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RESUMO

A nanotecnologia é uma inovagdo farmacéutica que visa veicular ativos em formulagdo microemulsinada
com capacidade de liberar firmacos de forma modificada, uma alternativa para aplicagdo cutanea. O
objetivo do estudo foi caracterizar uma microemulsdo contendo um derivado de dilapiol (EBD) para
administracdo topica. Os componentes da formulacdo contendo o EBD (ME-EBD) foram padronizados,
pesados e homogenizados por uma prancha agitadora em uma temperatura ambiente. A formulacéo foi
analisada por Zetasizer Nano, para a centrifugacio usou-se um tempo de 3 horas a 3500 rpm, na variagdo
de temperatura avaliou de -4 °C a 25 °C. Foi obtido um didmetro das particulas (45,1 nm), indice de
polidisperséo (0,286), condutividade (0,027 mS/cm) e potencial Zeta (-26,4 mV). Apos a centrifugacao ndo
houve alteracBes significativas no didmetro das particulas, assim como, nos ciclos alternados de
gelo/degelo. A ME-EBD maostrou-se um sistema estavel, de fase Unica, interfase O/A, goticulas <100 nm.
Portanto, a microemulsdo contendo o derivado de dilapiol mostrou ser uma alternativa para veiculacdo
topica de farmacos.
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ABSTRACT

Nanotechnology is a pharmaceutical innovation that aims to deliver actives in microemulsin formulation
with the ability to release drugs in a modified form, an alternative for cutaneous application. The aim of the
study was to characterize a microemulsion containing a dillapiole derivative (EBD) for topical
administration. The components of the formulation containing EBD (ME-EBD) were standardized,
weighed and homogenized by a shaker board at room temperature. The formulation was analyzed by
Zetasizer Nano, for centrifugation a time of 3 hours at 3500 rpm was used, in the temperature range
evaluated from -4 °C to 25 °C. Particle diameter (45.1 nm), polydispersion index (0.286), conductivity
(0.027 mS/cm) and Zeta potential (-26.4 mV) were obtained. After centrifugation, there were no significant
changes in the diameter of the particles, as well as in the alternating ice/thaw cycles. ME-EBD proved to
be a stable, single-phase system, O/W interphase, droplets <100 nm. Therefore, the microemulsion
containing the dillapiole derivative proved to be an alternative for topical delivery of drugs.
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INTRODUCAO

Na &rea farmacéutica, o avango da nanotecnologia é responsavel por trazer muitas
inovacOes no desenvolvimento de formulagGes com alto desempenho, como as nano e
microemulsdes (LOBAO, 2011), que podem modificar profundamente a velocidade de
liberagdo do principio ativo, oferecendo beneficios que incluem o aumento da
solubilidade, absorcdo e controle da biodisponibilidade de farmacos, alterando os
parametros farmacocinéticos, diminuindo a toxicidade e aumentando a eficacia clinica
dos medicamentos (FORMARIZ et al., 2005; LEMOS et al., 2021).

As microemulsdes sdo formulacGes de emulsificacdo espontanea entre agua e 6leo
em sistemas termodinamicamente estaveis, gracas a presenca de um cotensoativo
acessorio ao tensoativo principal, que auxilia na estabilizacdo da tensdo interfacial entre
as fases (FLORENCE e ATTWOOD, 2011). A grande dificuldade no desenvolvimento
de microemulsdes esta na selecdo e a proporcdo entre tensoativo e cotensoativo, que
precisam ser bem avaliadas para se alcancar a microemulsificagdo espontanea de um
sistema (JACINTO, 2018). Além disso, deve-se optar por constituintes que néo
apresentem risco de toxicidade, conforme a via de administracdo pretendida
(McCLEMENTES, 2012; FORMARIZ et al., 2005). Dessa forma, utilizar componentes
ndo toxicos que sejam capazes de formar MEs que satisfacam os requisitos de um bom
veiculo para a via de administracdo desejada (KREILGAARD, 2002), torna-se um
desafio complexo e inovador.

As microemulsdes podem ser empregadas na veiculacdo de produtos naturais,
como a piperina, substancia derivada de Piper nigrum (pimenta-preta), que foi veiculada
em uma formulacdo microemulsionada e se mostrou bastante promissora no tratamento
de camundongos BALB/c infectados com L. donovani, diminuindo a carga parasitaria no
figado e baco em 78 e 75%, respectivamente (VEERAREDDY; VOBALABOINA;
NAHID, 2004). Também encontram aplicacdo pela via ocular, quando uma
microemulsdo contendo ciclosporina apresentou melhor molhabilidade ocular e
prolongou a permanéncia do farmaco em contato com a cérnea (GAN et al., 2009). A
escolha de éleos com propriedades terapéuticas potencializam a acdo farmacoldgica do
veiculo, como a microemulsdo desenvolvida com 6leo de babacu, que pode oferecer uma
nova alternativa no tratamento de doencas antiinflamatorias ou infecgdes microbianas
(REIS, 2013). As microemuls@es ainda tem relevancia como veiculo para antifungicos de
uso tépico (CARNICEL, 2014).
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Diante de uma biodiversidade do bioma AmazoOnico, pesquisadores tém
investigado bioativos de plantas como a Piper aduncum muito utilizada com finalidade
medicinal, encontrada naturalmente na Amazbnia e na Mata Atlantica do Brasil
(SANTOS et al., 2013). Dessa planta é extraido um éleo essencial, rico em dilapiol, um
fenilpropandide (MAIA et al., 1998). Um produto natural que pode ser modificado
estruturalmente por reacBes de semissintese para obtencdo de novos derivados
(NEWMAN e CRAGG, 2016). Portanto, o estudo teve como objetivo caracterizar uma
microemulsdo contendo um derivado do dilapiol para administracéo topica.

METODOLOGIA

Obtencéo do EBD

O dilapiol foi isolado das folhas de P. aduncum, cultivadas na Embrapa Amazonia
Ocidental. O derivado éter n-butil dilapiol (EBD) foi preparado por semissintese a partir
do dilapiol extraido, em reacdo de oximercuriacédo, utilizando-se metodologia ja descrita
na literatura (TOMAR, MAHESHWARI, MUKERJEE, 19794, b).

Preparacao da microemulséo

A microemulsdo foi preparada mediante leve agitacdo mecanica entre polisorbato
80 (tensoativo principal), alcool etilico (cotensoativo), agua destilada (fase hidrofilica) e
acido oleico (fase lipofilica), conforme metodologia descrita por JACINTO (2018). Em

seguida, adicionou-se 0 EBD e manteve-se sob agitacdo até a completa incorporacéo.

Caracterizacdo das microemulsdes placebo e contendo o éter n-butil dilapiol (EBD)
Diametro de particulas

O tamanho das particulas e o indice de polidispersdo foram medidos pela técnica
Dispersdo Dinamica da Luz (DLS) usando um aparelho Zetasizer Nano ZS (Malvern,
UK). A microemulsdo (100 uL) foi diluida em agua destilada (700 pL), mediante agitacdo
em vortex por cerca de um minuto. As medicdes foram realizadas em triplicata e os
valores foram expressos como a média e seu respectivo desvio padrdo (RODRIGUEZ et
al., 2017).
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Andlise do potencial Zeta e condutividade

A microemulsdo (100 pL) foi diluida em agua destilada (900uL), mediante
agitagdo em vortex por cerca de um minuto. A microemulsdo diluida foi colocada em uma
célula descartavel de policarbonato e analisada usando um aparelho Zetasizer Nano ZS
(Malvern,UK), na voltagem de 150 V. O potencial Zeta e a condutividade foram medidos

em triplicatas e os valores foram expressos como a média e seu respectivo desvio padrao.

Efeito do pH sobre o potencial Zeta e o didametro de particulas

O efeito da variagdo do pH sobre o potencial Zeta foi avaliado usando a técnica
de titulacdo, acoplando um titulador MPT-2 (Malvern, UK) ao Zetasizer Nano ZS
(Malvern, UK). As microemulsdes foram diluidas com &gua bidestilada, na propor¢édo
1:9 (v/v), para um volume final de 10 mL. Solugdes de hidroxido de sodio a 0,25 mol/L
e acido cloridrico a 0,25 mol/L foram usadas como agentes titulantes na variacdo do pH
do meio. O equipamento foi previamente calibrado com solucdes tampéo de pHs 4, 7 e
10. A cada intervalo de uma unidade de pH, na faixa entre pH 1 e 10, e a temperatura de
25 °C, o potencial Zeta e o diametro de particulas foram medidos, em triplicata, para a
construcdo dos gréaficos de variacdo do potencial Zeta e do didmetro de particulas em

funcéo do pH do meio.

Efeito da forca i6nica sobre o potencial Zeta e o diametro de particulas

Os gréficos de variagdo do potencial Zeta e do didametro de particulas em funcéo
da forca idnica do meio foram construidos usando Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). As
amostras foram preparadas diluindo 0,5 mL da microemulsdo com 4,5 mL de solucdo de
cloreto de sddio em varias concentracdes (50, 100, 200, 300, 400 e 500 mM). Cada
diluicdo foi agitada em vortex por 2 minutos e deixadas em repouso por 72 horas. Apds
esse periodo, foram medidos o potencial Zeta e o diametro das particulas, e os resultados,
expressos como a media das triplicatas executadas para cada concentracdo de cloreto de
sodio, foram plotados nos graficos de variacdo do potencial Zeta e do diametro de

particulas em funcéo da forca ibnica do meio.

Teste de centrifugacdo
O teste de centrifugacdo da microemulsdo foi conduzido em centrifuga (Hitachi,

Japdo). A microemulsdo (1mL) foi colocada em tubos de vidro de 2 mL e centrifugadas
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durante 3 horas a 3500 rpm. Apoés esse tempo, 0s tubos foram observados para verificar
a ocorréncia ou ndo de separacédo de fases. Em seguida, o tubo foi novamente submetido
a centrifugacdo, repetindo-se o processo por mais duas vezes para aumentar o estresse
sobre a amostra. Ao final do processo, a microemulséo foi analisada, em triplicata, no
Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK) para verificar o didmetro das particulas apds o estresse
de centrifugacdo.

Teste de estabilidade preliminar por ciclos alternados de gelo/degelo.

A microemulséo (1 mL) foi colocada em tubos de vidro de 2 mL e submetidas a
trés ciclos alternados de congelamento (-4°C, por 5 horas) e descongelamento até 25 °C.
Apos cada ciclo, observou-se o estado fisico da amostra e o diametro das particulas foi
medido, em triplicata, no Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK).

RESULTADOS
Obtencéo do EBD

A substancia EBD isolada teve rendimento de 4,1 g, representando 73% dos
rendimentos teoricos da reacdo. O EBD é um 06leo amarelo claro com formula molecular
C16H240s, peso molecular de 296,35 g/mol e densidade de 1,094 + 0,06 g/cm?® (dados

obtidos por espectros de RMN — ndo mostrado).

Preparacao da microemulséo
As microemulsées foram obtidas a temperatura ambiente e apresentaram-se
macroscopicamente limpidas, translicidas e sem separacdo de fases, tanto a

microemulsdo placebo (MP) como a microemulsao contendo o EBD (ME-EBD).

Diametro de particulas e indice de polidispersao

As microemulsées MP e ME-EBD apresentaram diametro médio das particulas
de, respectivamente, 42,77 + 1,28 nm e 4514 + 2,17 nm (Figura 1). O indice de
polidispersdo calculado pelo equipamento foi de 0,284 + 0,004 para MP e 0,286 + 0,004
para ME-EBD.
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Figura 1- Andlises do tamanho de particulas e indice de polidispersdo. A- microemulsdo
placebo. B- microemulsdo contendo o EBD.
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Potencial Zeta e condutividade

O potencial Zeta, que representa as caracteristicas elétricas na superficie das
particulas, foi de -21,9 + 2,54 mV para MP e -26,4 £ 1,21 mV para ME-EBD (Figura 2).
A condutividade medida para MP, de 0,027 + 0,008 uS.cm™, e para a ME-EBD, de 0,033

+ 0,005 pS.cm?, permite concluir que se trata de sistemas do tipo 6leo em éagua (fase
externa aquosa).

Figura 2- Anélise do potencial Zeta e condutividade. A- microemulséao placebo. B-
microemulsdo contendo o EBD.
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Efeito do pH sobre o potencial Zeta e tamanho das particulas

O efeito da variacdo do pH sobre as propriedades da ME-EBD mudou de forma
gradual. O potencial Zeta, que era -26,4 mV no pH 1, aumentou gradativamente a sua
carga negativa até o pH 6 (-38 mV), a partir do qual o potencial Zeta comeca a perder
carga negativa e chegar em torno de -23 mV até o pH 1 (Figura 3A).

O efeito da variacdo do pH sobre o didmetro de particulas da ME-EBD mostrou
um leve aumento a partir do pH 1 até o pH 5, de 45a 75 nm, e a partir do pH 5 tende a se
manter relativamente estavel, variando de 75 a 70 nm até o pH 10 (Figura 3B).

Figura 3- Efeito do pH sobre o potencial Zeta (A) e o tamanho das particulas (B) da
ME-EBD.
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Efeito da forca i6nica sobre o potencial Zeta e o tamanho das particulas da ME-
EBD

O efeito da forca i6nica sobre o potencial Zeta da ME-EBD é apresentado na
Figura 4A, que mostra que 0 aumento da concentracdo de eletrdlitos (no caso, ions Na* e
CI provenientes do cloreto de sddio) provoca diminui¢do da carga negativa das particulas,
passando de -26,5 mV a -12,05 mV.

Por meio de uma solucéo ajustada de cloreto de sddio nas concentragdes seriadas
de 0 a 500 mM, pode-se verificar que a forca idnica da solucdo interferiu no tamanho de
particulas até a concentracdo de 200 nM de cloreto de sddio, quando o didametro passou
de 45 nm para 75 nm (Figura 4B). Em concentracGes acima de 200 mM, o tamanho das

particulas da ME-EBD tende a se manter estavel em 75 nm.
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Figura 4- Efeito da forca idnica sobre o potencial Zeta (A) e o tamanho das particulas (B) da
ME-EBD.
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Teste de centrifugacdo da ME-EBD

Ap0s trés ciclos de centrifugacao a 3500 rpm, com 3 horas de duragéo cada, a ME-
EBD manteve suas caracteristicas iniciais, apresentando-se transparente, homogénea e
sem separacédo de fases. Ao final do processo, foram medidos o didmetro das particulas
(52,25 + 4,85 nm) e o indice de polidisperséo (0,255 + 0,025nm), demonstrando que n&o

houve alteragdes significativas em relacdo a ME-EBD antes da centrifugacao.

Teste de estabilidade preliminar da ME-EBD por ciclos alternados de gelo/degelo

As trés replicatas estudadas permaneceram estaveis apds os 3 ciclos de
congelamento/ descongelamento. N&o se observou separacdo de fase, nem mudancas de
coloracdo. Apds o ultimo ciclo do teste, a ME-EBD apresentou diametro da particula de
58,25 + 9,82 nm e indice de polidispersdo de 0,320 + 0,003.

DISCUSSAO

As microemulsdes sdo definidas como sistemas nanoestruturados,
termodinamicamente estaveis, isotrépicas, transparentes ou transltcidas, compostas por
um tensoativo, associado ou ndo a um cotensoativo apropriado, gerando uma interface
6leo/agua, que pode se organizar em goticulas de dgua em dleo (A/O) ou 6leo em agua
(O/A), com diametro da particula inferior a 100 nm (CARVALHO et al., 2016; ZHU et
al., 2008; LAWRENCE, 1994). A microemulsdo contendo éter n-butil dilapiol (ME-

EBD) formou-se espontaneamente mediante leve agitacdo mecanica dos constituintes a
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temperatura ambiente, apresentando-se, visualmente, limpida, translicida e homogénea,
sem separagdo de fase, e foi caracterizada quanto ao tamanho das particulas

Segundo ANSEL et al, (1999), as microemulsdes sdo transparentes ou
transllcidas em virtude de suas goticulas apresentarem tamanho inferior a 100 nm. O
tamanho médio das particulas da MP foi de 42,77 + 1,28 nm, e do ME-EBD, 45,14 + 2,17
nm. A proximidade desses valores mostra que o EBD néo interferiu na estabilidade da
microemulsdo. Estudos tem mostrado que a uniformidade do didmetro das goticulas
dentro de uma formulagdo é determinada pelo indice de polidispersdo, de modo que,
quanto maior o valor numérico do indice, maior a variacdo de tamanho entre populacdes
de goticulas com diferentes didametros (JADHAV et al., 2010). As microemulsdes
estudadas apresentaram dois picos de variacao do diametro das goticulas, gerando baixos
indices de polidisperséo, que foram de 0,284 + 0,004 para MP e 0,286 * 0,004 para a ME-
EBD. Estudo de RODRIGUES (2012) sugere que o valor ideal para sistemas
microemulsionados seja inferior a 0,3. A distribuicdo do tamanho das particulas
influencia a viscosidade, a estabilidade e aspecto dptico de uma emulsdo, que sdo
importantes  caracteristicas para 0 seu processamento e funcionalidade
(HOLLINGSWORT; JOHNS 2003; JURADO et al., 2007).

O teste do potencial Zeta é muitas vezes, a melhor representacdo das
caracteristicas elétricas de uma particula de uma emulsdo porque ele leva em conta a
adsorcdo de quaisquer contra-ions carregados. O potencial Zeta é proporcional de dupla
camada, que ndo pode ser medido diretamente e estd relacionado a estabilidade das
particulas, devido a criacdo de um efeito repulsivo entre as particulas evitando os
processos de floculacédo e posterior coalescéncia (RIEGER, 2001; ALMEIDA, 2012). O
potencial Zeta medido para as microemulsdes mostram que MP e ME-EBD tem valores
muito proximos, de -21,9 £ 2,54 mV e -26,4 + 1,21 mV, respectivamente. A maior carga
negativa da ME-EBD indica que a incorporacdo do EBD aumentou a carga negativa,
aumentando os efeitos repulsivos entre as cargas negativas, o que evita a aproximacao
das particulas em processos de instabilidade. Quanto a condutividade, os valores medidos
para MP (0,027 + 0,008 puS.cm™) e ME-EBD (0,033 + 0,005 uS.cm™) permite dizer que
as microemulsbes sdo do tipo 6leo em agua (fase externa aquosa). A estabilidade das
formulacBes € um ponto crucial no que diz respeito a liberacdo e eficacia dos farmacos,
pois, em sistemas emulsionados, a inverséo de fases pode afetar na liberacdo do farmaco
tanto in vitro quanto in vivo (AZZINI, 1999).
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O efeito do pH sobre o potencial Zeta mostrou que a maior carga negativa ocorreu
em pH 6. Além da avaliacdo das caracteristicas repulsivas entre as particulas, a
determinacdo do potencial Zeta em funcdo da variagdo de pH tem como objetivo
determinar o ponto isoelétrico da microemulsdo desenvolvida, que é definido como o pH
no qual a particula em suspenséo tem carga eletrostatica igual a zero (DINGER, 2006).
Observou-se que o valor do potencial Zeta se aproxima de zero em pH igual a 1,0,
sugerindo este como ponto isoelétrico da formulagdo. Outro ponto a ser observado € o de
que o pH da formulacdo deve ser compativel a sua aplicacdo topica, tendo em vista que
os valores de tolerancia bioldgica para aplicacdo de produtos cutaneos estdo entre 5,5 a
8,0 (SILVA et al., 2009). No caso da pele humana, o pH é levemente &cido (4,6 — 5,8), 0
que contribui para a protecdo da microflora da pele. A manutencdo do pH do veiculo
proximo ao pH da pele diminui o risco de irritacdo cutdnea (LEONARDI, 2002;
GONGCALVES, 2014). A maior carga negativa das particulas em pH levemente acido
mostram que o pH de estabilidade das microemulsées sdo compativeis com o pH
fisiologico da pele.

A variacdo da forca idnica da solugdo, mediante adicdo de cloreto de sodio nas
concentragdes de 50 a 200 mM, apresentou impacto sobre o tamanho das particulas, que
variaram de 45 para 70 nm, mas permaneceu estavel ao longo das demais concentracdes.
Quanto a forga idnica sobre o potencial Zeta, 0 aumento da concentracdo de ions sodio e
cloreto levou a diminuicao da carga negativa do potencial Zeta, de -26,5 para -12,05 mV,
0 que ndo afetou a estabilidade da microemulsdo. Segundo a teoria de DEBYE e
HUCKEL (1923), ha uma dependéncia direta do potencial Zeta mostra uma com o
comprimento de Debye, pois 0 aumento da forca idnica leva a uma diminuicdo do
comprimento de Debye e, consequentemente, a uma diminuicdo do potencial Zeta.

O teste de centrifugacdo de formulacGes farmacéuticas, conduzido a 3000 rpm por
30 minutos, a temperatura ambiente, € importante para determinar a estabilidade do
sistema, uma vez que, a centrifugacdo simula um aumento na forca de gravidade, produz
estresse na amostra, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando o surgimento
de possiveis instabilidades (BRASIL, 2004). Apds a execucdo de trés ciclos de
centrifugacdo, a ME-EBD continuou com sua cor transparente, homogénea, sem
separacdo de fases, e sem diferencas significativas quanto ao tamanho das particulas
(52,25 + 4,85 nm), indice de polidispersao (0,255 + 0,025nm), o que confirma a

estabilidade do sistema.
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No teste de estabilidade preliminar, apos o estresse térmico, ndo houve separacéo
de fase nem mudancas de cor. Os resultados do tamanho das particulas (58,25 + 9,82 nm)
e indice de polidispersdo (0,320 £ 0,003) mostraram pequena altera¢do se comparado aos
parametros da microemulsdo antes do teste, mas sem significancia, ja que, os valores

permaneceram dentro dos valores de estabilidade descritos na literatura.

CONCLUSAO

Por meio de diferentes técnicas combinadas foi possivel caracterizar o sistema
microemulsionado do estudo, concluindo que a incorporacéo do EBD na formulacéo nédo
afeta a estabilidade do veiculo. Essas evidéncias se justificam, pois a formulacdo
manteve-se visualmente translicida, com didmetro de particulas inferior a 100 nm, um
sistema isotropico de fase Unica e estavel a centrifugacdo e mudancas de temperaturas,
além de ser facil replicacdo e baixo custo de producdo. Portanto, sugere-se que a ME-

EBD mostrou uma alternativa para uso topico e veiculagdo de farmacos.
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