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RESUMO

O cancer de pele representa, atualmente, o tipo mais comum no mundo, abrangendo 33% dos
casos de cancer no Brasil. Deste modo, com o objetivo de prevenir o cancer de pele, o
envelhecimento precoce e outros inconvenientes relacionados a exposicdo a radiacdo UV, é
crescente o interesse e pesquisas sobre fotoprotetores. Porém, o risco de fotodegradacéo,
permeacdo cuténea e absorcdo sistémica desses produtos diminuem sua seguranca. Além
disso, a alta lipofilia dos filtros solares convencionais e baixa permanéncia na pele levam ao
seu uso inadequado, reduzindo a eficacia. Uma alternativa para ultrapassar tais impasses é a
incorporacdo de filtros solares em carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), que séo
dispersbes aquosas de nanoparticulas formadas por misturas de lipidios sélidos e liquidos.
Neste estudo, CLN contendo o filtro solar organico bemotrizinol (BEMT), que apresenta
amplo espectro de absorcdo e fotoestabilidade aumentada, foram desenvolvidos e
carcaterizados utilizando a cera de carnauba (lipidio solido) e o trigliceridio do acido céprico
e caprilico (lipidio liquido), através da técnica de ultrassonicagdo. Um planejamento
experimental do tipo Box-Behnken foi realizado para otimizar os CLN e avaliar a influéncia
de trés variaveis independentes sobre o tamanho das particulas, entdo o sistema ideal foi
escolhido para caracterizacdo. O tamanho das particulas foi avaliado utilizando a técnica de
espalhamento de luz dindmico (DLS), e diminuiu a medida que a concentracdo de tensoativos
aumentou, sendo analisado até 30 dias de armazenamento, apresentando-se em 122,4 + 0,3
nm no Gltimo dia. A microscopia eletrdnica de varredura mostrou particulas esféricas, integras
e sem aglomerados. As analises de termogravimetria, calorimetria exploratéria diferencial, e a
espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de Fourier confirmam a
incorporacdo do filtro solar nos nanocarreadores. A difracdo de raios-X permitiu a observacao
da reducdo da cristalinidade nos CLN, resultado desejado para 0 nanossistema. Analises in
vitro qualitativa e quantitativa realizadas por espectroscopia na regido ultravioleta indicaram
que um aumento da atividade fotoprotetora do filtro solar foi observado quando incorporado
aos CLN. Deste modo, os resultados sugerem que o CLN desenvolvido pode ser um sistema

inovador, promissor, estavel e biocompativel para o uso em fotoprotetores.

Palavras-chave: radiacdo UV; nanossistemas; fotoprotecdo; nanotecnologia.



ABSTRACT

Skin cancer is currently the most common type in the world, accounting for 33% of cancer
cases in Brazil. Thus, in order to prevent skin cancer, premature aging and other
inconveniences related to exposure to UV radiation, there is growing interest and research on
photoprotectors. However, the risk of photodegradation, skin permeation and systemic
absorption of these products diminishes their safety. In addition, the high lipophilicity of
conventional sunscreens and low skin permanence lead to improper use, reducing
effectiveness. An alternative to overcoming such deadlocks is the incorporation of sunscreens
into nanostructured lipid carriers (NLC), which are aqueous dispersions of nanoparticles
formed by mixtures of solid and liquid lipids. In this study, NLC containing the organic UV
filter bemotrizinol (BEMT), which has a broad absorption spectrum and increased
photostability, was developed and characterized using carnauba wax (solid lipid) and caprylic
and caprylic acid triglyceride (liquid lipid) by ultrasound technique. A Box-Behnken
experimental design was performed to optimize the NLC and evaluate the influence of three
independent variables on particle size, so the ideal system was chosen for characterization.
The particle size was evaluated using the dynamic light scattering (DLS) technique and
decreased as the surfactant concentration increased, being analyzed up to 30 days of storage,
presenting at 122.4 £ 0.3 nm on the last day. Scanning electron microscopy showed spherical
particles, intact and without clusters. Analyzes of thermogravimetry, differential exploratory
calorimetry, and Fourier transform infrared spectroscopy confirm the incorporation of
sunscreen in nanocarriers. X-ray diffraction allows observing the reduction of crystallinity in
the NLC, desired result for the nanosystem. Qualitative and quantitative in vitro analyzes
performed by ultraviolet spectroscopy indicated that an increase in sunscreen photoprotective
activity was observed when incorporated into the NLC. Thus, the results suggest that the
developed NLC can be an innovative, promising, stable and biocompatible system for use in

sunscreens.

Keywords: UV radiation; nanosystems; photoprotection; nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

A radiagdo UV é uma parte do espectro eletromagnético que corresponde a faixa de
comprimento de ondas de 100 a 400 nm e é subdividida em trés subtipos de radiacdo: UVA,
UVB e UVC. Os raios UVA compreendem a faixa de 320 a 400 nm e ndo sao absorvidos pela
camada de ozbnio, penetrando profundamente a pele, sendo principais responsaveis pelo
envelhecimento precoce da pele. Os raios UVB séo de tamanho médio, estando na faixa de
280 a 320 nm. A maior parte da radiacdo UVB é absorvida pela camada de 0z6nio, mas a
radiacdo restante consegue ser a principal responsavel pelo aumento da producdo de melanina
e pode causar eritema, edema e dor, 0s sinais caracteristicos de queimadura solar, em casos de
exposicdo exacerbada. Os raios UVC sdo os mais curtos, medem de 100 a 280 nm, e séo
absorvidos pela camada de ozonio e pela atmosfera (WATSON; HOLMAN; MAGUIRE-
EISEN, 2016; JANSEN; WANG; BURNETT et al., 2013).

Devido aos efeitos nocivos que uma exposi¢cdo abundante a radiacao solar pode causar
a salde, a humanidade vem desenvolvendo métodos para proteger-se desses raios desde pelo
menos 400 a.C. e desde entdo as pesquisas com foco em fotoprotecdo evoluiram nos tempos
modernos para uma ampla gama de produtos que apresentam fator de protecdo solar (FPS)
(YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017; AL-JAMAL; GRIFFITH; LIM, 2014).

Os filtros ultravioletas sdo compostos organicos ou inorganicos aplicados topicamente
que absorvem, dispersam ou refletem os raios UV (SCHNEIDER; LIM, 2018). Os filtros
inorganicos, também chamados filtros fisicos, atuam refletindo e espalhando a radiacdo UV.
Os mais conhecidos e utilizados no mercado cosmético sdo o 6xido de zinco (ZnO) e o
dioxido de titanio (TiO), considerados biologicamente inertes, fotoestaveis e raramente
induzem reac6es alérgicas. Os filtros organicos ou quimicos, por sua vez, absorvem radiacao
UV e por reacdo fotoquimica diminuem os niveis de energia, reduzindo os danos celulares
(YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017; CESTARI; OLIVEIRA; BOZA, 2012).

No entanto, existem alguns inconvenientes quanto ao uso desses filtros quimicos.
Alguns causam toxicidade quando usados constantemente. Além disso, ha o risco de
permeacdo cuténea, o que poderia levar o filtro & corrente sanguinea e gerar toxicidade
sistémica ou comprometer a regulacdo hormonal. Ademais, sdo vulneraveis a fotodegradacéo,
gerando radicais livre, e sdo compostos oleosos insoluveis em agua, conferindo oleosidade a
pele (MORABITO; SHAPLEY; STEELEY et al., 2011; COUTINHO; SANTOS; MANSUR,
2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/erythema
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A fim de minimizar tais problemas e garantir que permanegam no estrato corneo
(camada mais externa da pele), é crescente o interesse em nanotecnologia para aplicagdo em
fotoprotetores. Atualmente ha muitos estudos envolvendo nanoparticulas poliméricas,
lipossomas, ciclodextrinas, nano e microemulsdes, e as nanoparticulas lipidicas que sao
divididas em nanoparticulas lipidicas solidas (primeira geracdo) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (segunda geracdo) (COUTINHO; SANTOS; MANSUR, 2015). Destes, d&-
se atencdo especial as nanoparticulas lipidicas, ja que apresentam alta biocompatibilidade, boa
estabilidade fisica, possibilidade de liberacdo controlada de substancias ativas, facil producgéo
em larga escala e baixo custo em grande quantidade de matérias primas (DAUDT,;
EMANUELLI; KULKAMP-GUERREIRO et al., 2013).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), apresentam maior estabilidade do
que as nanoparticulas lipidicas solidas, pois evita a recristalizacdo dos lipidios e impede a
expulsdo do ativo (SATO; OSHIRO-JUNIOR; MACHADO et al., 2017). Além disso, CLN
demonstram potencial para aplicacdo topica devido a sua adesividade, onde aderem a
superficie da pele formando um filme, proporcionando o efeito oclusivo (MITRI;
SHEGOKAR; GOHLA, 2011; JAIN; RAHI; PANDEY, 2017).

Finalmente, a incorporacdo do bemotrizinol (Tinosorb® S), filtro solar organico com
amplo espectro de absorcdo, a CLN pode apresentar vantagens, como protecdo do ativo da
fotodegradacgéo, aumento do FPS de formulacdes fotoprotetoras, manutencdo da formulagédo
no estrato corneo, pode impedir permeacdo para camadas mais internas da pele, além de
permitir posterior veiculacdo desse ativo em diferentes formas cosméticas, melhorando a
estética e aceitacdo do produto.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver carreadores lipidicos
nanoestruturados utilizando um planejamento experimental do tipo Box-Behnken, contendo o
filtro solar organico bemotrizinol (BEMT) e realizar caracterizacédo fisico-quimica e avaliacdo

do FPS in vitro dos sistemas obtidos.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Pele e radiacao solar ultravioleta (UV)

Grande fonte de energia natural, o sol também & essencial para a salide humana, pois,
atua no controle de processos quimicos, bioquimicos e metabdlicos, ritmos biol6gicos e bem-
estar psicoldgico. Em resumo, a luz solar € capaz de induzir muitos efeitos a depender da
intensidade da exposicdo a seus raios ultravioletas (UV) (CESTARI; OLIVEIRA; BOZA,
2012).

A radiacdo solar UV é um importante parametro ambiental que afeta organismos
vivos, materiais e atua em processos quimicos atmosféricos. A quantidade de radiacdo UV
que atinge a superficie da Terra depende do tempo e da localizacdo, ou seja, do angulo do
zénite solar e de varios parametros meteoroldgicos, como nuvens, aerossois, albedo de
superficie e ozbnio total. Uma reducdo de 10% no ozénio poderia levar a um aumento de 15 a
20% na exposic¢do aos raios UV, dependendo do processo bioldgico, aumentando a incidéncia
de danos a pele (MEDHAUG; OLSETH; REUDER, 2009; WANG; GE; GAO et al., 2014).

Apenas 5-10% dos raios emitidos pelo sol estdo na faixa ultravioleta, mas € a
quantidade suficiente para representar perigo para a salude humana, com efeitos adversos
agudos, como queimaduras solares e doengas cronicas, como o cancer de pele, além de
possiveis efeitos deletérios nos olhos (COZZI; PERUGINI; GOURION-ARSIQUAUD, 2018;
AL-JAMAL; GRIFFITH; LIM, 2014).

A radiacdo UV esta compreendida no campo eletromagnético de 100 a 400 nm (Figura
1), sendo subdividida em trés classes: UVA, UVB e UVC. A radiagdo UVC tem a faixa de
comprimento de onda mais curto, medindo de 100-280 nm, e é completamente absorvida pela
camada de ozbnio e ndo chega a superficie terrestre. A radiacdo UVB apresenta o
comprimento de onda meédio, entre 280-320 nm e é responsavel por apenas 5% da RUV
(radiacdo ultravioleta) terrestre, mas seus efeitos sdo tipicamente maiores. A radiacdo UVA,
por sua vez, mede de 320-400 nm e representa cerca de 95% da radiacdo UV (WATSON;
HOLMAN; MAGUIRE-EISEN, 2016; YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017,
SAMBANDAN; RATNER, 2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/skin-cancer
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0190962210000228#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0190962210000228#!

15

Figura 1 — Espectro de radiacdo no campo eletromagnético da luz solar.
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Fonte: autor.

A radiacdo UVA tem mais energia que a UVB e é moderadamente constante ao longo
do dia. Por ter comprimento de onda mais longo, consegue penetrar e atingir as camadas
profundas da pele através da juncdo epidérmica, onde os melandcitos residem na camada
basal, e sdo o0s principais responsaveis pelo envelhecimento precoce da pele
(SAMBANDAN; RATNER, 2011; HEO; HWANG; JEONG et al., 2018; WATSON;
HOLMAN; MAGUIRE-EISEN, 2016, WANG; GE; GAO et al., 2014; YOUNG;
CLAVEAU; ROSSI, 2017).

A radiacdo UVB penetra nas camadas superiores da pele e atinge seu pico de
intensidade em torno do meio-dia. Induz um bronzeado aumentando a producgédo de melanina,
que confere uma quantidade minima de fotoprotecdo, e também ocasiona dano a pele
(YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017). A superexposicdo a essa radiacdo causa eritema,
edema e dor, que sdo sinais caracteristicos de queimadura solar, podendo levar véarias horas
para se desenvolver. Além desses efeitos agudos, também ocasiona a supressao da imunidade
adquirida e o aumento da imunidade inata. O principal beneficio amplamente estabelecido da
RUV (radiacdo ultravioleta) na pele é a fotossintese da vitamina D que é iniciada pela
conversdo de 7-desidrocolesterol epidérmica em pré-vitamina D, induzida pelo UVB (COZZI,;
PERUGINI; GOURION-ARSIQUAUD, 2018; WATSON; HOLMAN; MAGUIRE-EISEN,
2016).

Tanto a radiacdo UVA quanto a UVB interagem com o DNA. Quando o DNA das
células da pele absorve a radiagdo UV, pode ocorrer reticulacdo das bases da pirimidina, se 0s
dimeros de DNA danificados ndo sdo reparados, mutacdes sdo criadas e podem levar ao
cancer de pele (COzZI; PERUGINI; GOURION-ARSIQUAUD, 2018; CESTARI; DE
OLIVEIRA; BOZA, 2012; YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017).
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Os efeitos da RUV na pele sdo iniciados em um nivel molecular envolvendo
cromoéforos epidérmicos e dérmicos que absorvem radiacdo UV ou visivel, cada um com
um espectro de absorcdo caracteristico. Quando esse cromoforo absorve a energia dos fétons,
ele se move para um estado de energia mais alta (“excitado™) e se torna instavel. I1sso pode
resultar em uma mudanca estrutural, na ligacdo a outras moléculas (efeito direto), para a
radiacdo UVB, ou agindo como um sensibilizador que acelera a producdo de espécies reativas
de oxigénio levando a danos celulares e induzindo a producdo de citocinas imunossupressoras
e, ainda danificando biomoléculas adjacentes, como DNA ou proteinas (efeitos indiretos),
para radiagdo UVA (HEO; HWANG; JEONG et al., 2018; AGARWAL, 2018; JANSEN et
al., 2013a).

No estado excitado, os cromoforos sdo os iniciadores de todas as respostas
fotobioldgicas de curto e longo prazo. Os cromdéforos endogenos da pele incluem DNA,
melaninas e seus precursores, acido urocanico, aminoécidos aromaticos, flavinas e
porfirinas. Ja os cromdforos exdgenos incluem drogas e fotossensibilizantes (HEO; HWANG;
JEONG et al., 2018; YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017; JANSEN et al., 2013a).

O corpo humano tem barreiras naturais para evitar a penetracdo de radiacdo UV. O
couro cabeludo, o pelo do corpo e o estrato corneo fornecem protecéo fisica. O suor e o sebo
ajudam a bloquear a radiacdo solar, absorvendo e refletindo a radiacdo UV e a luz visivel. O
mecanismo de defesa fisioldgico intrinseco humano é composto pela melanina, o sistema anti-
radicais livres e o complexo natural de reparo do DNA. Apesar disso, prote¢do adicional é
sempre necessaria, levando em consideracdo caracteristicas individuais, como tipo de pele e
tempo de exposicao ao sol (CESTARI; OLIVEIRA; BOZA, 2012; JANSEN et al., 2013b).

Dados apresentados pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) (2018) e Sociedade
Brasileira de Dermatologia (SBD) (2018) revelam que o cancer de pele é o tipo mais comum
no mundo, correspondendo a 33% dos casos de cancer no Brasil, onde o ndo-melanoma
(forma mais branda) € o mais frequente. O INCA estimou ainda para o biénio 2018-2019 mais
160 mil novos casos da doenca no Brasil, e em torno de 6 mil novos casos de cancer de pele
melanoma, forma que apresenta maior letalidade, nimeros que alertam para a prevengdo com

uso de agentes fotoprotetores.

2.2 Fotoprotecédo

Fotoprotecdo pode ser definida como um método terapéutico e profilatico essencial,

considerando as mudancas nos habitos comportamentais da sociedade humana. Além do
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cuidado com a salde e os danos severos que uma exacerbada exposicao ao sol pode causar, 0
cuidado com a estética e a prevencdo do envelhecimento precoce tem gerando grande
interesse no estudo e desenvolvimento de fotoprotetores (GONZALEZ; FERNANDEZ-
LORENTE; GILABERTE-CALZADA, 2008; SAMBANDAN; RATNER, 2011).

H& diversos meios de fotoprotecdo, incluindo os agentes fotoprotetores biologicos,
agentes fotoprotetores ambientais, agentes fotoprotores fisicos e formulacBes cosmeéticas
contendo filtros solares, os protetores solares (AL-JAMAL; GRIFFITH; LIM, 2014).

Dentre os agentes fotoprotetores bioldgicos destacam-se os cromoforos encontrados na
pele. S8o moléculas capazes de absorver fotons solares, refletir ou espalhar. Os principais sdo
melanina, hemoglobina, bilirrubina, &cidos nucleicos, aminoacidos arométicos e acido
urocanico. Os fatores ambientais influenciam a intensidade da irradiacdo UV solar. Esses
fatores incluem a concentracdo de moléculas atmosféricas reflexivas ou absorventes,
intensidade de radiacdo determinado pela hora do dia, cobertura terrestre e qualidades
reflexivas das superficies circundantes, bem como latitude e altitude. Dentre os agentes
fotoprotetores fisicos, estdo incluidos éculos de sol, com protecdo UVA e UVB, roupas que
refletem ou espalham a radiacdo UV, chapéus e guarda-sol que protegem a pele dos raios
solares (AL-JAMAL,; GRIFFITH; LIM, 2014; JANSEN et al., 2013b).

2.3 Protetor Solar

Os protetores solares estdo disponiveis no mercado desde 1928. Surgiram inicialmente
nos EUA como uma emulsdo contendo benzil-salicilato e benzil-cinamato, porém, nos anos
seguintes pouca atencdo foi dada a esses agentes, tendo seu uso restrito. Em 1943, o acido
para-aminobenzoico (PABA) foi patenteado como o primeiro filtro solar estabelecido,
marcando uma nova etapa da fotoprotecdo. Foi somente na década de 70 do Século XX que o
uso de fotoprotetores se tornou popular, com a incorporacao de filtros UVB em diferentes
emulsdes. Em 1979 iniciou-se o uso de filtros para protecdo UVA, e entre 1979 e 1992 houve
a introducdo de compostos inorganicos, levando a uma protecdo otimizada. Constituem a
primeira linha de prevencgdo e protecdo da pele e sdo destinados a aplicacdo topica e podem
apresentar-se sob diferentes formas galénicas (BAILLO; LIMA, 2012; SCHALKA; REIS,
2011; NORONHA, 2014, SAMBANDAN; RATNER, 2011).

Os protetores solares foram originalmente desenvolvidos para minimizar o eritema,
desse modo, eram principalmente absorvedores de UVB. No entanto, estudos realizados com

animais e humanos mostraram que outros efeitos patogénicos agudos e cronicos podem
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ocorrer apds exposicao cumulativa a doses variadas de, também, radiacdo UVA. Foi, portanto,
reconhecido que, para protecdo contra danos que ndo sejam queimaduras solares, um protetor
solar ideal deve proteger contra toda a faixa solar de UVB e UVA (YOUNG; CLAVEAU,;
ROSSI, 2017; AL-JAMAL,; GRIFFITH; LIM, 2014).

Padrdes regulatorios para protetores solares diferem em todo o mundo. Nos Estados
Unidos, os protetores solares sdo considerados medicamentos de venda livre e no Canada séo
considerados medicamentos, a menos que contenham apenas dioxido de titanio, oxido de
zinco ou PABA, onde sdo definidos como produtos de salde naturais. A maioria dos
protetores solares na Australia é considerada como bens terapéuticos. Em outros paises,
incluindo a Unido Europeia, China, India, Japdo e membros da Associacio das Nacbes do
Sudeste Asiatico e do Mercosul (inclusive Brasil), os protetores solares sdo definidos como
cosméticos, embora por critérios diferentes (YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017).

No Brasil, a RDC n° 30 de 01 de junho de 2012 define protetor solar como qualquer
preparacdo cosmetica destinada a aplicacdo na pele e labios, com a finalidade exclusiva ou
principal de protegé-la contra a radiacdo UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo
a radiacdo (ANVISA, 2012).

Para medir o potencial fotoprotetor dessas formulacGes, usa-se, principalmente, o fator
de protecdo solar (FPS), que é definido pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA)
(2013), como a relacdo numérica entre a dose eritematdgena minima (DEM) de pele protegida
por 2 mg/cm? com o substrato testado e a pele desprotegida apds exposicdo a quantidades
padronizadas de uma radiacdo solar simulada. Essa definicdo é aceita por todo o mundo,
porém sO6 pode ser usada para avaliar a protecdo contra radiacdo UVB. A classificacdo
quantitativa e qualitativa varia de baixa a muito alta (Tabela 1) (AL-JAMAL; GRIFFITH,;
LIM, 2014, NORONHA, 2014).

Tabela 1 - Classificacdo do FPS para rotulagem de fotoprotetores.

PROTECAO FPS
BAIXA 6-10
MEDIA 15-25
ALTA 30-50

MUITO ALTA 50+

Fonte: Adaptado de Noronha, 2014.
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Visando os danos que a radiagdo UVA também é capaz de causar, foram
desenvolvidos testes para medicdo da protecio UVA. E usado o escurecimento persistente do
pigmento (Persistent Pigment Darkening) (PPD) como ponto final clinico. O PPD é a razao
entre a dose minima de radiacdo necessaria para induzir as primeiras alteracdes de
pigmentacdo perceptiveis na pele protegida com o filtro e na pele desprotegida. O PPD, que é
estavel 2 horas apds a exposicao, é uma resposta prolongada apo6s a irradiagdo com radiacéo
UVA. Segundo a Comunidade Europeia, a recomendacdo para o Fator de Protecdo UVA
(PPD) é de no minimo 1/3 do FPS (UVB). Os protetores solares recebem, entdo, uma
classificacdo ndo quantitativa, variando de 1 a 4 estrelas. Sendo 1 protecdo minima e 4
protecdo méaxima (JANSEN et al., 2013b, BAILO; LIMA, 2012).

O método do comprimento de onda critico, estabelecido pelo FDA exige
determinacéo in vitro da absorbancia do produto. Apenas formulagdes que possuem 90% da
absorbancia a um comprimento de onda a 370 nm podem ser considerados de amplo espectro
de acdo (protecio UVA e UVB) (AL-JAMAL; GRIFFITH; LIM, 2014; YOUNG;
CLAVEAU; ROSSI, 2017).

Os filtros UV sdo os principais componentes dos protetores solares, e sdo divididos em
dois tipos: fisicos ou inorganicos, que a refletem ou dispersam os raios solares e podem
representar até 10% da fotoprotecdo global, e quimicos ou organicos, onde o principal
mecanismo é de absorcdo. Uma vez que um féton UV € absorvido, a energia deve ser liberada
como fluorescéncia, fosforescéncia, calor, vibracdo, transferéncia de energia para outra
molécula, ou fotorreacdo antes de aceitar outro foéton. Quanto mais rapida a taxa de retorno ao
estado fundamental original, mais vantajoso é o filtro solar. No entanto, se o substrato sofrer
uma fotorreagéo irreversivel, a degradacio por UV do substrato ocorre. E o tipo de filtro solar
mais abundante no mercado (AL-JAMAL; GRIFFITH; LIM, 2014; CESTARI; OLIVEIRA,
BOZA, 2012).

Os filtros inorgénicos s&o minerais e os mais utilizados na atualidade s&o o Oxido de
zinco (Zn0O) e didxido de titanio (TiO,). Sdo considerados biologicamente inertes,
fotoestaveis e raramente induzem reacGes alérgicas. Entretanto, esses filtros conferem uma
aparéncia esbranquicada a formulacdo, e espalhabilidade diminuida, tornando-os menos
aceitaveis esteticamente. Novas tecnologias, como micronizacdo e encapsulamento, que
diminuiram o tamanho dessas particulas, permitiram a producdo de filtros cosmeticamente
mais aceitaveis. A incorporacdo de TiO, e ZnO as nanoparticulas trouxe melhorias, e os filtros
solares tornaram-se mais transparentes, fluidos e com melhor espalhabilidade. Porém o uso

desses nanossistemas gerou preocupacfes quanto a permeacdo e seguranca percutanea, deste
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modo, recomenda-se cuidado no uso desses filtros nanoparticulados (CESTARI; OLIVEIRA,;
BOZA, 2012; GILBERT et al., 2016; MORABITO et al., 2011).

Os filtros solares organicos sdo compostos essencialmente aromaticos conjugados
contendo grupos carboxilicos ou carbonilas e, geralmente, dissubstituidos, possuindo grupos
aceptores e doadores de elétrons, como por exemplo, uma amina ou metoxila no anel
aromatico que absorvem a radiacdo em diferentes regibes espectrais. O tipo de substituinte e
sua posicdo no anel aromatico sdo os responsaveis pelos diferentes padrbes de absorcédo
observados para cada filtro. Por meio de um mecanismo de ressonancia, os filtros quimicos
séo capazes de absorver a radiacdo UV e reduzir sua energia, dissipando-a em forma de calor,
menos nocivo ao organismo. Sdo divididos em filtros UVA, UVB e de amplo espectro,
cobrindo tanto a faixa UVA quanto UVB (JANSEN et al, 2013; AO; YUAN; GAO et al.,
2018; PERES, 2015; COHEN; GRANT, 2016).

A seguranca dos protetores solares esta relacionada com a avaliagdo dos efeitos dos
filtros quimicos na pele (irritacdo e sensibilizacdo) e também a possibilidade de permeacéo
cutanea. Estudos comprovam que alguns filtros solares organicos sdo absorvidos pela pele
apos aplicacdo topica e causam efeitos colaterais sistémicos. Uma vez que chegam a
circulacdo podem induzir reacdes fototoxicas e fotoalégicas no organismo. A capacidade de
permeacao desses filtros esta relacionada com o seu peso molecular. Uma vez que 0 peso
molecular médio dos filtros comumente usados € inferior a 500 Da e compostos com pesos
moleculares abaixo de 500 Da podem penetrar e ultrapassar 0 estrato corneo, permitindo a
absorcdo sisttmica. Embora oferecam vantagens cosmeéticas significativas em comparacao
com filtros inorganicos, eles tém chamado atencdo pela sua seguranca devido a fraca
fotoestabilidade (HEO; HWANG; JEONG et al., 2018; COZZI; PERUGINI; GOURION-
ARSIQUAUD, 2018; VIOLANTE; SOUZA; VENTURINI et al., 2009; CHATELAIN;
GABARD, 2001; BHUPTANI; PATRAVALE, 2019).

De fato, a fotoinstabilidade desses filtros UV pode levar a reac6es fotoquimicas que
comprometem suas propriedades fisicas (cor, aparéncia) e quimicas (eficacia), que por sua
vez, podem causar efeitos indesejveis como a producdo de filtros solares inativos ou
moléculas altamente reativas que podem reagir com a pele. Apos absorcdo de radia¢do UV, a
molécula excitada pode atingir um equilibrio estavel através da isomerizacdo reversivel ou,
sob certas condi¢es, retornar a sua forma original (estado fundamental), a energia de ambos
0s estados excitados pode ser dissipado como calor, luz ou ambos ou transferido para as
moléculas circundantes. Quando isso ndo acontece, a molécula pode quebrar ou se reorganizar
(HEO; HWANG; JEONG et al., 2018; COUTINHO; SANTOS; MANSUR, 2015; COzZI,
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PERUGINI; GOURION-ARSIQUAUD, 2018; VIOLANTE; SOUZA; VENTURINI et al.,
2009; CHATELAIN; GABARD, 2001).

O filtro bemotrizinol (bis-etil-hexiloxifenol metoxifenil triazina), também conhecido
pelo seu nome comercial Tinosorb® S, é uma molécula com amplo espectro de absrogdo
abrangendo os comprimentos de onda de 280 a 380 nm (UVA e UVB), apresentando picos de
absorcdo em 310 e 343 nm. E uma molécula lipossoluvel e fotoestavel. Sua estrutura contém
dois grupamentos hidroxila na posicdo orto (Figura 2), que permitem o fendmeno de
tautomerismo, responsavel pela rapida liberacdo de energia pela molécula apos a absorcdo da
radiacdo UV e facilita seu retorno ao estagio fundamental. Seu uso é permitido nos paises do
Mercosul, Japdo, Austrélia e Unido Europeia e em diversos outros paises (TUCHINDA; LIM;
OSTERWALDER et al., 2006; ASHBY; TINWELL; PLAUTZ et al., 2001).

Figura 2 — Estrutura quimica do filtro bemotrizinol.
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Fonte: Ashby et al., 2001.

A fim de melhorar os inconvenientes de muitos filtros solares, muitas pesquisas tém
sido feitas no ambito da nanotecnologia. Como por exemplo, micro e nanoemulsdes,
nanoparticulas poliméricas, lipossomas ou nanoparticulas lipidicas (nanoparticulas lipidicas
sélidas e carreadores lipidicos nanoestruturados), com enfoque maior no Gltimo (MANAIA;
KAMINSKI; SOARES et al, 2012; GUTIERREZ-HERNANDEZ; ESCALANTE;
MURILLO-VAZQUEZ et al., 2015; BACCARIN; MITJANS; RAMOS et al., 2015;
FRIZZO; FEUSER; BERRES et al., 2019; LV; CONG; LIU et al., 2018; ALVAREZ-
ROMAN; BARRE; GUY et al., 2001; NIKOLIC; KECK; ANSELMI et al., 2011;
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OLIVEIRA; PERES; GRAZIOLA, 2015; VILLALOBOS-HERNANDEZ; MULLER-
GOYMANN, 2006, PUGLIA; DAMIANI, OFFERTA, 2014).

2.4 Nanoparticulas lipidicas

No inicio da década de 90 alguns grupos de pesquisa comegaram a voltar as atencoes
para um nanossistema alternativo as nanoparticulas poliméricas e aos lipossomas, a primeira
geracdo de nanoparticulas lipidicas denominadas hoje como nanoparticulas lipidicas sélidas
(NLS) (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009).

As NLS sdo dispersbes aquosas de particulas formadas por lipidios sélidos a
temperatura ambiente e corporal, e que sdo bem tolerados pelo organismo. S&o estabilizadas
por um ou varios agentes tensoativos, apresentando tamanho dentro da escala manométrica
(PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009; SILVA, 2013; MULLER; MADER; GOHLA,
2000).

Tém ampla aplicabilidade na tecnologia farmacéutica, cosmética e de alimentos
devido a sua estabilidade quimica, estabilidade fisica e compatibilidade com grande nimero
de ativos. A sua matriz lipidica solida permite modular a liberacdo das substancias
encapsuladas, protegé-las contra degradacdes e melhorar a sua passagem através das barreiras
fisiologicas, pois o aprisionamento dos compostos bioativos dentro da matriz lipidica
solidificada impede a sua difusdo para a fase externa, como nas emulsdes, onde eles sdo
propensos a reacOes oxidativas (DAUDT et al., 2013; JAIN; RAHI; PANDEY et al., 2017,
SALMINEN; HELGASON; AULBACH et al., 2014).

Sdo usados triglicerideos, misturas de glicerideos ou ceras como matriz sélida para
desenvolvimento das NLS. No entanto, a utilizacdo de lipidios com alto grau de cristalinidade
leva a formacdo de cristais perfeitos, limitando capacidade dessas nanoparticulas de
incorporar ativos, sendo mais predisponente a expulsdo durante o armazenamento. Isso
acontece porque o lipidio cristaliza em modificacdes lipidicas altamente energéticas, a e 3,
imediatamente apds a preparagdo dos NLS. No entanto, esses cristais podem sofrer
modificagdes de baixa energia, Bi e B, em longo prazo, gerando uma matriz lipidica mais
ordenada, ndo acomodando bem o ativo, levando a expulsdo (DAN, 2016; DAS; NG; TAN,
2012).

A fim de superar as limitagbes apresentadas pelas NLS foram desenvolvidos os
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), uma segunda geracdo de nanoparticulas

lipidicas. Sdo nanoparticulas que mantiveram as vantagens das NLS, mas sua matriz lipidica é
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desorganizada, com cristais imperfeitos. O CLN é composto por uma mistura de lipidio solido
mais lipidio liquido, numa proporcao de 70:30 até 99,9:0,1 promovendo, assim, uma melhor
acomodacdo do ativo e aumentando a estabilidade durante o armazenamento. Os lipidios
solidos envolvidos na mistura devem apresentar ponto de fusdo maior ou igual a 40 °C,
obtendo-se uma matriz solida a temperatura ambiente e corporal (PARDEIKE; HOMMOSS;
MULLER, 2009, KHURANA; JAIN; BEDI, 2013).

A incorporacdo de lipidios liquidos causa imperfeicGes estruturais de lipidios sélidos,
pois sua estrutura cristalina perfeita é desviada para a formacdo de uma rede cristalina com
muitos espacos e estruturas amorfas (Figura 3). Estes espacos Sd0 0S responsaveis por
acomodar o ativo. Por isso, o lipidio liquido a ser utilizado determina o estado dos
nanocarreadores, bem como a sua capacidade de carga e o padrdo de liberacdo dependem da
mistura de lipidios solido e liquido (JAIN; RAHI; PANDEY et al., 2017; MULLER;
RADTKE; WISSING, 2002)

Figura 3 — Matriz lipidica da NLS (esquerda) e do CLN (direita).

\

Fonte: Pardeike; Hommoss; Miiller, 2009.

Tanto as NLS quanto os CLN demonstram potencial para aplicacdo topica devido a
sua adesividade. Esta propriedade foi aumentada com os carreadores lipidicos
nanoestruturados, eles aderem a superficie da pele formando um filme e proporcionando a
oclusdo. Este efeito oclusivo é desejado em formulagdes dermocosmeticas, pois mantém a
hidratacdo da pele impedindo a evaporacdo da agua. A oclusdo depende do tamanho das
particulas e da quantidade de particulas existentes. Particulas maiores ndo conseguem ter um
alto efeito, assim como uma quantidade pequena nos sistemas (MITRI; SHEGOKAR,;
GOHLA et al., 2011; JAIN; RAHI; PANDEY et al., 2017).

Os CLN sdo sistemas adequados para incorporagdo de agentes fotoprotetores, uma vez
que sdo incorporados na matriz lipidica, tendo uma liberacdo controlada e prolongada do
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ativo. Além disso, os lipidios sélidos utilizados na preparacdo desses carreadores atuam como
filtros fisicos, proporcionando um efeito sinérgico e, por isso, a quantidade necessaria do
ativo para efeito fotoprotetor diminuird. Outra razdo para serem uma boa escolha quanto a
fotoprotecdo, € que devido a boa adesividade, o0 produto passard mais tempo na pele, ndo
sendo perdido na transpiracdo ou na agua (SALA; DIAB; ELAISSARI et al., 2018; JAIN;
RAHI; PANDEY et al., 2017; NIKOLIC; KECK; ANSELMI et al., 2011).
Villalobos-Hernandez e Miuller-Goymann (2006) obtiveram aumento no fator de
protecdo solar (FPS) ao incorporar TiO, a NLS. Do mesmo modo, Puglia et al. (2014) e
Nikolic et al. (2011) desenvolveram CLN contendo mistura de filtros solares organicos e
obtiveram FPS maiores do que o encontrado em protetores solares convencionais,
relacionando tal fato ao sinergismo existente entre o lipidio solido utilizado no

desenvolvimento desses nanocarreadores e o filtro solar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar nanocarreadores lipidicos contendo o filtro solar orgéanico

bemotrizinol (Tinosorb® S).

3.2 Objetivos Especificos

f)
9)

Este estudo buscou atender aos seguintes objetivos especificos:

realizar estudos preliminares para determinacdo dos parametros fixos na obtencédo
do sistema;

realizar planejamento experimental do tipo Box-Behnken 32 para otimizagdo dos
nanossistemas;

caracterizar os nanocarreadores obtidos quanto ao tamanho, indice de polidispersao
e potencial zeta;

realizar analises térmicas e espectroscopia na regido de infravermelho a fim de
avaliar possiveis interacdes entre 0os componentes, bem como estabilidade dos
sistemas frente as condicdes de elevadas temperaturas;

realizar analise de difracdo de raios-X para avaliar caracteristicas quanto a
cristalinidade dos sistemas;

avaliar a morfologia das particulas via microscopia eletrénica de varredura (MEV);
avaliar o potencial fotoprotetor dos nanossitemas in vitro de modos qualitativo e

guantitativo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Cera de Carnauba (All Chemistry, Sao Paulo, Brasil)

Bemotrizinol (Tinosorb® S) (Basf, Ludwigshafen am Rhein, Alemanha)

Polissorbato 80 (All Chemistry, Sdo Paulo, Brasil)

Triglicerideos do acido caprico e caprilico (All Chemistry, Sdo Paulo, Brasil)

Span® 80 (Sorbitane monooleate, Sigma-Aldrich, Alemanha)

Agua destilada (Destilador de 4gua Pilsen, modelo SP5L, Presidente Prudente, Brasil)

4.2 Métodos

Os métodos utilizados para desenvolvimentos dos carreadores lipidicos
nanoestruturados, incorporacgéo do filtro solar e posterior caracterizacdo sdo descritos abaixo.

4.2.1 Estudos preliminares para obtencdo dos CLN

4.2.1.1 Determinacdo da concentracdo de fase lipidica e razdo de lipidios (sélido:liquido)

Foram desenvolvidas trés formulagbes com concentracfes de fases lipidicas distintas
(5, 10 e 20 %). Apos o preparo, os sistemas foram submetidos a centrifugacdo durante 10 min
com velocidade de 5.000 rpm (rotagdes por minuto) a fim de escolher a concentracdo que
permitiria um CLN macroscopicamente estavel.

Escolhida a formulacéo, foram desenvolvidos mais trés sistemas, dessa vez, variando a
razdo de lipidios solido:liquido (30:70, 50:50, 80:20). Foi avaliado, entdo, o tamanho e 0
indice de polidispersdo (IPD) das particulas. O sistema que apresentou tamanho dentro da

faixa desejada e menor IPD foi o escolhido para seguir com as etapas seguintes.

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

O planejamento de experimentos foi desenvolvido a principio com o objetivo de obter

0 maximo de informac0es eficientes de um conjunto de dados com o minimo de simulagdes
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possivel, principalmente em casos de processos quimicos com mudltiplas reacdes e multiplos
reagentes (PEREIRA, 2002; LI et al., 2017).

Com base nisso, foram escolhidos trés principais fatores, como variaveis
independentes: concentragdo de filtro solar (X1), concentracdo de tensoativo (X2) e tempo de
homogeneizagdo em sonicador (X3), para avaliar a interagdo e os efeitos deles nas
formulagdes, como descrito na tabela 2. O tamanho de particula foi a variavel dependente (),
escolhida como resposta. Entdo, o planejamento Box-Behnken com 3 fatores e 3 niveis foi
usado para otimizar o desenvolvimento do sistema, e um total de 16 corridas experimentais

foram 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: autor.

4.2.2 Estabilidade frente a centrifugacéo

Apos definicdo dos parametros para obtencdo dos nanocarreadores, o sistema branco e
contendo BEMT foram submetidos a centrifugacdo em microcentrifuga modelo NI1801
(Nova Instruments, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 5000 rpm por dez minutos, no intervalo

de 1, 7, 15, 30 e 60 dias apds preaparacao.
4.2.3 Obtencéo dos CLN

Finalizada a primeira etapa do desenvolvimento, foram determinados os parametros
ideais para obtencgdo dos CLN, estabelecendo um protocolo de desenvolvimento.

Os lipidios foram aquecidos a uma temperatura maior do que ponto de fuséo do lipidio
solido (aproximadamente 80 °C). Os tensoativos e o filtro solar também foram aquecidos na
fase lipidica. A porgdo aquosa, contendo apenas aguas destilada, foi aquecida a mesma

temperatura.
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Posteriormente, a fase aquosa foi vertida na lipidica e levada a agitacdo mecénica em
desruptor de células ultrassénico (Unique, Indaiatuba, SP, Brasil) por dois ciclos de sete
minutos cada um, para fragmentacédo das particulas a poténcia de 200 W. Posteriormente, 0s
frascos foram levados a resfriamento em banho de gelo para solidificacdo dos

nanoccarreadores.

4.2.4 Caracterizacdo dos CLN

4.2.4.1 Andlise do tamanho das particulas e indice de polidispersao (IPD)

As analises dos tamanhos das particulas e dos IPD foram realizadas utilizando a
técnica do espalhamento de luz do raio hidrodindmico ou dynamic light scatering (DLS) das
particulas em suspensdo utilizando o equipamento Zetasizer Nano (Malwern
Montgomeryville, USA). As amostras foram diluidas em &gua destilada na propor¢do de
1:100 (v/v) e as leituras realizadas 1, 7, 15 e 30 dias apds desenvolvimento dos sistemas.

4.2.4.2 Determinacdo do potencial Zeta

O potencial Zeta das particulas foi determinado pela medicdo da mobilidade
eletroforética das particulas em suspensdo utilizando o equipamento Zetasizer Nano
(Malwern, Montgomeryville, USA). As analises foram repetidas trés vezes a 25 °C com forca
de campo de 20 V/cm. As amostras foram diluidas em &gua destilada na propor¢édo de 1:100
(v/v) e as leituras realizadas 1, 7, 15 e 30 dias apds desenvolvimento dos sistemas.

4.2.4.3 Analise morfoldgica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A técnica utilizada para analise da morfologia das nanoparticulas foi microscopia
eletronica de varredura de alta resolucdo (MEV-FEG) em equipamento JEOL JSM-7500F
(JEOL, Boston, USA).

As amostras foram diluidas na proporcdo 1:30 (v/v) em &gua destilada.
Posteriormente, uma gota do material foi disposta sobre suporte metalico e seco em
temperatura ambiente por trés dias em dessecador. O suporte foi entdo revestido com material

condutor e as fotomicrografias foram obtidas com um aumento de 50000x.
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4.2.4.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises DSC dos componentes das formulacGes, dos sistemas liofilizados e das
misturas binérias (1:1) do BEMT com os outros componentes foram realizadas pesando-se 4
mg de cada amostra e selando-as em cadinhos herméticos de aluminio, sendo submetidas a
condicgdes de temperatura entre 20 e 300 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C/min em
fluxo de nitrogénio de 50 mL/min. Foi utilizado o mddulo calorimétrico modelo Q20 (TA

Instruments, New Castle, Delaware, EUA).

4.2.4.5 Anélise termogravimétrica (TG)

As curvas TG dos componentes das formulacdes e dos sistemas liofilizados foram
obtidas utilizando o analisador térmico simultdneo TG modelo SDT Q600 (TA Instruments,
New Castle, Delaware, EUA), sob fluxo de nitrogénio (100 mL/min), razdo de aquecimento
de 10 °C/min, faixa de temperatura entre 25 — 900 °C, utilizando 4 mg de amostra previamente

pesadas em cadinho de alumina.

4.2.4.6 Difracdo de raios X (DRX)

As informacgbes sobre a cristalografia ou amorfizacdo da cera de carnadba (CC),
BEMT e dos carreadores lipidicos nanoestruturados brancos (CLNB) e carreadores lipidicos
nanoestruturados contendo filtro solar (CLNF) liofilizados foram determinadas atraves da
analise de espectroscopia por difracdo de raios X (DRX).

Os dados foram obtidos utilizando difratbmetro modelo XRD 7000 (Shimadzu, Kyoto,
Japdo), com varredura de raios X em angulo aberto de 20 entre 5 e 60° sistema 6-0,
utilizando-se radiagdo de Cu (A = 1,5418 A), no passo de 0,02° (0) e intervalo de 1,0 s para

cada amostra.

4.2.4.7 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os picos caracteristicos do filtro fornecem a informagdo de qualquer possivel
interacdo entre ele e os excipientes da formulacdo das nanoparticulas. Foram realizadas
analises do BEMT e todos os outros componentes separadamente, bem como dos CLNB e
CLNF.



30

Foi realizada analise por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier com refletancia total atenuada (FTIR-ATR) na faixa de 4000 cm™ a 600 cm™,

utilizando o equipamento Spectrum 400 (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, EUA).
4.2.4.8 Avaliacédo do potencial fotoprotetor in vitro

Utilizando espectrofotometro UV-VIS-NIR Lambda 750 (Perkin Elmer, Waltham,
Massachusetts, EUA), foram obtidos espectros de absorbancia do CLNF e uma solucdo de
BEMT em éalcool isopropilico de iguais concentracfes, nos comprimentos de onda de 290 a
400 nm. Tanto o CLNF quanto a solucdo de BEMT foram diluidos em agua destilada na

proporc¢édo de 1:500 (v/v).
4.2.4.9 Determinacdo do Fator de Protecdo Solar (FPS) in vitro

A determinacdo do FPS in vitro foi realizada seguindo o método de Mansur e
colaboradores (1986), utilizando o espectrofotémetro UV-VIS 12-40 (Shimadzu, Kyoto,
Japdo). Foram avaliados os CLNF, CLNB, solucdo de BEMT em alcool isopropilico na
mesma concentracdo do nanossistema carregado com filtro e um protetor solar comercial de
FPS conhecido.

As formulagdes foram diluidas em alcool isopropilico até a concentracdo final de 0,2
mg/mL. As absorbancias foram determinadas na faixa de 290 a 320 nm com intervalos de 5
nm, sendo realizadas em triplicata para cada comprimento de onda e o valor do FPS foi
determinado através da Equacéo 1:

FPSespectrofotométrico = FC . 2358. EE ()\,) . I . AbS (}\;) (Eq. 1)

Em que: FPS corresponde ao fator de protecdo solar; FC é o fator de correcdo, que €
10, determinado de acordo com dois filtros solares de FPS conhecidos de tal forma que um
creme contendo 8% de homossalato resultasse no FPS 4; EE é o efeito eritemogénico da
radia¢do de comprimento de onda (A); I ¢ a intensidade da luz solar no comprimento de onda
(A); Abs (A) corresponde a absorbancia da solu¢do da formulacdo contendo filtro solar no
comprimento de onda (A). Os valores de EE (A) e I (A) (Tabela 3) foram previamente

calculados por Sayre et al. (1979).
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Tabela 3 — Relacéo efeito eritemogénico (EE) e intensidade de radiacdo (1) para cada

comprimento de onda.

A (nm) EE X I
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

X 1,0000

Fonte: Mansur et al. (1986).

O célculo para obtencdo do valor corrigido do FPS com base no protetor solar
comercial (PC), foi realizado seguindo a Equacéo 2:

_ FPSespectrofotométrico x FPSrotulado
I:I:)Scorrigido = (Eq 2)

FPSpc

Sendo, FPSespectrofotométrico 0 Valor obtido para cada formulacéo pelo método de Mansur
et al. (1986); FPSrowiado 0 Valor expresso no rotulo do fotoprotetor comercial; FPSy. o valor
obtido do protetor solar comercial no método.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos preliminares para obtencéo do CLN

Um estudo prévio foi realizado a fim de determinar pardmetros ideais para
desenvolvimento dos carreadores lipidicos nanoestruturados e otimizar o tempo desse

desenvolvimento.

5.1.1 Determinacao da concentracdo de fase lipidica e razéo de lipidios (solido:liquido)

O primeiro passo do estudo foi determinar a concentracdo de fase lipidica que
resultaria em um sistema macroscopicamente estavel ap0s agitacdo e centrifugacdo. Para esta
etapa, fixou-se razdo de lipidios 50:50 (s6lido:liquido), a concentracdo de tensoativos a 3% e
0S parametros para agitagéo: dois ciclos de cinco minutos com poténcia a 200 W. Nesta etapa
ndo houve adicao do filtro solar.

Os sistemas | (5% de lipidios), 11 (10% de lipidios) e 111 (20% de lipidios) mostraram-
se homogéneos ap06s desenvolvimento, ndo havendo separacdo de fases em nenhum deles
apos agitacdo. Na figura 4 tém-se os sistemas prontos apos agitacdo e banho de gelo.

Para confirmar a integridade das formulacGes, sua estabilidade frente a centrifugacéao

foi avaliada a 5000 rpm por 10 minutos.

Figura 4 — Sistemas apdés agitacao.

Fonte: autor.

Quando submetidos & centrifugacdo na segunda etapa do estudo, os sistemas
obtiveram comportamentos distintos. O sistema | foi o0 Unico que ndo apresentou separacao de
fases. O que mostra que a concentracdo de tensoativo foi suficiente para estabilizar a

formulacdo quando em 5% de lipidios. Isso sugere que as particulas ndo se agregaram e,
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mesmo apos o estresse da centrifugacdo, o sistema se manteve homogéneo. Sendo, entdo, a
concentracdo lipidica de 5% escolhida para dar seguimento ao desenvolvimento dos CLN.

Os sistemas Il e 111 apresentaram uma separacéo de fases (Figura 5), onde um excesso
de lipidio pode ser observado na parte superior do tubo. Isso aconteceu porque a concentracao
de tensoativo utilizada ndo foi suficiente para estabilizar o sistema e manté-lo homogéneo,
devido ao alto teor lipidico. Entdo, a diminuigdo da tensdo interfacial na superficie das fases
provocou agregacdo e precipitacdo das particulas, um fendmeno denominado cremacao
(LACHMAN et al., 2001; LACERDA, 2009).

Figura 5 — Sistemas apds centrifugacao.

Fonte: autor.

Na segunda etapa do estudo preliminar foram definidas as proporcdes de lipidios a
serem utilizadas como parametro fixo.

Trés proporcBes de lipidios solidos e liquidos foram testadas e trés sistemas
preparados. A concentracdo total de lipidios a 5% foi mantida fixa e os demais parametros
também, variando apenas a proporc¢do. O sistema A tinha a proporcao 50:50 (sélido:liquido),
sistema B tinha a proporcédo 70:30 e o sistema C a proporcao 80:20.

N&o houve separacdo de fases, como ja era esperado, e dessa vez foi determinada a
razdo de lipidios ideal para o tamanho das particulas menor que 200 nm e indice de
polidisperséo até 0,3.

O sistema A teve o tamanho de particulas maior (349,5 nm) e mais heterogéneo,
evidenciado por um valor de IPD acima de 0,4.

O sistema B apresentou um tamanho de particula menor (273,9), préximo a faixa de
tamanho desejada, porém com IPD semelhante ao sistema A, indicando tamanho de particulas
mais heterogéneo que o sistema C. O sistema C obteve tamanho dentro da faixa desejada para
obtengédo dos CLN (166,4 nm) e indice de polidisperséo entre 0,2 e 0,3 sugerindo a formacéo
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de particulas com tamanho mais homogéneo que os dois anteriores (Tabela 4). Assim, foi
definida a raz&o de lipidios fixada para as proximas etapas.

Estes resultados corroboram com Pardeike, Hommoss e Miuller (2009), quando
afirmaram que as proporcdes ideias para obtencdo de CLN variam de 70:30 até uma

proporcéo de 99,9: 0,1.

Tabela 4- Tamanho médio das particulas e IPD dos sistemas A, B e C + desvio padréo.

SISTEMA TAMANHO (nm) IPD
A 351,5+138 0,42+0,01
B 277,1+3,5 0,37 £ 0,02
C 166,4 + 2,1 0,26 + 0,00

Fonte: autor.

5.1.2 Planejamento experimental do tipo Box-Behnken para incorporagéo do BEMT

Na etapa anterior, foram determinados os parametros fixos para seguir com o
desenvolvimento dos CLN, com o objetivo de obter um sistema branco que estivesse dentro
dos padrGes desejaveis, que foram tamanhos de particula inferior a 200 nm e IPD inferior a
0,3.

Para a incorporacdo do ativo cosmético, o filtro solar organico BEMT, foi realizado
um planejamento experimental do tipo Box-Behnken com trés variaveis independentes e trés
niveis para cada varidvel: baixo, médio e alto.

A variavel dependente escolhida como resposta foi o tamanho das particulas obtido
para cada um dos sistemas. Foram preparadas dezesseis formulacbes em ordem aleatoria,

sendo trés delas repeti¢es do ponto central. Os resultados sdo mostrados na tabela 5.
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Tabela 5 — Matriz de planejamento Box-Behnken e a resposta tamanho.

Formulagio X1 X2 X3 Resposta
CF (%) CT (%) T (min) Tamanho (nm)
1 0,3 2 5 429,90
2 0,5 2 3) 419,50
3 0,3 4 5 196,50
4 0,5 4 3) 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 0,4 2 7 335,10
12 0,4 4 7 149,90
13 0,4 3 5 170,40
14 0,4 3 5 204,10
15 0,4 3 5 164,70
16 0,4 3 5 236,20

Fonte: autor.

Foi gerado o grafico de Pareto (Figura 6), das superficies de resposta e a analise de
variancia (ANOVA) para avaliar quais varidveis ou interacbes significativas que de fato

influenciaram na resposta tamanho de particulas.
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Figura 6 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados.

@cTu | I 513789

T(Q) | |-3,35333

CT(Q) | |-3.49396
1Qby3L | |-3.35776
1Lby2Q | |3,028272
CF(Q) | |-2/83196
1Lby3L | |-1.71154

(3T(L) |-1,68056
1Qby2L | |1.670881

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

p=,05

Estimativa dos efeitos padronizados (valor absoluto)

Fonte: autor.

O grafico de Pareto ordena a frequéncia das ocorréncias da menor para maior,
permitindo a prioriza¢do dos problemas. Ou seja, o grafico de Pareto sugere qual a variavel
significativa dentro das condigdes avaliadas.

Neste trabalho, a concentracdo de tensoativos (CT) foi a varidvel mais significativa
(p<0,05), corroborando com o0 exposto por Pardeike et al. (2011) que afirma que uma
concentracdo mais alta de tensoativos é responsavel pela producdo de particulas de tamanhos
menores. Isso pode ser explicado pelo impedimento estérico criado na superficie das
particulas pelo tensoativo, que impediu a coalescéncia e agregacdo das particulas menores em
maiores, aumentando assim a estabilidade dos carreadores de menor tamanho (RAHMAN;
ZIDAN; KHAN, 2010; THAPA; AHAD; AQIL et al., 2018).

Modelos de superficie de resposta podem ser aplicados para definir condigdes
Otimas de trabalho ou a sensibilidade da variavel resposta a mudancas dos niveis das variaveis
independentes de interesse (PEREIRA, 2002).

As figuras 7, 8 e 9 mostram os graficos da superficie de resposta e como a variavel

dependente (tamanho) reage a mudanca dos niveis de cada variavel independente.
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Figura 7 — Superficie de resposta da interagédo entre CT e CF. Gréfico 3D e contorno.

Bl > 500
Bl < 420
[1<320

4,2
4,0
3,8
3,6
3,4
3,2

3,0

CT

2,8
2,6
2,4
2,2

2,0 Il > 500
Bl <420
1,8 [ 1<320

028 030 032 034 036 038 040 042 044 046 048 050 0,52y <220

CF Il <120

Fonte: autor.
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Figura 8 - Superficie de resposta da interacdo entre T e CT. Gréfico 3D e contorno.
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Figura 9 — Superficie de resposta da interagéo entre T e CF. Gréfico 3D e contorno.
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Foi possivel observar que, a medida que a concentracdo de tensoativo diminuiu,
maior foi o tamanho das particulas. A inclinacdo dos graficos nas figuras 7 e 8 mostram que a
varidvel CT mantém seu valor inalterado, ou seja, o tamanho de particulas sera menor em
concentragdes maiores de tensoativo sem sofrer influéncia do tempo de agitacdo ou da
concentracdo de BEMT. O que indica que a interacdo entre CT e CF e CT e T ndo é
significativa, corroborando com o apresentado no gréfico de Pareto.

Na figura 8, observou-se que tanto a varidvel CT quanto a varidvel T sdo
significativas. A regido onde serdo obtidas particulas com tamanho menor é onde a
concentracdo de tensoativo foi maior, e o tempo de agitacdo também, diferindo do que foi
observado anteriormente, pois, nesse caso a interacdo nado € significativa, apenas as variaveis
independentes.

Como mostrado nos dados anteriores, a varidvel CF nao foi significativa. Porém, o
gréafico apresentado na figura 9 sugere que a interacdo entre as variaveis T e CF € significativa
(p<0,05), concordando também com o exposto no grafico de Pareto. A concentracao de filtro
solar exerce influéncia sobre o tempo de agitacdo, o nivel médio da varidvel T foi o mais
satisfatorio, enquanto que na figura 8 em tempo mais elevado obteve-se particulas menores.

Na figura 10 tem-se os valores preditos x valores observados.

Figura 10 — Valores preditos x valores observados.
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Fonte: autor.
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A linha vermelha representa a equacdo do modelo matematico e os pontos azuis sdo
os valores obtidos como resposta do planejamento. Quanto mais proximo a reta estiver da
resposta, mais aceitavel sera o modelo.

Pode-se observar na figura 9 que das dezesseis formulagdes apenas quatro respostas
apresentaram pontos fora da reta, o que sugere que o modelo foi satisfatorio.

A Tabela 6 apresenta os dados obtidos na analise de variancia. Os valores de p, soma
dos quadrados dos desvios, a média quadratica dos desvios, o valor do F calculado, os graus

de liberdade dos fatores (linear e quadratico), do erro puro e da falta de ajuste.

Tabela 6 — Analise 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: autor.

Se 0 modelo estiver bem ajustado, a falta de ajuste tera a mesma intensidade dos
erros aleatorios. Ou seja, para um modelo aceitavel, a falta de ajuste ndo sera significativa
(p>0,05).

Finalmente, apds avaliar todos os dados gerados pelo planejamento experimental, foi
escolhido o sistema para dar seguimento as préximas etapas do trabalho. Os sistemas 4 e 12
apresentaram tamanho de particula menor que os demais, 149 e 149,9 nm, respectivamente.
Porém, quando avaliado o indice de polidispersdo, o sistema 12 mostrou tamanho de

particulas mais homogéneo, sendo entdo, o sistema selecionado.
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Concluido o estudo de pré-formulacdo foram fixados as concentragdes e parametros
ideias para o desenvolvimento desses CLN. Concentragdo de fase lipidica 5%, proporcéo de
lipidios 80:20, tempo de agitacdo dois ciclos de 7,0 min cada, com poténcia a 40%,
concentracdo de BEMT 0,4% e 4% de polissorbato 80.

5.2 Estabilidade frente a centrifugacéo

Quando avaliados no primeiro e sétimo dia, os sistemas CLNB e CLNF se mostraram
homogéneos, mantendo a estabilidade. Porém, quando avaliados no décimo quinto dia houve
separacgdo de fases em ambos o0s sistemas, mostrando instabilidade apds duas semanas.

A fim de eliminar tal inconveniente, foi calculado o EHL (equilibrio hidrofilico-
lipofilico) da formulacéo e adicionado um segundo tensoativo aos nanocarreadores, o Span®
80 (monooleato de sorbitano), um tensoativo também ndo idnico, ideal para o preparo de
formulagdes cosméticas (SILVA; SILVA; PIATNICKI et al., 2015). Manteve-se a
concentragéo total de tensoativos em 4%, na proporcdo 80:20 de polissorbato 80 e Span® 80,
respectivamente.

As novas formulagcdes foram submetidas a centrifugacdo nos dias 1, 7, 15, 30 e 60
ap6s o preparo e permaneceram homogéneas, concluindo-se que a adicdo do Span® 80

contribuiu com a estabilidade dos sistemas.
5.3 Caracterizacdo dos CLN

A etapa posterior ao desenvolvimento dos nanocarreadores foi a caracterizacao fisico-

guimica desses sistemas.
5.3.1 Analise do tamanho das particulas, indice de polidisperséo (IPD) e potencial zeta

De acordo com as respostas obtidas no planejamento experimental, a formulagéo
NLC12 foi escolhida para incorporacgéo do filtro solar e avaliagdo da estabilidade durante o
armazenamento, com determinacdo do tamanho médio das particulas, IPD e potencial zeta. Os

resultados de tais anélises para CLNB e CLNF séo expostos na figura 11.
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Figura 11 — Tamanho meédio, indice de polidispersdo (IPD) e potencial zeta das
particulas e desvio padréo (n=3).
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Fonte: autor.

A composicdo da matriz lipidica tem grande influéncia no tamanho das particulas.
Mitri et al. (2011) relata que, quando a cera de carnauba foi usada sozinha (NLS) os sistemas

apresentaram tamanhos de particulas maiores, poréem em associa¢cdo com um lipidio liquido
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(CLN) resultou em particulas menores. Isso se da devido a redugdo da viscosidade das
goticulas fundidas que facilita a disperséo.

Sendo assim, ao utilizar cera de carnaiba (CC) e triglicerideo do &acido caprico e
caprilico (TACC) foram obtidas particulas com tamanho inferior a 200 nm. Os resultados
revelaram que o tamanho dos CLNB e CLNF apds 24 horas foram 117,2 + 0,2 nm e 122,4 +
0,2 nm e apos 30 dias 117,3 £ 0,4 nm e 122,4 + 0,3 nm, respectivamente, durante os dias 7 e
15 ndo foram observadas diferengas estatisticas nos valores, indicando que ndo houve
agregacao das particulas. CLN apresentam carreadores com tamanhos compreendidos entre
40 e 800 nm (CZAJKOWSKA-KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2018), assim, estes
resultados estdo em conformidade com os encontrados na literatura (GABA; FAZIL; KHAN
et al., 2015; PUGLIA; DAMIANI; OFFERTA et al., 2014; SATO; OSHIRO-JUNIOR,;
MACHADO et al., 2017; ADITYA; MACEDO; DOKTOROVOVA et al., 2014).

Como a finalidade do nanocarreador desenvolvido é para futuro protetor solar, o ativo
deve ter o méximo de retencdo na camada externa da pele, ou seja, ndo deve permear o extrato
corneo. Segundo Jain e colaboradores (2017), a aplicacdo tépica de CLN forma um filme na
pele devido as suas propriedades de oclusao e adesdo, promovendo manutencao da hidratacdo
e maior tempo de permanéncia na pele.

Tais propriedades estdo relacionadas com o tamanho de particulas. Wissing et al.
(2001) revelou que particulas inferiores a 400 nm apresentam melhor propriedade de adeséo
guando comparadas a particulas maiores. Sendo assim, o tamanho das particulas obtido,
mostra-se promissor para formulacdes com alto fator de oclusdo. Além disso, considerando
apenas o tamanho de particula, o resultado obtido sugere que os CLN ndo conseguem
ultrapassar essas camadas, ja que a largura dos espacos intercelulares apresenta entre 19 e 75
nm na pele integra e saudavel (SALA; DIAB; ELAISSARI et al., 2018).

O tamanho das particulas se manteve estavel no decorrer dos trinta dias de anélise,
tendo uma variacdo muito pequena e insignificante, o que sugere estabilidade fisico-quimica
do CLN desenvolvido.

Os valores do IPD ao fim do estudo foram 0,16 + 0,003 e 0,13 + 0,002 para CLNB e
CLNF, respectivamente. Valores de IPD menores que 0,2 indicam uma distribuicdo do
tamanho de particulas estreita e uniforme, ou seja, a maioria das particulas estd na mesma
faixa de tamanho e a técnica utilizada foi eficiente para producdo de particulas de tamanho
homogéneo (JUNYAPRASERT; TEERANACHAIDEEKUL; SOUTO et al., 2009;
KOVACEVIC; SAVIC; MULLER et al., 2011). Ndo houve variacdo dos valores nos dias
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avaliados, sugerindo minima predisposi¢cdo para agregacdo e confirmando a estabilidade fisica
dos CLN.

A carga superficial das particulas é um dos fatores que determina a estabilidade fisica
dos sistemas. Potenciais zeta com valores proximos a zero, configuram auséncia de carga
superficial, 0 que pode levar a agregacao das particulas. Em contrapartida, valores muito altos
de carga, acima de 50, podem fazer com que as particulas se choguem constantemente,
promovendo agregacdo (MITRI; SHEGOKAR; GOHLA et al., 2011).

Ao longo dos 30 dias de armazenamento dos sistemas, a carga das particulas variou
(Figura 11), havendo uma queda no valor da carga, mantendo-se em -19,2 + 0,17 mV e -19,3
+ 0,42 mV para 0 CLNB e CLNF, respectivamente. Villalobos-Hernandez e Miller-Goymann
(2005) obtiveram resultados semelhantes para o potencial zeta ao desenvolver CLN utilizando
cera de carnadba e decil oleato. A medida que aumentaram a proporcéo de cera de carnadba, o
potencial zeta também aumentou, sugerindo influéncia da cera na estabilidade da formulagéo.

Particulas com potenciais zetas entre 30 e 50 mV sdo consideradas fisicamente
estaveis, enquanto que particulas com cerca de 20 mV favorecem apenas uma estabilidade em
curto prazo. Porém, isso sé se aplica a particulas estabilizadas apenas eletrostaticamente. Para
0 caso de particulas que recebem estabilizacéo estérica, com o uso de tensoativos, valores de
|20] mV sdo suficientes para garantir estabilidade em longo prazo, sugerindo minima
predisposicdo para agregacdo em longo periodo (MITRI; SHEGOKAR; GOHLA et al., 2011).

Como observado na figura 11, de modo geral, o potencial zeta das particulas com filtro
solar ou sem filtro solar ndo foi diferente. O que indica que a carga dos CLN € inerente aos

constituintes lipidicos e tensoativos, sem influéncia do ativo cosmético.

5.3.2 Analise morfologica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas foi observada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV), como mostrado na figura 12.

Os NLCB e NLCEF, figuras 12A e 12B, respectivamente, apresentaram-se integros e na
forma esférica. Os tamanhos das particulas corroboram com os obtidos na técnica DLS e as
fotomicrografias indicam que ndo houve aglomeracédo de nanoparticulas.

Os tamanhos observados na técnica variam de 106 a 148 nm aproximadamente para
CLNF, apresentando faixa de tamanho estreita como mostrado na avaliacdo do IPD. J& para

CLNB os tamanhos variaram de 53,7 a 157 nm aproximadamente, indicando faixa de
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tamanho um pouco mais larga que o anterior, corroborando com os valores de IPD

ligeiramente superiores.

Figura 12— Fotomicrografia dos nanocarreadores. A: CLNB; B: CLNF.

Fonte: autor.

5.3.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As curvas de DSC dos componentes isolados e dos CLNB e CLNF liofilizados séo
apresentadas na figura 13. Na figura 14 estdo as curvas de DSC das misturas binarias 1:1 entre

componentes e filtro solar. As temperaturas de fuséo e entalpia sdo mostradas na Tabela 7.
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Figura 13 - Varreduras de DSC dos CLNF, CLNB e componentes individuais: Span® 80
(S80), Polissorbato 80 (P80), Triglicérideo do &cido caprilico e caprico (TACC), cera de
carnauba (CC), Bemotrizinol (BEMT).
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Figura 14 - Varreduras de DSC das misturas binarias 1:1 de BEMT e demais

componentes.
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Fonte: autor.

Nas curvas de DSC da CC (Figura 13) foram observados dois eventos endotérmicos. O
primeiro 59,52 °C (Tabela 7) e o segundo, de menor energia, em 78,34 °C, relacionados com a
fusdo do lipidio s6lido. O BEMT apresentou um pico endotérmico em 82,53 °C, estando de
acordo com os dados do fabricante (BASF).

Na figura 14 sdo mostradas as curvas de DSC das misturas binarias 1:1 do BEMT e
demais componentes dos sistemas, a fim de avaliar as interacdes que ocorreram entre eles. Na
mistura entre BEMT e CC séo observados dois picos endotérmicos de energias semelhantes
em 57,04 °C e 78,36 °C (Tabela 7) que correspondem a fusdo da cera de carnauba e do
BEMT, respectivamente. Na mistura binaria entre BEMT e TACC ocorreu uma diminuicdo
na temperatura de fusdo, justificada pela dissolucdo do BEMT no TACC por interacGes
hidrofobicas, o que promove a desordem da estrutura cristalina do ativo (CASTELLI et al.,
2005). Nas demais misturas, ndo houve alteracdes significativas nos eventos endotérmicos.

O CLNB apresentou eventos endotérmicos semelhantes ao CLNF. O termograma do

NLCF mostrou dois eventos endotérmicos que ocorreram em 58,68 °C e 76,99 °C, fato este
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que confirma integridade da cera de carnauba, sugerindo que ndo houve alteracGes na sua
estrutura. Os eventos endotérmicos do BEMT ndo aparecem no termograma do CLNF. Dados
da literatura mostram que quando o pico do ativo nao aparece na formulacdo houve a reducao
da sua cristalinidade ou amorfizacdo, sugerindo que o BEMT foi disperso de forma
homogénea nos CLNF (UPRIT et al., 2013).

Tabela 7 — Valores de transicdo endotérmica dos componentes isolados e dos CLNB e
CLNF.

Amostra Evento Pico (°C) AH (J g™
BEMT Primeiro 82,53 17,17
Primeiro 59,62 47,17
CC Segundo 78,34 5,09
Terceiro 239,84 31,89
Primeiro 57,04 35,93
BEMT + CC (1:1) Segundo 78.36 33.44
S80 Primeiro 131,75 24,67
BEMT + S80 (1:1) Primeiro 74,01 20,59
P30 Primeiro 193,47 1,85
Segundo 259,78 6,77
Primeiro 78,93 25,67
BEMT +P80 (1:1) Segundo 88,12 3,95
TACC Primeiro 212,41 30,80
BEMT + TACC (1:1) Primeiro 62,96 15,93
Primeiro 58,25 56,73
CLNB Segundo 77,06 4,81
Terceiro 178,74 127,4
Primeiro 58,68 53,76
CLNF Segundo 76,99 3,66
Terceiro 202,60 1,42

Fonte: autor.

5.3.4 Andlise termogravimétrica (TG)

Foram realizadas anélises de TG para todos os componentes da formulacéo e para o0s

CLNF e CLNB a fim de caracteriza-los termicamente (Figura 15).
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Figura 15 — Curvas de TG de todos os componentes e dos CLNB e CLNF.
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Tabela 8 - Dados de TG dos CLNB, CLNF e componentes dos sistemas.

Amostra  Estégio Inicio— Fim (°C)  Perda de Massa (%)

Primeiro 146,32 — 253,31 72,34

CC Segundo 253,31 -432,11 19,04
Terceiro 432,11 -512,82 4,63

BEMT Primeiro 308,68 — 498,58 74,75
Primeiro 30,00 — 220,38 5,42

S80 Segundo 220,38 — 419,77 76,15
Terceiro 419,77 - 516,62 14,78

P80 Primeiro 276,40 - 518,51 92,80
Primeiro 171,01 — 343,81 95,28

TACC  sequndo 343,81 508,07 238
Primeiro 131,13 — 304,88 39,52

CLNB Segundo 304,88 — 430,21 42,44
Terceiro 430,21 - 507,12 3,46

CLNE Primeiro 139,68 — 317,23 40,27
Segundo 317,23 - 515,67 49,42

Fonte: autor.
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CLNB e CLNF mostraram eventos de degradacdo em temperaturas entre 131 e 139 °C,
respectivamente. Apresentam diferencga sobre o evento do componente majoritario, CC (146
°C). Tal diferenca estd relacionada com a provavel reducdo da cristalinidade da cera de
carnauba quando adicionado o lipidio liquido (TACC) na formulacéo.

Quando analisados os valores entre os CLN, pode-se inferir que a incorporacdo do
BEMT (alta estabilidade térmica) ao ndcleo lipidico ocasionou novas interagdes quimicas
(hidrofébica/hidrofobica).

No entanto, a uma temperatura acima do ponto de fusdo da CC (> 59,52 °C), o ativo se
funde e apresenta uma discreta perda de massa durante o processo de aquecimento adicional.
O filtro solar bemotrizinol apresentou apenas um evento de degradacdo, que ocorreu no
intervalo de 308,68 a 498,58 °C. Tendo um residuo de mais de 25% mesmo com aquecimento
final de 900 °C. Os termogramas TG (Figura 15) mostram que até 300 °C ndo houve perda de
massa do BEMT. A obtengdo dos CLN é realizada com aquecimento acima da fusdo dos
lipidios, que para este estudo ocorreu em cerca de 80 °C. Sendo assim, os resultados indicam
que a hipotese de decomposicédo do BEMT durante o processo de producdo das nanoparticulas
pode ser excluida, devido a sua alta estabilidade térmica.

Na andlise de TACC, a degradacdo térmica ocorreu praticamente por completo em um
Unico evento, iniciou em 171,01 °C até 343,81 °C com perda de 95,28% da massa total lipidio.

A anélise do Span® 80 (S80) mostrou uma pequena perda de massa (5,42%) no inicio
do aquecimento a 30 °C até 220,38°C. O segundo evento de degradacdo ocorreu de 220,38 a
419,77 °C, com perda de 76,15% de massa. Enquanto que o polissorbato 80 (T80) apresentou
um Unico evento de degradacdo térmica, que ocorreu no intervalo de 276,4 °C a 518,51 °C,
havendo 92,8% de perda de massa.

5.3.5 Difracao de raios X (DRX)

As analises de DRX foram realizadas para avaliacdo da cristalinidade dos principais
componentes e dos CLN obtidos, e avaliar a influéncia do lipidio liquido na formulacdo. Os
difratogramas do lipidio sélido (cera de carnaiba), BEMT e dos CLNB e com CLNF sdo

representados na figura 16.



Figura 16 — Difratogramas da cera de carnatiba, BEMT, CLNB e CLNF.
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Fonte: autor.

Os difratogramas da cera de carnatba apresentaram varios picos de difracdo, sendo
dois mais intensos em 21° e 24° (angulos dispersos em 268), confirmando a natureza cristalina
no lipidio so6lido e concordando com os dados mostrados por Freitas et al. (2016). O
bemotrizinol apresentou varios picos de difracdo, sendo os de maior intensidade em torno de
7°, 130, 24° e 29°, referentes a sua estrutura cristalina.

Nos difratogramas dos CLN observou-se o aparecimento de um alargamento
localizado no inicio do pico em torno de 21° Isso ocorre pela adicdo do TACC no
desenvolvimento da formulagéo, resultando no surgimento de halos amorfos no sistema, que
leva a uma diminuicdo da organizacdo da estrutura cristalina das cadeias lipidicas. A
amorfizacdo sugere a dispersdo do ativo no nucleo lipidico do sistema. Tais resultados
reforcam a hipotese da diminuicdo de cristalinidade relacionada ao que foi obtido no DSC.

Os difratogramas obtidos dos carreadores lipidicos nanoestruturados, corroboram com
os resultados apresentados por Nikolic et al. (2011), com o aparecimento do halo amorfo no
nanocarreador e diminuicdo da cristalinidade da cera de carnauba. Essa desorganizagdo da

estrutura cristalina caracteriza esse tipo de nanossistema.
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5.3.6 Espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A anélise FTIR-ATR possibilita avaliar interacdo quimica entre os componentes. Os
espectros FTIR dos componentes da formulacdo, dos CLNB e CLNF s&o mostrados na figura
17.

Figura 17 — Espectro FT-IR dos componentes isolados, CLNB e CLNF.
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Fonte: autor.

Os espectros do BEMT (Figura 17) indicam bandas de 1550 a 850 cm™ referentes ao
estiramento C-C da ligagdo carbono-carbono e C-O-C de éter. Em 1570 cm™ bandas
referentes a C=N, correspondentes ao grupamento triazina do BEMT. De 2000 a 2600 cm™
bandas referentes ao estriamento C=C=C dos benzenos. E de 2500 a 4000 cm™ bandas
referentes ao estiramento OH das hidroxilas e CH dos grupamentos alcanos.

No espectro dos sistemas ha a predominancia das bandas referentes aos lipidios,
principalmente a cera de carnaiba, e dos tensoativos. O que diferencia 0 CLNB do CLNF é
que onde o filtro foi incorporado é possivel observar uma vibracdo no comprimento de onda
de 1550 a 1650 cm™, correspondente as ligagdes C=N existentes apenas no BEMT,

identificados com circulos na figura 17.



54

Como a concentracdo de filtro solar utilizada € menor que dos demais componentes,
suas bandas caracteristicas aparecem em menor intensidade no sistema, contudo € possivel
identifica-las. Além disso, o sutil aparecimento do BEMT no espectro do CLNF indica que o
ativo foi incorporado aos nanocarreadores. Resultados similares foram apresentados por Tahir
e colaboradores (2017).

5.3.7 Avaliacdo do potencial fotoprotetor in vitro e FPS espectrofotmétrico
As varreduras em especrtofotdmetro UV-VIS permitiram uma analise qualitativa sobre
o efeito potencializador do filtro incorporado ao nanossistema em relagcdo ao filtro solar

sozinho.

Figura 18 - Comparacéo entre as absorbancias do CLNF (A) e solu¢do de BEMT (B).
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Fonte: autor.

Os resultados apresentados na figura 18 e tabela 9 apontam uma diferenca relevante
entre os valores de FPS do filtro solar incorporado ao CLN e a solugdo de BEMT. Um
aumento consideravel nas absorbancias ocorreu quando o filtro solar foi incorporado ao
sistema, principalmente na faixa de 290 a cerca de 380 nm. Isso se da devido ao efeito

sinérgico proporcionando pelo lipidio sélido, a cera de carnatba. Tais dados corroboram com
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Nikolic e colaboradores (2011) quando ao avaliarem absorbancias de diferentes carreadores
lipidicos nanoestruturados contendo o mesmo tipo e concentracdo de filtro solar, mudando
apenas o lipidio, obtiveram medidas maiores para a amostra contendo cera de carnadba.
Concordando com Villalobos-Herndndez e Miuller-Goymann (2006) que detectaram a
capacidade de filtrar radiacdo UV como caracteristica intrinseca da cera de carnauba.

Para quantificar o FPS, o método in vitro foi o espectrofotométrico na regidao UVB,
estabelecido por Mansur e colaboradores (1986). A fim de garantir a confiabilidade do
método, foi avaliada uma formulacdo fotoprotetora comercial com fator de protecédo
conhecido (FPSyowiado = 30). Os valores de FPS calculados seguindo o método aparecem na
Tabela 9.

Tabela 9 - VValores do FPS in vitro.

Formulacéo FPS espectrofotométrico FPS corrigido
CLNF 3,43 10,29
CLNB 0,19 0,57

SOLUCAO BEMT 1,50 4,47
FOTOPROTETOR 10,06 30
COMERCIAL

Fonte: autor.

O resultado obtido para o protetor solar comercial foi FPSespectrofotometrico = 10, estando
em desacordo com o valor rotulado pela industria. Partindo dessa informacdo, foi realizado
um célculo para ajuste do FPS obtido no nanossistema contendo bemotrizinol, e o resultado
aproximado foi FPSc N = 10.

Os dados apds conversdo mostram-se satisfatorios, tendo em vista a baixa
concentracdo de filtro solar (0,4% p/v) utilizada para o desenvolvimento do CLNF. O
potencial efeito fotoprotetor do CLNF observado na fig. 18 corrobora com os valores de FPS
espectrofotométricos, onde o efeito é aumentado quando o filtro solar esta incorporado as

nanoparticulas, garantindo uma otimizacéo da atividade fotoprotetora do BEMT.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Finalizando as etapas de desenvolvimento e caracterizacao deste trabalho, foi possivel
afirmar que os resultados obtidos foram satisfatorios. Foi alcancado o objetivo de desenvolver
carreadores lipidicos nanoestruturados utilizando a mistura da cera de carnatba como lipidio
solido mais o trigliceridio do &cido caprico e caprilico como lipidio liquido, e incorporar o
filtro solar organico bemotrizinol (Tinosorb® S) aos nanocarreadores.

A incorporacdo do bemotrizinol realizada a partir de um planejamento experimental
Box-Behnken do tipo 33 permitiu a escolha de apenas um sistema para seguir com 0s estudos
de caracterizagéo e estudos que virdo, garantindo menor gasto de materiais e reducdo no custo
do desenvolvimento, bem como reduc¢do do tempo utilizado.

A partir dos dados obtidos na caracterizacdo, afirma-se que o sistema desenvolvido é
viavel para posterior desenvolvimento de um produto final, um protetor solar que poderé ser
veiculado em diferentes formas galénicas. Os tamanhos de particulas sdo ideais para protetor
solar e sugerem a adesividade na pele, dado que sera confirmado com estudos posteriores.

Os resultados da atividade fotoprotetora dos carreadores com filtro solar foram
favoraveis e sugerem um sinergismo benéfico entre o filtro solar e o nanocarreador,
promovendo aumento da atividade.

De modo geral, os CLNF mostraram-se promissores para elaboracdo de
fotoprotedores, podendo ser dispersos em diferentes formas cosméticas, incluindo hidrogéis.
Estudos para determinacdo do FPS in vivo se fazem necessario para confirmar o desempenho

obtido in vitro.
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