarem a formacao da fase liquido-cristalina do tipo lamelar, é notado que a
formulacdo 8 se destacou em comparacdo com as demais devido aos resultados
promissores e estar de acordo com as descricdes recomendadas pela literatura para
a area de estudo como pH na faixa requerida, potencial zeta mais proximo de -30 mV,
IPD inferior a 0,7 que favorece a estabilidade fisica do sistema e tamanho de particula
caracterizado como hanomeétrico, o que declara a qualidade fisico-quimica do sistema
de CL desenvolvido bem como atende requisitos de produto tépico de aplicacdo
cutanea.

Entretanto, ap6s 48 horas do preparo da formulagcéo 8 foi possivel observar
tracos de instabilidade que resultou em separacdo de fases, fato que pode estar
relacionado com a baixa viscosidade da fase aquosa, resultando em polidisperséo,

provocando a separacao de fases.

5.2 Anélise e caracterizacdo das formulacdes sem hidroxietilcelulose

Na busca de incremento da estabilidade da formulagcdo proposta, medidas
foram avaliadas para se melhorar as caracteristicas fisico-quimicas na féormula
proposta da formulacdo 8 (T10/ FO10:FA80, p/p). Desta forma, foi ajustado um
aumento do tempo de agitacdo da formulacdo para 6 minutos consecutivos, em

vortex.
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Segundo o que foi observado por Chen e Tao (2005), e Morishita e Takayama
(2004), quando avaliada a agitacdo como parametro produtivo, pode-se ter uma
influéncia positiva na organizacdo do sistema de uma emulsdo, pela disperséo
depender de maior agitacdo para reducdo do tamanho de particulas da fase interna
dispersa na fase externa, a fim de atingir tamanhos diminuidos e homogéneos entre
Si.

Além disso, foi proposto a adicdo de um agente espessante hidrofilico para
retardar o efeito de coalescéncia, ou seja, 0 aumento de viscosidade da fase aquosa
para retardar a coalescéncia das goticulas da fase oleosa, para que haja auxilio na
organizacdo de emulsdes, assim como foi visualizado por Ouaer e Gareche (2019) e
Risaliti (2021).

Assim, a formulacao 8 foi adicionando 0,5% (p/p) de hidroxietilcelulose (HEC)
na agua como fase aquosa.

Apés o preparo, a formulagdo foi armazenada em temperatura ambiente por 24
horas, e posteriormente, foram realizadas as analises fisico-quimicas para verificar

Seu comportamento.

5.2.1 Andlise microscopica
A analise, por microscopia de luz polarizada, permitiu verificar a formacéo de fase
liguido-cristalina (Figura 16) devido a apresentacédo de refringéncia a partir do 1° dia,

a qual foi mantida por 14 dias de armazenamento em temperatura ambiente.
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Figura 16. Visualizacédo da fase liquido-cristalina através de microscopia de luz polarizada em
aumento de 50x da formulacao 8 (T10:010:A80, p/p) associada com hidroxietilcelulose HEC 0,5%
(p/p) no 1° dia.

Fonte: A autora.

Foi observada a formacdo de fase liquido-cristalina do tipo lamelar com a
identificacdo da “cruz de malta” (Figura 17), sugerindo que a presenca do HEC néo
modificou a formacédo da fase liquido-cristalina dispersa na fase aquosa (RAPALLI et
al., 2020).

Figura 17. Fotomicrografia de cruzes de malta encontradas através de microscopia de luz polarizada
em aumento de 200x para a formulacdo 8 (T10:010:A80, p/p) no 1° dia.

Fonte: A autora.
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5.2.2 Analise macroscopica

A avaliacdo das caracteristicas macroscoépicas (Figura 18) da formulacdo 8
demonstrou carater leitoso e homogéneo que se manteve durante o periodo de
avaliacdo de 28 dias em temperatura ambiente, 0 mesmo demonstrado na observacao
das amostras preparadas sem a adicdo do HEC (0,5%).

Figura 18. Avaliacdo das caracteristicas visuais da formulacédo 8 (T10:010:A80, p/p), contendo HEC
nos dias 0, 1, 8,14, 21 e 28.

.

Fonte: A atora-l.: |
5.2.3 Andlise das caracteristicas de pH, potencial zeta, tamanho de particula e
indice de polidispersao

As medidas dos valores de pH demonstraram uma reducdo no pH da formulagéo
(Tabela 6) quando em comparagcdo com 0s valores obtidos anteriormente, sendo
interessante este resultado, pois como comentado acima, para formulagbes com
finalidade de peeling, valores de pH mais acidos sdo desejaveis por colaborar com a
desestruturacdo das proteinas presentes na pele, causando uma desorganizacdo na
estrutura do tecido e possibilitando um aumento na penetragcéao do ativo.
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Tabela 6. Caracterizacao fisico-quimica da formulacao 8 (T10:010:A80) com HEC nos dias 0, 1, 4, 8,
14, 21 e 28 (n=2) (p/p).

Dia de analise

Parametro 0 1 8 14 21 28
pH 6,305 5,515 5,515 5,275 4,350 4,175
+ 0035 + 0,005 + 0,005 + 0,005 +0,150 + 0,005
Poténcial -37,5 -37,3 -42,25 -44.1 -44,05 -44,00
Zeta +0,100 + 0,800 + 0,050 +0,100 +0,050 + 0,001
(mV)
IPD 0,608 0,601 0,749 0,434 0,516 0,583
+0,037 + 0,005 +0,001 +0,015 +0,027 +0,051
Tamanho
de 538,85 474.4 587,7 419,85 455,45 546,45
Particula + 0,350 + 0,500 +1,500 +0,850 +0,100 + 1,450
(nm)

Fonte: A autora.

Assim como o descrito por Milan et al. (2007), um dos maiores desafios de
propor uma formulacéo caracterizada como emulsédo € manter sua estabilidade e as
caracteristicas fisico-quimicas, sendo que a viscosidade de uma formulacdo é um
pardmetro que influencia diretamente. A viscosidade pode ser alterada pela
composicdo de lipidios, pela proporcdo entre fases aquosa e oleosa, pela
concentracdo dos emulsionantes, assim como pela adi¢cdo de polimeros hidrofilicos.

Para corrigir a viscosidade e caracteristicas fisicas de formula¢gfes visando a
estabilidade, séo utilizados polimeros naturais ou sintéticos. Desta forma, destaca-se
a celulose, um abundante biopolimero natural. Partindo dela, varios polimeros
sintéticos sdo desenvolvidos, e dentre os mais utilizados esta a hidroxietilcelulose, que
é derivada de biopolimero solivel em agua, e indicada para uso dermatoldgico, por
ser biocompativel, biodegradavel, atoxica e hidrofilica (OUAER; GARECHE, 2019).

A avaliacdo dos dados de determinacdo do tamanho de particula permitiu
confirmar que as alteracOes realizadas na formulacdo e no processo produtivo néo
levaram a alteragcbes na caracteristica de formac&do de nanoparticulas lipidicas
contendo CL. Na formulacéo 8 sem o HEC o tamanho de particula obtido foi de 407,25
nm (x 0,600), e quando comparado com o obtido na formula¢cdo com HEC observa-se
resultados semelhantes na faixa dos nanémetros com média de 503,78 (+ 58,21858).
Na amostra sem HEC, o valor obtido de IPD foi de 0,161 (x 0,005), sendo

caracterizado como um sistema monodisperso. Quando avaliado os valores obtidos
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apos o acréscimo do HEC, houve aumento na média do IPD com média de 0,581 (+
0,095905)

Pela classificagcdo, a amostra continua a apresentar caracteristicas de sistemas
monodispersos.

A elevacéo do valor de IPD pode estar relacionada ao aumento da viscosidade
do sistema e a variagcdo na organizacao das moléculas apos inser¢cao do HEC na fase
aquosa, dificultando a dispersao de uma fase na outra, assim como ja observado por
Carneiro et al. (2022), em seu estudo sobre a influéncia do uso do HEC e outros
tensoativos em parametros fisico-quimicos como o IPD.

Na andlise de potencial zeta, inicialmente foi obtido o valor de -23,85 mV (z
0,050), o qual ndo confere estabilidade elétrica. As mudancas propostas melhoraram
as caracteristicas de carga liquida de superficie da formulacdo 8, obtendo resultados
com valores inferiores a -30 mV. Valores semelhantes aos obtidos foram identificados
no estudo de Carneiro et al. (2022), variando o potencial zeta em até -40 mV. Esse
resultado, corroborando os demais resultados obtidos que levam a um incremento da
estabilidade elétrica da formulacdo proposta que perdurou durante os 28 dias de
armazenamento.

Risaliti et al. (2021), em um estudo para verificar a absorcao de kelina (produto
de origem vegetal) através da aplicacao tépica de sistemas transportadores de ativos,
visualizaram que o emprego de HEC em associa¢cdo com outro agente espessante
leva ao aumento no tamanho de particula, entretanto ainda mantendo a formacao de
um sistema nanométrico. Também definiram melhora nos valores obtidos para
potencial zeta (-40mV) e IPD (na faixa de 0,200), sendo entdo parametros

aprimorados ap6és a adicao do HEC, assim como visualizado nesse presente estudo.

5.3 Analise das caracteristicas reoldgicas

As propriedades viscoelasticas das formula¢des contendo CL, como o médulo
de armazenamento G' e 0 mdodulo de perda G", foram avaliadas ap0s varredura da
frequéncia e sao apresentadas na Figura 19.

A analise foi realizada para a formulagdo 8 sem e com a adicdo do HEC
(0,5%, p/p). Para ambas amostras, o modulo de armazenamento (G’) é paralelo ao
modulo de perda (G”), correspondendo a um comportamento referenciado para CL
tipo lamelar (TERESCENO et al., 2018).
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A formulacéo 8, sem HEC, mostrou uma dependéncia da frequéncia e
viscosidade semelhante a um liquido, com G' < G" (Fig. 19A, quadrados azuis). A
relacdo G' > G" visualizada apdés adicdo do HEC (formulag&o 8A, quadrados pretos)
em toda a faixa de frequéncia testada, indicou comportamento semelhante a gel
(NUNES et al. 2016). Da mesma forma, a viscosidade complexa é maior na
formulag&o 8A, e esse comportamento indica melhora na organizagdo do sistema,

tornando a formulag&o mais estavel.

Figura 19. (A) Andlise reolégica com representacao de G' (quadrados preenchidos), G" (quadrados

abertos) e viscosidade complexa (circulos) em funcéo da frequéncia angular das formulagfes 8 (A)

(T10:010:A80) e 8A (T10:010:A80+0,5% HEC) e (B) formulacdo 82 (T10:010:A80+0,5% HEC) dia 1
e apoés 28 dias de preparacado, a T = 25 °C, p/p.
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Fonte: A autora.

A Figura 19B mostra o comportamento reoldgico da formulacdo 8A apds 1 e 28
dias de preparacdo. O mesmo comportamento entre eles € observado, mostrando que
a viscosidade da formulagéo contendo CL e OC € mantida durante o armazenamento.

A andlise reoldgica oscilatéria investiga as propriedades viscoelasticas das
formulacdes, o que fornece informacdes sobre a natureza estrutural do sistema,
implicando diretamente no desempenho da formulagcdo. G' representa a energia
armazenada durante a deformac&o quando a tensao aumenta e a energia liberada

guando a tenséo é relaxada. G" é o elemento viscoso que ndo pode armazenar
energia porque a tensao aplicada se dissipa em deformacao irreversivel. A adicao de
HEC na formulagdo aumentou os valores médios do modulo de armazenamento G/,
sugerindo mais organizacdo estrutural, podendo indicar melhora na estabilidade do
sistema contendo CL. Outros estudos reoldgicos oscilatorios realizados em sistemas

contendo CL também relataram esse comportamento. As mesofases cristalinas



52

hexagonais e lamelares geralmente possuem um G' maior que G", o que reflete seu

alto grau de organizacao estrutural (RODERO et al.,2018).

5.4 Eficiéncia de encapsulacao (EE)

Para a analise de quantificacdo da eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de
Croton, uma curva de calibracdo do PMA (ug/mL) (forbol 12-miristato 13-acetato,
Sigma- Aldrich®) foi preparada para ser utilizada no célculo da quantidade de terpeno
encapsulado, sendo esse um marcador quimico da espécie vegetal presente no 6leo
(Figura 20). O intervalo de concentracdo do PMA foi definido de acordo com a leitura
da absorbéancia nas concentragdes definidas. Desta forma, sugerindo uma faixa linear

de concentracgéo para leitura da absorbancia da amostra.

Figura 20. Curva de calibragdo do PMA (forbol 12-miristato 13-acetato, Sigma-Aldrich®).

Curva de calibragdo do PMA ¥ =1,9058x + 0,1376
R? = 0,9902
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Fonte: A autora.

Utilizando a equacéao da reta obtida foi realizada a determinagéo da quantidade
de terpenos nas fases filtrada e no sobrenadante, e com base nos dados obtidos foi
confirmado que o OC foi incorporado ao sistema (Tabela 7), o0 que revela uma alta
eficiéncia de encapsulacdo da formulagédo contendo CL tipo lamelar. A eficiéncia de
encapsulacao calculada apés as quantificacdes deu-se préximo a 100%, o que denota
gue o OC, de caracteristica lipofilica, encontra-se no interior das micelas estruturadas

de tensoativo.
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Tabela 7. Resultados obtidos para a quantificacdo de terpenos totais expressos em PMA em matriz
vegetal (6leo de créton, OC) e formulacdo 8 contendo CL (sobrenadante e filtrado).

Mg de terpenos expressos em PMA
por 200 mg de 6leo de Croton/formulacéo 8

Amostra
oC 1,316.40 £ 32.52
Formulacéo 8
(T10:010:A80+0,5% HEC) 1,218.13 £ 77.56
(sobrenadante)

Formulacéo 8

(T10:010:A80+0,5% HEC) ND
(filtrado)

*ND= Nao detectado.

Fonte: A autora.

A formulacdo 8 contendo CL desenvolvida foi capaz de manter a estabilidade
fisica pelo periodo estudado. Ainda, atingiu alto valor de eficiéncia de encapsulacéo
do OC incorporado no sistema liquido-cristalino, evidenciando a eficiéncia de tal
sistema na veiculacdo de OC bem como a existéncia na formagédo de CL como
carreadores efetivos para a aplicacdo em formulacéo de peeling quimico.

Esse fato, promove em formulacdo maior protecdo das substancias
encapsuladas. E quando avaliado o efeito da encapsulacdo em uma aplicacéo, tem-
se um sistema que proporciona liberacdo sustentada de farmacos, adesédo a
membranas facilitando a permeabilidade e auxiliando na manutencéo da estabilidade
de uma formulacdo, sendo um sistema farmacotécnico superior aos demais
(ANDRADE, 2008; LOWE; ABBOTT, 2011;0OLIVEIRA et al., 2017; PRADO, 2013).

5.5 Citotoxicidade

Na avaliacdo da viabilidade celular das células 3T3 apds tratamento de 72
horas com OC, formulagéo 8, tensoativo Brij® 58 foram evidenciados varios niveis de
citotoxicidade. Com o OC foi obtida baixa citotoxicidade contra células 3T3.
Entretanto, o efeito citotoxico da formulacdo 8 foi significativamente superior ao
observado para o OC, mas com valor de CI50 semelhante ao Brij®58 no teste nas
células 3T3 (Tabela 8).
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Tabela 8. Valores de CI50 (ug/mL) para o tratamento com 6leo de Croton, CL (formulacéo 8) e
tensoativo Brij®58 contra células normais (3T3) apds 72 horas de tratamento.

Ensaio de reducdo do MTT

Amostra CI50 (png/mL)
Oleo puro 983.10 + 37.85
Formulacéo 8 2.92 +0.55
(T10:010:A80+0,5% HEC)
Formulacéo 8 4.12 +0.80

Sem 6leo de Croton e com HEC

Fonte: A autora.

A formulacao 8 testada apresentou citotoxicidade em concentracdes menores
guando comparada com o OC puro, este efeito pode estar relacionado a presenca do
tensoativo (Brij®58). Os tensoativos geralmente sdo toxicos para as células em
cultura, promovendo a perda da integridade da membrana citoplasmética
(CORNELIS, DUPONT, WEPIERRE, 2000).

Cornelis et al. (2000) realizou um estudo para verificacdo da citotoxicidade de
tensoativos nao-ibnicos em fibroblastos de pele humana. Ao final da andlise,
identificou um valor de IC50 (ug/mL) de 3,3 £ 0,4, semelhante ao visualizado na
presente analise.

Sendo assim, de fato, os tensoativos empregados em formulagbes tém sido
utilizados para a permeabilizacdo celular e se mostrado eficazes na morte celular,
devido as suas propriedades detergentes. Essa informacao € confirmada por Isaksson
et al. (2005), que em estudo de avaliacdo da promocao de solubilidade de membranas
celulares, definiu a classe dos Brij, em especifico o Brij®58, como sendo o0 mais
adequado para solubilizacdo de diferentes membranas, sendo um composto
citotébxico. O mesmo efeito que a classe Brij de tensoativos apresenta sobre
membranas celulares € identificado no estudo de Radeva et al. (2005).

Na avaliacdo da citotoxicidade in vitro em células 3T3 tem-se a agdo do
tensoativo diretamente sobre a célula, ndo predizendo o seu efeito apos aplicagdo em
uma pele integra. Nesta visdo, testes cutaneos adicionais com os CL devem ser

realizados para avaliar se ocorrem danos ao tecido.
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6 CONCLUSOES

Foram desenvolvidas 26 formulagdes contendo OC, tensoativo (Brij®58) e fase
aquosa (Agua MiliQ®) (p/p), através de um diagrama ternario parcial de fases. Apds
avaliacdo, uma foi selecionada para dar seguimento ao estudo, sendo a formulagao 8
com composicao de 10% de Brij®58,10% de OC e 80% de agua ultrapura tipo MilliQ®
(p/p), com adicdo de HEC e no alteracédo no processo produtivo. Assim, a formulacéo
8 foi refeita com ajustes e as caracteristicas fisico- quimicas avaliadas. Houve um
incremento em todas as avaliagdes feitas comparativamente aos estudos iniciais (com
a manutencdo das caracteristicas reoldgicas nos dias de anadlise, diminuicdo de
separacao de fases pelo aumento dos dias de avaliacdo, melhora nas caracteristicas
fisico quimicas tendo reducédo do pH, potencial zeta dentro da faixa de estabilidade,
tamanho de particula na ordem dos nanémetros, e de acordo com o IPD classificado
como sistema monodisperso). Com a obtencdo de uma formulacdo estavel foi
realizada a quantificacdo de OC veiculada, obtendo uma caracteristica de
encapsulamento préxima do 100%, sendo Vvisualizado efeito positivo desse
carreamento no teste de viabilidade celular em linhagem 3T3. Nesse, o CI50 da
formulacédo 8 foi menor do que o encontrado para o 6leo puro, podendo ser reflexo da
presenca do tensoativo utilizado. Desta forma, o objetivo principal do trabalho foi
atingido, sendo produzida uma formulagdo contendo OC e cristal liquido. Como
perspectivas futuras, almeja-se o aprimoramento da formulacdo e ensaios que
comprovem sua atividade como peeling quimico profundo para uso em clinica

dermatoldgica, oferecendo maior segurancga ao paciente e efetividade do produto final.
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APENDICE A — RESUMO GRAFICO

Peeling de fenol com
6leo de Croton

LIMITACOES

Toxicidade do Necessidade Estabilidade

de =
fenol adequacio da formulag¢ao

. Desenvolvimento de
Retirada do fenol 26 formulacbes de

da formulagao, Substituicdao do cristal liquido (CL),

mantendo como Septisol® por sem e com associacio

ativo o 6leo de Brij®58 de agente espessante
croton hidrofilico

SO

Novos desafios
paraformular e
caracterizar

Estudo de toxicidade
da nova formulagao

-Ensaio de citotoxicidade. Estudos de
estabilidade para

analisar as variaveis:

-Alteracdo de composicao quimica;
Fonte: A autora. -Ajuste das condi¢des do método
produtivo.



