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Resumo

RESUMO

Os jasmonatos compdem uma nova familia de agentes anti-cancer, naturais ou semi-
sintéticos, com comprovada eficacia contra diferentes tipos de tumores em crescimento.
Esses compostos exibem seletividade citotoxica em células transformadas. Nanocarreadores
coloidais como micro e nanoemulsdes, podem proporcionar a liberagdo do farmaco no sitio
de acdo desejado minimizando os efeitos colaterais que normalmente acompanham os
medicamentos convencionais. Neste trabalho foram desenvolvidas formulagées de micro
(ME) e nanoemulsdes (NE) contendo o farmaco metildiidrojasmonato (MJ) com o objetivo
de obter sistemas nanoestruturados com atividade antineoplasica. Foram desenvolvidos trés
diagramas de fases, o primeiro sem MJ, o segundo contendo MJ e o terceiro com MJ como
fase oleosa. Com base nos diagramas 32 formula¢des foram selecionadas, variando-se a
proporcao de fase oleosa (6leo de soja), de tensoativo (sais de acidos graxos, fosfatidilcolina
de soja e glicerol) e de MJ. As formulagdes foram caracterizadas fisico-quimicamente e com
a técnica de light scattering foi observado que o didmetro das goticulas aumentou com a
incorporagdo do farmaco e com o aumento da propor¢cio do MJ. Com o aumento da
proporcao de tensoativo o diametro diminuiu nas formula¢des na auséncia do farmaco e
aumentou nas formulacdes com o farmaco incorporado. Com o aumento de fase oleosa o
diametro foi reduzindo nas formulagdes na auséncia e presenga de farmaco. Com as andlises
de reologia foi possivel observar que o comportamento de fluxo destas formula¢des variou
entre newtoniano, pseudoplastico, tixotropico, anti-tixotropico e reopético. Com base na
microscopia de luz polarizada foi possivel observar que as formulagdes na auséncia e
presenca do farmaco e aquelas com variagdo de MJ apresentaram campo escuro com rara
presenca de cruz de malta. Ja as formulagdes em que MJ foi utilizado como fase oleosa

ocorreu presenca de gotas de oOleo na microscopia de luz polarizada. A maioria das
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formulagdes apresentou caracteristicas de estruturas cristalinas através da difracao de raios-X.
As curvas de SAXS demonstram que nas formulagdes na auséncia de MJ ocorreu uma
organizacao estrutural a medida que se aumentou a fase oleosa, propor¢ao de tensoativo e
proporcao de farmaco. A incorporacdo de MJ promoveu uma desestruturagdo organizacional.
O potencial zeta sofreu uma queda em modulo quando MJ foi incorporado nas formulagdes e
quando a proporcao deste farmaco foi aumentada. Mas o potencial zeta sofreu aumento em
modulo nas formulagdes tendo MJ como fase oleosa, a medida que se aumentou propor¢do de
fase oleosa e tensoativo. No ensaio de liberagao in vitro as ME e NE comportaram-se como
sistemas reservatorios retardando a liberacdo do MJ. Com a analise da atividade antitumoral
in vivo foi observado que a porcentagem de inibi¢ao do volume tumoral da solugdo micelar
de MJ (SM-MJ) superou a do controle positivo, com doxorrubicina. A medida que a
concentragdo de MJ incorporado a microemulsao (MJ-ME) foi aumentando a porcentagem de
inibigdo tumoral manteve-se praticamente constante. O grau de angiogénese foi mais baixo
para a doxorrubicina e solu¢ao micelar de MJ quando comparado com salina e ME vazia. J&
para os grupos tratados com MJ-ME os valores do grau de angiogénese mantiveram-se altos.
A média da massa dos tumores foi maior para os grupos tratados com salina ¢ ME vazia e
menor para os tratados com doxorrubicina e solu¢do micelar de MJ. Ja os grupos tratados
com MJ-ME obtiveram redu¢do na massa a medida que a concentracao de MJ-ME aumentou.
Foi possivel obter sistemas de liberagdo prolongada, micro e nanoemulsdes, capazes de
transportar e direcionar o MJ no organismo de modo a atingir as células tumorais permitindo

administracao intravenosa.
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ABSTRACT

The jasmonates are a new family of anti-cancer agents, natural and semi-synthetic,
with proven efficacy against several tumor growth. These compounds exhibit a selective
cytotoxic for tumor cells. Colloidal nanocarriers as micro (ME) and nanoemulsions (NE),
provide drug release at the desired site of action while minimizing the side effects that often
follow the use of conventional drugs. The methyl dihydro jasmonate (MJ) was added in order
to obtain nanostructured systems with antineoplastic activity. Three phase diagrams were
developed, one of them without drug, the second with drug and the third with MJ replacing
the oil phase. Based on the phase diagrams 32 formulations were selected by varying the
percentage of the oily phase (soya oil), of the surfactants (fatty acids salts, soya
phosphatidylcholine and glycerol) and of the MJ. The formulations were analyzed by their
physico-chemical characterization. With the technique of light scattering it was observed that
the diameter of the droplets increased with the incorporation of the drug and with the increase
of the MIJ percentage. By increasing the surfactants percentage, the droplet diameter
decreased in formulations without MJ and increased in formulations with the drug. With the
oil phase increase the droplet diameter was reduced in formulations with and without MJ.
The rheology evaluation syudied revealed that the flow behavior of the formulations ranged
as newtonian, pseudoplastic, thixotropic, anti-thixotropic and reopetic. Based on the polarized
light microscopy it was observed that the formulations, with and without MJ showed dark
field with rare presence of Maltese cross. In the formulations where MJ was used as the oil
phase, the presence of microscopic oil droplets was observed. The majority of the
formulations exhibit characteristics of crystalline structures by X-ray diffraction. The SAXS
curves show that, in the formulations without MJ, structural organization occurred when the
oil phase was increased, the percentage of surfactants and the percentage of drug increased. A

disruption has occurred when MJ was incorporated in the formulations. The zeta potential
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decreased in module when MJ was incorporated in the formulations and when the percentage
of the drug increased. However, the zeta potential increased in module, in the formulations
having MJ as the oil phase, as the percentage of oil phase and surfactant increased. In the in
vitro release assay the ME and NE systems behaved as reservoirs delaying the release of MJ.
Through the analysis of antitumor activity in vivo it can be observed that the percentage
inhibition of tumor volume of MJ micellar solution exceeded the positive control,
doxorubicin. As the concentration of MJ-ME increasing the percentage of tumor inhibition
remained almost constant. The angiogenesis degree was lower for doxorubicin and micellar
solution compared to the saline and the formulation without MJ. However, the groups treated
with MJ-ME revealed a high degree of angiogenesis. The average weight of the tumors was
higher in the groups treated with saline and with the formulation without MJ and lower for
those treated with doxorubicin and MJ micellar solution. As for the groups treated with MJ-
ME there was reduction of the weight tumors as the MJ concentration increased on the ME. It
was possible to obtain sustained release systems, micro and nanoemulsions, able to carry and

direct the MJ in order to reach tumor cells allowing intravenous administration.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca de alta incidéncia em todo o mundo e tornou-se um grave
problema de satde publica. O grande problema dos antineoplasicos de maior acdo terapéutica
sdo os severos efeitos colaterais. A doxorrubicina gera efeitos toxicos cardiacos e renais além
de mielossupressio (CHEN et al., 2013), a cisplatina pode causar nefrotoxicidade (MATHE
et al., 2013) e o bevacizumabe pode causar perfuragdes gastrointestinais e hemorragia
(ISLAM et al., 2013). Para diminuir estes efeitos toxicos ha a necessidade de desenvolver
sistemas capazes de incorporar estes farmacos e direciona-los no organismo, de modo a evitar
que atinjam outros tecidos reduzindo assim a toxicidade gerada pelos farmacos.

O metiljasmonato tem sido amplamente estudado devido a sua atividade
antineoplésica ja comprovada em cancer: gastrico (ZHENG et al., 2013), no figado (PARK et
al., 2012), cervical (MILROT et al., 2012; KNIAZHANSKI et al., 2008), mieloma multiplo
(KLIPPEL et al., 2012), de mama (YERUVA et al, 2008), melanoma (COHEN &
FLESCHER 2009) e outros (FLESCHER 2007; FINGRUT & FLESCHER 2002).

A acgdo antitumoral do metiljasmonato pode ocorrer através de trés mecanismos,
simultaneamente ou isoladamente. O primeiro ¢ o mecanismo bioenergético no qual o
jasmonato induz uma severa deplecao de ATP nas células cancerosas através da perturbacgao
mitocondrial, além disso, o metiljasmonato tem a habilidade de separar a hexoquinase da
mitocondria. O segundo ¢ o das espécies oxigénio-reativo no qual o jasmonato induz
apoptose em células de cancer de pulmao através da geracdo de perdxido de hidrogénio e
proteinas pro-apoptodticas da familia Bcl-2. O terceiro mecanismo € a capacidade de re-
diferenciacdo em células humanas de leucemia mieldide através da atividade da proteina
quinase ativada por mitégenos (MAPK) e da atividade semelhante de citocininas

isopenteniladenina (COHEN & FLESCHER 2009).
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O metiljasmonato ¢ uma ciclopentanona insoluvel em agua e soltivel em alcool, 6leos,
cetona e hidrocarbonetos (FAO, 2010). Devido a sua caracteristica hidrofébica, ha a
necessidade de desenvolver um sistema nanocarreador que seja capaz de direcionar este
farmaco no organismo atingindo o alvo, neste caso as células tumorais.

Os sistemas de liberacdo sao formas farmacéuticas capazes de incorporar farmacos de
acordo com as caracteristicas do proprio farmaco, do transportador e do alvo que se pretende
atingir. Devem ser considerados: a polaridade, afinidade e solubilidade do farmaco, as
caracteristicas destes transportadores: como direcionamento do farmaco, liberagdo controlada
e/ou prolongada e as caracteristicas do orgdo, tecido ou células que deverdo receber esse
farmaco. Alguns sistemas de liberagdo que tem sido objeto de estudo sdo micro e
nanoemulsdes (SILVA et al., 2013), lipossomas (MUFAMADI et al., 2013) nanoparticulas
poliméricas (nanocépsulas e nanoesferas) (SANTOS & BUSS, 2013) e nanoparticulas
lipidicas (nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores lipidicos nanoestrutrados) (SINGH et
al., 2012).

Microemulsdes sdo sistemas compostos por duas fases: aquosa e oleosa, uma destas
fases esta dispersa no interior da outra fase na forma de goticulas. Essas goticulas sdo da
ordem de nandmetros. Este sistema ¢ isotropico, transparente e estdvel do ponto de vista
termodinamico (FORMARIZ et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2004).

As nanoemulsdes apresentam a mesma composicao das microemulsdes, o que as
diferencia seria o fato de as nanoemulsdes serem semi-opacas, devido ao didmetro das
goticulas ser maior que das microemulsdes, € nao estdveis termodinamicamente, enquanto as
microemulsdes sdo transparentes e estdveis do ponto de vista termodindmico
(ABOOFAZELI, 2010).

As micro e nanoemulsdes podem ter orientacdo 6leo em dgua ou agua em Oleo. Para

incorporar o metildiidrojasmonato, farmaco com caracteristicas lipofilicas, foram
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desenvolvidas micro e nanoemulsdes 6leo em agua e o fdrmaco foi incorporado na fase
interna oleosa. Sendo assim, com a fase externa aquosa e dimensao reduzida da fase interna,
estas formulacdes podem ser administradas através da via intravenosa, rota de administragao

comum para os quimioterapicos.

1.1. Cancer

A palavra cancer vem do grego karkinos que significa caranguejo e foi utilizada pela
primeira vez por Hipocrates, o pai da medicina que viveu entre 460 e 377 a.C. Esta doenca
foi detectada em mumias egipcias hd mais de 3 mil anos a.C. Atualmente, cancer € o nome
geral dado a um conjunto de mais de 100 doengas, que t€ém em comum o crescimento
desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e 6érgaos vizinhos.

A proliferagdo celular pode ser controlada, como na hiperplasia, metaplasia e
displasia, ou pode ser ndo controlada como nas neoplasias (cancer in situ € cancer invasivo)
que, na pratica, sdo denominadas tumores. As neoplasias podem ser benignas ou malignas.
As neoplasias benignas ou tumores benignos tém seu crescimento de forma organizada,
geralmente lento, expansivo e apresentam limites bem nitidos. Apesar de ndo invadirem os
tecidos vizinhos, podem comprimir os 6rgaos e tecidos adjacentes, sdo exemplos de tumores
benignos: lipoma, mioma e adenoma. As neoplasias malignas ou tumores malignos
manifestam com um maior grau de autonomia e sdo capazes de invadir tecidos vizinhos e
provocar metastases, podendo ser resistentes ao tratamento e causar a morte do individuo. O
cancer ¢ uma neoplasia maligna e a capacidade invasiva das neoplasias malignas € a principal
responsavel pela dificuldade da erradicacdo por processos cirurgicos das mesmas

(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
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Entre as doengas atuais, as neoplasias tém sido apontadas como uma das maiores
causas de morte da humanidade e, ainda, esse perfil coloca as neoplasias como um sério
problema de saude publica no mundo (NOVAES e BEAL, 2004). No Brasil o céancer ¢ a
segunda causa de morte ¢ vem sendo indicada nos inquéritos epidemioldgicos como causa
mortis muito freqiientes em nosso pais. Atualmente, o cancer ¢ um dos problemas de satde
publica mais complexos que o sistema de saude brasileiro enfrenta, dada a sua magnitude
epidemioldgica, social e econdmica. Por outro lado, pelo menos um ter¢o dos casos novos de
cancer que ocorre anualmente no mundo poderia ser prevenido. Os tipos de cancer mais
incidentes na populacdo brasileira sdo: da cavidade oral, célon e reto, esdfago, estomago,
mama, pele, prostata, pulmao, colo do ttero e leucemias. A incidéncia varia de acordo com a
localizag@o primaria do tumor, com o sexo do individuo, com a faixa etaria, com a regido
geografica que ele vive e com a condicdo socio-econdmica que ele se encontra

(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Devido ao crescente nimero de casos de neoplasias, pesquisas sdo realizadas com o
objetivo de encontrar novos compostos com a¢do antineopldsica. Apesar de existirem
inimeros compostos naturais e sintéticos para o tratamento de neoplasias, cada tipo de tumor
apresenta particularidades biologicas capazes de desenvolver mecanismos intracelulares de
resisténcia farmacologica (de etiologia multifatorial) aos quimioterapicos (GOMES &
MILANEZ, 1997). Além disso, os antineopldsicos muito utilizados como doxorrubicina,
bevacizumabe e cisplatina, por exemplo, podem promover efeitos colaterais graves (CHEN et

al.,2013; ISLAM et al., 2013; MATHE et al., 2013).

Com base nos efeitos colaterais graves e/ou resisténcia aos quimioterapicos,
metodologias para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais vém sendo
extensamente aprimoradas, assim como as tecnologias para a otimizacdo do efeito

farmacologico dos farmacos ja existentes, mas que tém seu uso limitado devido aos efeitos
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colaterais severos ou propriedades biofarmacotécnicas inadequadas.  Sistemas
nanoestruturados tém sido a base das pesquisas de antineopléasicos descobertos recentemente
com o objetivo de obter maior eficdcia e menor toxicidade permitindo ndo apenas o aumento
da concentracdo de fairmaco no sitio de a¢do desejado, mas também a redugdo dos efeitos
colaterais. A pesquisa de sistemas nanoestruturados também tem como objetivo a utilizacdo
dos farmacos ja existentes, com a mesma inten¢do de reduzir efeitos colaterais e direcionar o

farmaco no organismo (FORMARIZ et al., 2004).

Existem tumores de crescimento rapido, como as leucemias e os linfomas, e os
tumores de crescimento lento que sdo os tumores solidos. E conhecido que a quimioterapia
apresenta maior eficacia nos tumores relacionados com o sistema hematopoiético, ja os
tumores solidos apresentam poucas alternativas de tratamento. O Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos desenvolveu um painel de células cancerigenas que conta com 60
linhagens originadas de oito tipos de tumores solidos (pulmao, melanoma, mama, rim, c6lon,
prostata, ovario e cérebro) e do sistema hematopoiético (leucemia) o que permite a avaliacao
“in vitro” da atividade antiproliferativa de firmacos antineoplasicos com rapidez e eficiéncia.
Resultados rapidos sdo obtidos sobre a atividade de novas substancias testadas (MONKS et

al., 1991).

Os animais desenvolvem o cancer por mecanismos semelhantes aos humanos.
Existem tumores que se desenvolvem espontaneamente em animais de laboratorio,
principalmente em roedores. Esse fato € muito importante para avaliacdo da atividade
antitumoral in vivo, devido a ndo utilizagdo de agentes quimicos e fisicos, localizagao
superficial, similaridade com tumores humanos, rapida evolugdo, facil reprodugdo através de
transplantes e variadas possibilidades de diferentes abordagens experimentais, sejam métricas

ou paramétricas (YOUNG & HALLOWEA, 1973).
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O tumor de Ehrlich foi descoberto por Ehrlich e descrito em 1906, como
adenocarcinoma mamario de camundongos fémeas. O tumor foi desenvolvido no inicio sob a
forma soélida, porém em 1932 Loewenthal e Jahn sugeriram a forma ascitica que ¢
desenvolvida no peritonio de animais inoculados com células tumorais (SILVA ef al., 2004).

Para induzir essa neoplasia em camundongos ¢ necessario o transplante das células
tumorais de um camundongo com a neoplasia para um sadio. O liquido ascitico de
camundongos Swiss deve ser retirado dos camundongos com a neoplasia e inoculado no
peritonio do receptor para o desenvolvimento da forma ascitica ou este liquido ¢ inoculado de
forma subcutanea ou no coxim plantar para o desenvolvimento do tumor s6lido. No caso do
desenvolvimento do tumor so6lido, apds a inoculagdo o tumor deve crescer entre sete e trinta
dias. Com um tamanho tumoral pré-estabelecido, iniciam-se os tratamentos ou experimentos
muito utilizados na Oncologia Experimental (DAGLI, 1989).

O tumor de Ehrlich é muito rico do ponto de vista histologico. Ele apresenta areas de
necrose, intensa atipia, células anaplasicas, células inflamatorias, inimeras figuras mitoticas e
outras c€lulas que indicam invasividade, além de novos vasos sanguineos criados para nutrir
o tumor. Por esta razdo o estudo do tumor de Ehrlich auxilia na compreensao dos tumores
malignos (DAGLI, 1989). Esta ferramenta possibilita a andlise in vivo da atividade
antitumoral de antineoplasicos novos a serem testados.

Tendo em vista que o modelo experimental de Ehrlich permite histologicamente a
observagao dos novos vasos sanguineos, pode-se através deste modelo verificar ndo somente
a atividade do antineopldsico, mas também se este serd capaz de inibir a vascularizacao
criada para nutri-lo. A angiogénese dos tumores tem sido amplamente estudada. Terapias
anti-angiogénicas sdo desenvolvidas em associacdo a antitumorais como estratégia para
controlar o cancer, como mostra o estudo de TAKARA et al., 2012. Neste estudo foram

desenvolvidos lipossomas com alvo especifico para CD-13, responsavel pela
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neovascularizacdo em cé¢lulas de cancer renal. Os lipossomas incorporaram doxorrubicina,
um antineoplasico classico, e esta associacdo lipossomal cessou o crescimento tumoral

devido a indu¢do do rompimento dos vasos tumorais.

1.2. Antineoplasicos e vias de administragio

Para tratar os diversos tipos de cancer exitem trés formas principais de tratamento:
quimioterapia, cirurgia e radioterapia. Na maioria das vezes esses tratamentos ndo estdo
isolados, podendo ocorrer associacdo entre eles para obter maior sucesso na eliminagdo do
cancer. O principal objetivo da quimioterapia ¢ eliminar as células com cancer ¢ manter as
células normais intactas. Porém na maioria das vezes as células normais sdo atingidas
gerando os efeitos colaterais, como: nduseas, perda de cabelo e baixa imunidade (ALMEIDA
et al., 2005).

CHABNER E CALABRESI em 1995, classificaram os antineoplasicos, de acordo
com seu mecanismo de a¢do. Dentre eles destacam-se: os antimetabolitos (Metotrexato,
Fluorouracil, Floxuridina, Citarabina, Mercaptopurina, Tioguanina), os antagonistas purinicos
que inibem a sintese purinica, a dactominicina e seus derivados que intercalam no DNA e
inibem RNA polimerase, os agentes alquilantes (mostardas nitrogenadas, nitrossuréias,
triazenos, alquil sulfonatos) que formam derivados com o DNA, a hidroxiuréia que inibe
ribonucleosideo redutase e inibe a biosintese pirimidinica, enzimas que inibem sintese
proteica e alcaldides (vimblastina, vincristina) e taxdis (paclitaxel) que inibem polimerizagao
de microtubulos. Existem também os complexos de coordenagdo da platina (cisplatina e
carboplatina) que alquilam o DNA inibindo a sintese deste e os antibioticos naturais
(doxorrubicina, daunorrubicina, dactinomicina, mitomicina) que intercalam o DNA. Cada um

destes agentes pode agir em determinada fase do ciclo celular (farmacos ciclo-celular
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especificos) ou independente das células tumorais estarem atravessando o ciclo celular ou
estarem em repouso (farmacos ciclo-celular ndo especificos) (ALMEIDA et al., 2005).

Independente dos antineopldsicos serem praticamente heterogéneos, devido a
diversidade de caracteristicas quimicas ¢ mecanismos farmacoldgicos (ALMEIDA et al.,
2005) a quimioterapia ocorre quase sempre da mesma forma, através da administracdo
intravenosa, sendo que esta administracdo pode ser periférica ou central (REIS et al., 2008;
VILLARIN et al., 2003). Os farmacos comuns de administracdo intravenosa, como:
doxorrubicina, cisplatina, ciclofosfamida, 5-flourouracilo, metotrexato, taxol, vinblatina,
vincristina, sdo diluidos em soro fisiologico antes de serem administrados (VILLARIN et al.,
2003).

Além da administracdo intravenosa, a quimioterapia pode ser realizada através da via
oral, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intra-pleural, intra-tecal, intra-retal, intra-
arterial, intravesical e aplicacdo topica. Entretanto, a via intravenosa ¢ considerada a via mais

segura em relagdo a absor¢ao e manutengdo do nivel sérico do farmaco (REIS et al., 2008).

1.3. Jasmonatos e derivados

Os jasmonatos sao hormdnios vegetais produzidos e liberados durante uma situacao
de estresse vegetal como radiagdo ultravioleta, choque osmético, drogas citotoxicas,
aquecimento, etc. (FINGRUT & FLESCHER, 2002). Os jasmonatos sdo compostos que
contém o anel ciclopentanona em sua estrutura molecular, dentre eles destacam-se o acido
jasmonico (AJ), o metiljasmonato, o cis-jasmone e o metildiidrojasmonato (MJ) (Fig.1). O
metiljasmonato induz um inibidor de proteinas: proteinase, que acumula em baixas

concentracdes em resposta a uma lesdo ou a um ataque patogénico (FARMER & RYAN,
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1990). O metildiidrojasmonato tem sido utilizado em diversos estudos por apresentar

atividade antineoplasica semelhante ao metiljasmonato.

]
e T,
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o

L (C)
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Figura 1: Estrutura quimica dos derivados do jasmonato, metiljasmonato (a), cis-jasmone

(b), acido jasmonico (c¢) e metildiidrojasmonato (d).

O metiljasmonato ¢ um éster, metil 3-oxo-2-penta-2-enil-1-ciclopentilacetato de
densidade 0,998 g/mL a 25 °C (SIGMA-ALDRICH CO., 2010), liquido incolor a amarelo
com odor doce de flores herbéaceas. E insoltvel em agua e soluvel em oleos, cetona, alcool e
hidrocarbonetos (FAO, 2010). Sua estrutura pode ser degradada por esterases metabodlicas, o

que pode ser um fator limitante para sua atividade in vivo.
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Os jasmonatos ja tém sido objeto de patente para uma grande variedade de usos em
crescimento e indutor de sintese de compostos vegetais. A sintese dos jasmonatos ocorre a
partir do &cido linolénico através de uma rota enzimatica, a rota da lipoxigenase, um processo
que envolve a transformagdo de 4cido linoléico pela lipoxigenase em d4cido 13-
hidroperoxilinoléico, depois em 4acido jasmodnico, que ¢ finalmente convertido em
metiljasmonato (PARK et al., 2012)

A rota enzimatica da lipoxigenase ¢ uma rota andloga a produgdo de prostaglandinas:
a liberacdo do acido araquiddnico a partir da ativagdo de fosfolipases de membrana resulta na
sintese de eicosandides como as prostaglandinas das séries A e J, que contém em sua
estrutura um anel ciclopentanona, que sdo potentes inibidores da proliferacdo “in vitro” e sao
supressores da tumorgenicidade “in vivo” (NEEDLEMAN et al., 1986; D’ONOFRIO et al.,
1992; GOROSPE et al., 1996; FINGRUT & FLESCHER, 2002). Os jasmonatos também sao
potentes inibidores da proliferagdo “in vitro” e sdo supressores da tumorgenicidade “in vivo”
(NEEDLEMAN et al., 1986; D’ONOFRIO et al., 1992; GOROSPE et al., 1996), como ja
demonstrado pelas patentes de Flescher (FINGRUT & FLESCHER, 2002; ROTEM et al.,
2005).

Os jasmonatos apresentam eficacia em diversos tipos de tumores em crescimento
através de seletividade citotoxica em células transformadas (ELIA & FLESCHER, 2008;
FLESCHER 2007, GOLDIN et al., 2007, HEYFETS & FLESCHER, 2007) e também sao
capazes de matar células com cancer de uma maneira independente da transcricdo, da
tradu¢do de proteinas e da expressio de p53 (GOLDIN ef al., 2007, HEYFETS &
FLESCHER., 2007; ROTEM et al., 2005).

Existem trés mecanismos para explicar a supressdo do crescimento de células
cancerosas pelo jasmonato, porém esses mecanismos ndo estdo completamente elucidados.

Os diferentes mecanismos de a¢do dos jasmonatos ndo sao mutuamente exclusivos e podem
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ocorrer concomitantemente, afetando diferentes tipos de cancer ou serem ativos em diferentes
tempos e séries de concentracdes:

(1) os jasmonatos podem causar perturbacdo mitocondrial, tanto em células
cancerosas intactas como em mitocOndrias isoladas destas, gerando uma severa deplecao de
ATP e conseqiiente morte destas células. O metiljasmonato age nas células com cancer
através da abertura anormal do complexo poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial.
Esta agdo ¢ conhecida como mecanismo bioenergético, em que células humanas normais nao
sdo afetadas pelo metiljasmonato, demonstrando uma seletividade dos jasmonatos pelas
células cancerosas (FLESCHER et al., 2007; ROTEM et al., 2005). Esta seletividade ¢
demonstrada quando o metiljasmonato entra em contato com células de leucemia e hepatoma
ou quando entra em contato com mitocondrias isoladas destas, o metiljasmonato é capaz de
gerar perturbacdo mitocondrial nesta situagdo, porém, quando em contato com fibroblastos
3T3 nao-transformados as células ndo sdo afetadas. Este fato mostra que as mitocondrias das
células com cancer, ou seja, células transformadas possuem caracteristicas especificas que as
tornam sensiveis aos efeitos citotoxicos dos jasmonatos (FLESCHER, 2007).

(2) Outra estratégia do jasmonato ¢ normalizar as células com céncer, ja que estas sdo
indiferenciadas. A re-diferenciacdo ¢ um processo em que o programa genético das células
com cancer ¢ modificado de modo a trazer um gendtipo e um fendtipo mais diferenciado.
Este mecanismo ¢ conhecido como indug¢do de re-diferenciagdo (FLESCHER, 2007).
Diversas linhagens tumorais foram testadas na presenga de metiljasmonato e as células
leucémicas foram mais sensiveis que as células de tumores solidos e dentre as células
leucémicas a células de leucemia mieldide humana (HL-60) foram as mais sensiveis. O
metiljasmonato induz a ativagdo da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) o que

permite re-diferenciar as células de leucemia mieldide humana (ISHII et al., 2004).
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(3) O metiljasmonato também pode se envolver com espécies de oxigénio reativo
(ROS) induzindo apoptose em células de cancer de pulmao através da geragdo de peroxido de
hidrogénio e proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2. Este terceiro modo de acdo dos
jasmonatos ¢ conhecido como mecanismo mediador de espécies de oxigé€nio reativo
(EZEKWUDO et al., 2008; FLESCHER, 2007). Em células de adenocarcinoma de pulmao
humano (A549) o metiljasmonato induziu apoptose através da condensagdo e fragmentagao
do DNA e ativacao da caspase 3 (KIM et al., 2004).

Enquanto o mecanismo bioenergético e o mediador de espécies de oxigénio reativo
estdo associados a apoptose celular, o mecanismo de re-diferenciacdo esta relacionado com a
supressao da proliferagdo celular (FLESCHER, 2007).

A toxicidade aguda do MJ foi previamente verificada em estudos anteriores (SILVA,
2010). Diferentes doses de MJ foram testadas através da administragdo intraperitoneal em
camundongos. As doses de MJ livre e de MJ incorporado em microemulsdo foram de 70,
140, 280 e 350 mg/Kg. Em nenhuma destas doses houve morte dos animais, indicando que o
MJ ndo apresenta toxicidade até a dose de 350 mg/Kg, o que € de real importancia, j4 que na
dose de 70 mg/Kg a doxorrubicina € letal para ratos e camundongos (FORMARIZ, 2008).

N3do existe no mercado um medicamento contendo o MJ e, na literatura, os estudos
que verificam a atividade antineopléasica deste farmaco, utilizam apenas uma solugdo do
farmaco em etanol para experimentos in vitro (MILROT et al., 2013; MILROT et al., 2012;
DAVIES et al., 2009), um outro estudo utiliza uma solucdo de MJ em o6leo vegetal para
experimentos in vivo (KLIPPEL et al., 2012), ou simplesmente nao citam como o MJ foi
preparado para ser testado (KNIAZHANSKI et al., 2008), portanto ndo foram desenvolvidos
sistemas capazes de transportar o MJ no organismo de forma seletiva. Porém testar a

atividade do MJ em etanol ou 6leo ndo € algo que se possa simular a administragdo in vivo,
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pois seria inviavel administrar etanol ou 6leo diretamente através da via intravenosa, por

exemplo.

1.4 Microemulsoes e Nanoemulsoes

Devido a comprovada atividade antineopldsica do MJ, ha a necessidade de
desenvolver um sistema nanocarreador para este firmaco alcancgar as células tumorais e tendo
em vista sua insolubilidade em dgua e solubilidade em 6leo ele necessita de um sistema que o
incorpore direcionando-o no organismo, de modo que a administracdo intravenosa seja
possivel, tendo em vista que € a via mais comum e segura para quimioterapia.

Diferentes sistemas nanoestruturados estdo surgindo com o objetivo de controlar a
liberagdo de farmacos, modular a velocidade com que estes atravessam as barreiras
bioldgicas, penetrar na circulacdo sistémica e atingir o alvo farmacologico. Dessa maneira os
sistemas nanoestruturados sdo capazes de direcionar o farmaco no organismo evitando seu
acimulo em tecidos ndo especificos, onde pode ser potencialmente toxico e elevando sua
concentracdo no local em que deve exercer seu efeito farmacologico (OLIVEIRA et al.,

2004; OLIVEIRA & SCARPA, 2001;).

Estes nanocarreadores coloidais tém a propriedade para liberar o farmaco no sitio de
acdo desejado (célula, tecido ou 6rgdo), minimizar os efeitos colaterais que habitualmente
existem nas formas farmacéuticas convencionais. Com o uso desses vetores nanoestruturados,
nos tratamentos com antineoplasicos tem se conseguido o aumento da sua atividade
antineoplasica e a diminui¢do dos efeitos toxicos dos quimioterapicos (FORMARIZ et al.,

2006; 2007; RODRIGUES et al., 2002; GIBAUD et al., 1996).

As microemulsdes t€ém sido amplamente estudadas para veiculagdo de farmacos

antineoplasicos (paclitaxel, carmustina, metrotexato, daunorrubicina e doxorrubicina), por ser
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um sistema nanoestruturado com resultados promissores (DORLHIAC-LAACER et al.,
2001; RODRIGUES et al., 2002; MARANHAO et al., 2002, FORMARIZ et al., 2007). As
microemulsdes sdo sistemas isotrdpicos e transparentes compostos por dois liquidos
imisciveis geralmente dgua e 6leo, estabilizados termodinamicamente pelo uso de tensoativos
e co-tensoativos, localizados na interface o6leo/agua (FRIBERG & BOTHOREL,1988;
CONSTANTINIDES et al.,1994;1995;1996; LAWRENCE, 2000; OLIVEIRA et al.,1997,;
DALMORA & OLIVEIRA,1999; DALMORA et al., 2001; CORREA et al., 2005;
FORMARIZ et al., 2005; 2006; 2008). A orientagdo para sistemas O/A ou A/O ¢ dependente
das propriedades fisico-quimicas do tensoativo e da relagdo entre as propor¢des de tensoativo

e co-tensoativo (CONSTANTINIDES et al.,1994; OLIVEIRA et al., 2004).

As nanoemulsdes sdo definidas por ABOOFAZELI, 2010 como formula¢des ndo
estaveis termodinamicamente, com didmetro de goticulas entre 200 e 500nm, o que as tornam
translicidas ou semi-opacas, independente do método de preparacdo. Também sdo chamadas
de miniemulsdes, emulsdes submicron, emulsdes ultrafinas ou emulsdes finas dispersas. Sao
isotropicas e compostas por 0leo, tensoativos, co-tensoativos € agua. Como sao sistemas nao-
equilibrados tém uma tendéncia espontdnea de separar as fases. No entanto, elas podem
possuir uma relativa estabilidade cinética por um longo periodo, ao contrario das
microemulsdes que sdo termodinamicamente estaveis. Como as nanoemulsdes ndo sao

formadas espontaneamente requerem consequentemente energia externa para sua formacao.

Outros autores, como TAMILVANAN, 2004, também classificam as nanoemulsdes
como sistemas termodinamicamente instaveis € compostos por duas fases, porém a influéncia
ou nao do modo de preparo nestas formulagdes diferencia a definicdo de ABOOFAZELI,
2010 e TAMILVANAN, 2004, pois estes ultimos autores acreditam que as goticulas das
nanoemulsdes sejam extremamente pequenas devido aos métodos fisicos de preparo como,

por exemplo, por alta pressao.
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O didmetro das goticulas de uma microemulsdo ¢ aceitavel em torno de 100 nm,
enquanto de uma nanoemulsdo o didmetro das goticulas pode chegar at¢ 500nm, sendo mais
comum nanoemulsdes com goticulas em torno de 200nm. Além disso, as nanoemulsdes sdo
mais opacas ndo apresentando estabilidade termodindmica, apenas uma maior estabilidade

cinética quando as comparamos a uma microemulsdo (ABOOFAZELLI, 2010).

A principal caracteristica das ME e NE ¢ formar uma emulsdo muito fina por
homogeneizagdo suave com fase aquosa, cujas dimensdes das goticulas da fase interna ¢ da
ordem de nandmetros. As ME e NE sdo superiores as solu¢des micelares em termos de
potencial de solubiliza¢do de substancias, por isso, sdo usadas para aumentar a solubiliza¢ao
e a absorcdo de farmacos lipofilicos. A estabilidade termodindmica das ME oferece
vantagens sobre as dispersdes instaveis, tais como as suspensdes e emulsdes, possuindo
tempo de vida util muito mais amplo (ABOOFAZELI, 2010; CONSTANTINIDES, 1995;

OLIVEIRA et al., 1997; FORMARIZ et al., 2005; 2006; NARANG et al., 2007).

A auséncia ou presenga da estabilidade termodindmica ¢ uma das principais
diferencas entre as ME e NE. A estabilidade termodindmica em dispersdes coloidais ¢
determinada pela diferenga de energia livre da dispersdo com a energia livre das fases 6leo e
agua separadas. Em uma nanoemulsao a energia livre da dispersao coloidal ¢ mais alta do que
a energia livre das fases separadas, o que significa que a nanoemulsdo ¢ instavel do ponto de
vista termodindmico. Ja em uma microemulsdo, a energia livre da dispersdo coloidal ¢ mais
baixa do que a energia livre quando as fases estdo separadas. A variacdo de energia livre
associada a formacdo de dispersdes coloidais a partir de fases separadas consiste de uma

variacdo de energia livre interfacial (AG) e uma variacao de entropia (- TAS):

AG = AG; — TAS Equacao 1
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A variacdo de energia livre interfacial (AG) ¢ igual ao aumento da area de contato
(AA) entre a fase aquosa e oleosa multiplicada pela tensdo interfacial (y) da interface dleo-

agua:

AG)=vy. AA Equacio 2

A energia livre interfacial (AG1) é sempre positiva porque o aumento da area de
contato ¢ a tensdo interfacial sdo sempre positivos, este fato se opde a formagdo das
dispersoes coloidais, enquanto que a entropia por ser sempre negativa, favorece a formagao
da dispersdo coloidal. A formagdo de uma ME ou uma NE depende da quantidade de 6leo e
quantidade de tensoativo. As moléculas de dleo sdo incorporadas nas micelas de tensoativo
até que as micelas tornem-se saturadas levando a formagdo de uma microemulsdo. A adigdo
de mais moléculas de 6leo induzird a separacdo de uma fase oleosa, o que pode resultar na
formacdo de uma camada de 6leo na parte superior da solu¢do saturada de tensoativos ou
pode ser distribuido como goticulas de 6leo (nanoemulsdes ou emulsdes) dentro uma solugdo

de tensoativos se suficiente energia for aplicada (McCLEMENTS, 2012).

ME O/A sao frequentemente utilizadas para administragdo de farmacos lipofilicos,
usualmente dissolvidas na fase oleosa (OLIVEIRA et al., 2009). Devido a biocompatibilidade
e estabilidade termodindmica, a ME com fase interna de didmetro na ordem de submicron
pode ser usada para administragdo intravenosa (I.V.) (FORMARIZ et al., 2006, 2008;
PESTANA et al., 2008). As nanoemulsoes lipidicas O/A ja sao utilizadas ha mais de 40 anos
como fonte de calorias e acidos graxos essenciais € nos ultimos anos tem sido usadas como

sistema de liberagdo de farmacos (BRUXEL et al., 2012).
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Para aplicacdes farmacéuticas ¢ muito comum a adicdo de componentes como co-
tensoativos, polimeros hidrofilicos com diferentes finalidades, e especialmente farmacos tem
sido adicionados as ME (OLIVEIRA et al., 2009).

O sistema micelar foi utilizado neste trabalho com o objetivo de comparar a liberagao
do farmaco a partir das ME e NE com a liberagdo do MJ a partir de uma solugdo. Porém,
como o MJ ¢ insoluvel em agua houve a necessidade de acrescentar um tensoativo a esta
solu¢cdo de modo a solubiliza-lo, formando, um sistema micelar. Uma micela ¢ um conjunto
de tensoativos que se agregam espontaneamente na presencga de agua, formando geralmente,
uma vesicula esférica. Neste caso, esta vesicula pode incorporar farmacos hidrofébicos
(HUSSEINI & PITT, 2008). Tanto as micelas quanto as ME e NE O/A sao utilizadas para
formar dispersodes capazes de incorporar fArmacos hidrofobicos (NARANG et al., 2007).

Quando os tensoativos estdo abaixo da concentragdo micelar critica (CMC) eles sdo
capazes de aumentar a solubilidade do farmaco, fornecendo sua porcao lipofilica para
interagdes hidrofobicas com o fairmaco em solucdo. Acima da CMC, os tensoativos se auto-
agregam para formar micelas com um nucleo hidrofobico e uma superficie hidrofilica. O
nucleo hidrofobico melhora a retengdo de farmaco, aumentando assim a sua solubilidade. Na
presenga de uma quantidade significativa de 6leo, os tensoativos se concentram na interface
6leo/dgua formando emulsdes, em que o farmaco € solubilizado na fase oleosa interna.
Quando o teor de 6leo ¢ baixo, rapidamente as goticulas sdo formadas com os tensoativos em
sua interface definindo uma ME. As microemulsdes diferem de micelas devido a presenga de
6leo. Além disso, as microemulsdes muitas vezes requerem um co-tensoativo para facilitar
sua formagdao. (NARANG et al., 2007). O fato das ME e NE O/A apresentarem uma
capacidade de solubilizacio maior que a da solucdo micelar permite que o farmaco
incorporado permaneg¢a por mais tempo e mais retido nas goticulas dos sistemas

emulsionados do que na vesicula esférica de uma micela.
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Com base nos conceitos apresentados e experiéncias relatadas, as micro e
nanoemulsdes O/A, sistemas nanoestruturados, podem incorporar o MJ em seu interior
oleoso, tendo entdo uma fase aquosa externa o que possibilita uma administragio intravenosa

para este composto.

1.5. Design das formulacoes

Além do farmaco, uma microemulsdo ou nanoemulsdo necessita de adjuvantes
técnicos que contribuem para formar um sistema nanoestruturado ideal com estabilidade
adequada e necessita estar de acordo com as caracteristicas relacionadas com a doenga do
paciente, com a via de administragdo e com o proprio fArmaco. Na tentativa de desenvolver
um sistema nanocarreador para o metiljasmonato, foi avalidos o seguinte conjunto de
tensoativos: fosfatidilcolina de soja, glicerol e sais de 4acido graxo além da fase oleosa, o dleo

de soja.

1.5.1. Fosfatidilcolina de soja

A fosfatidilcolina ou lecitina foi utilizada como tensoativo nas formulacdes estudadas.
A lecitina ¢ muito utilizada como adjuvante farmacotécnico em comprimidos, preparacdes
topicas vaginal ou retal, suspensoes, capsulas, formulagdes intravenosas e intramusculares e
preparagdes para uso inalatorio (ROWE et al., 2006).

A fosfatidilcolina ¢ um tensoativo natural que se difunde na interface Oleo-agua.
Funcionalmente tem como caracteristica ser emoliente, emulsificante e solubilizante. Pode
ser utilizada em preparacdes farmacéuticas injetdveis (intramuscular e intravenosa),

formulagdes para nutri¢do parenteral, produtos topicos e alimenticios. O equilibrio hidrofilo-
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lipofilo EHL da fosfatidilcolina estd na faixa de 3-4. Estas sdo facilmente oxidadas e por essa
razdo devem ser estocadas em frascos bem fechados e protegidos da luz, além disso, se
decompdem em valores de pH extremos (ROWE et al., 2006).

A fosfatidilcolina (Figura 2) apresenta em sua estrutura duas longas cadeias de
hidrocarbonetos, o que explica sua hidrofobia. Mas também possui cabeg¢a de grupos
zwiterionicos polares, os quais t€m momento dipolo, explicando sua forte hidrofilia. Apesar
desse equilibrio hidrofilico e lipofilico, a fosfatidilcolina ¢ lipofilica demais para conseguir
formar espontaneamente a camada lipidica necessaria, de tensdo interfacial préxima de zero,
para a formacdo de uma microemulsdo. Portanto, ha a necessidade de um co-tensoativo,

como alcodis de cadeia curta, para a formacao das microemulsdes (PARK ef al., 1999).
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Figura 2: Estrutura quimica da fosfatidilcolina, onde R1 e R2 sdo 4cidos graxos

variaveis.
1.5.2. Glicerol

O glicerol foi utilizado como co-tensoativo, tendo em vista que se trata de um alcool
de cadeia curta. Quimicamente o glicerol ¢ um tri-dlcool com trés carbonos, tendo como
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nome sistematico (IUPAC) 1,2,3-propanotriol (Figura 3), ¢ um liquido incolor, com gosto
adocicado, sem cheiro e muito viscoso, derivado de fontes naturais ou petroquimica. O nome
glicerol deriva da palavra grega glykys, doce. Apresenta massa molecular de 92,09382 g/mol,
densidade 1,261 g/cm3 , viscosidade de 1,5 Pa.s, ponto de fusdo 18,2°C, ponto de ebuli¢do

290°C, calorias 4,32 kcal/g e tensédo superficial 64,00 mN/m.

OH
HO
OH

Figura 3. Estrutura quimica do glicerol.

A presenca de trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol ¢ responsavel pela
solubilidade em 4gua e sua natureza hidrofilica. E uma molécula altamente flexivel formando
ligagdes de hidrogénio tanto intra como intermoleculares (BEATRIZ ef al., 2011). Através do
método de Davies, com a Equag¢do: EHL= 7+ ) (grupos hidrofilicos) — )’ (grupos lipofilicos),
sabe-se que o EHL do glicerol= 11,275, ja4 que o glicerol ¢ um tensoativo de estrutura

quimica definida.

1.5.3. Sais de acidos graxos

Os sais de acidos graxos (SAG) sdo compostos utilizados como tensoativo. Os acidos
graxos sdo classificados pelo comprimento das cadeias carbdnicas. Os acidos graxos de
cadeia média contém de 6 a 12 carbonos saturados e sdo encontrados facilmente nos
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derivados do leite, principalmente no leite de cabra, cuja espécie emprestou seu prefixo para
denominacgdo de alguns destes compostos como o acido caproico (6C), o acido caprilico (8C)
e o acido caprico (10C) (TREVIZAN, 2009). Além destes, o 4cido laurico (12C) também ¢
um acido graxo de cadeia média. J& os acidos graxos de cadeia longa sdo aqueles com mais
de 14 carbonos, como o miristico (14C), palmitico (16C), estearico (18C), oléico (18:1) e
linoléico (18:2).

Os sais de acido graxo empregados foram extraidos do 6leo de coco. O 6leo de coco

ou gordura de coco € um 6leo comestivel obtido do fruto de Cocos nucifera (coco) através de

processos tecnologicos adequados. Apresenta densidade relativa de 0,908-0,921, indice de
refracdo de 1,448-1,450, indice de saponificacdo de 248 a 265, indice de iodo de 6 -11 e
indice de peroxido de no maximo 10. A composicao do 6leo de coco em acidos graxos,
saturados: caproéico (0,4 a 0,6%), caprilico (5,0 a 10,0 %), caprico (4,5 a 8,0%), laurico (43,0
a 51,0%), miristico (16,0 a 21,0%), palmitico (7,5 a 10,0%), estearico (2,0 a 4,0%), mono-
insaturados: oleico (5,0 a 10,0%), poli-insaturados: linoléico (1,0 a 2,5%) e outros (<0,5%), o
acido laurico € que estd em maior porcentagem no 6leo de coco (BRASIL, 2012a).

Através da reagdo de saponificacao (extragao do 6leo de coco, ou de diversos outros
tipos de 6leo) como mostra a Figura 4, ¢ possivel obter sais de acido graxo. Os triglicerideos
de cadeia média (TCM) sdo trés acidos graxos unidos a uma molécula de glicerol. Como
resultado desta reagdo obtém-se os sais sodicos de acido graxo (Figura 5), como o laurato de

sodio proveniente do 4cido laurico reagindo com hidroxido de sédio.
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H,C-00C-C, Hy H,C-0H
I I
HC"—ODC—CHHB+3NGOH:>HC—OH+3H3C'—(C"H2)1,J—COD'NG+
I I
HZC"—DOC’—CHHB HIC—OH
TCM Hidroxido de Glicerol Sal sédico de acido graxo
sédio

Figura 4. Reagao de saponificagdo (SANTOS et al., 2007).

HHEAHHHAHHHHAE O
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Figura 5. Estrutura quimica do laurato de s6dio (SANTOS et al., 2007).

Os sais de acido graxo obtidos da rea¢do de saponificagdo apresentam uma por¢ao
lipofilica devido a cadeia média ou longa de carbonos e uma porcao hidrofilica devido ao sal
formado. Com base no método de Davies, foi determinado o EHL aproximado para o
conjunto de sais de acidos graxos formados a partir da reagdo de saponificagdo, baseado em
uma concentragao média de seus respectivos acido graxos contidos no 6leo de coco. O EHL

obtido determinado foi 20.4.
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1.5.4. Oleo de soja

O o6leo de soja foi utilizado neste trabalho como fase oleosa das formulacdes e este
triglicerideo de cadeia longa (TCL) tem sido usado extensivamente no preparo de emulsdes
parenterais, assim como O6leo de ricino e 6leo de oliva (BRUXEL et al., 2012). As
microemulsdes e nanoemulsdes lipidicas necessitam de uma fase oleosa para incorporar o
farmaco no interior das goticulas oleosas, tendo em vista que o metiljasmonato apresenta
caracteristicas em sua maior parte lipofilicas. Entende-se por d6leo de soja, o produto obtido
por prensagem mecanica e/ou extragdo por solvente, dos graos de soja isento de misturas de
outros 6leos, gorduras ou outras matérias estranhas ao produto, e que tenha as seguintes
caracteristicas de identidade e composi¢do em acidos graxos (BRASIL, 2012b).

As caracteristicas de identidade do 6leo de soja: densidade relativa a 25 C: 0,914 a
0,922, indice de refra¢do a 25 C: 1.4700 a 1.4760, indice de iodo: 120 a 143, indice de
saponificagdo 189 a 198.

A composicao do oleo de soja em acidos graxos: saturados: miristico: tracos,
palmitico: 9,0 a 14,5%, estearico: 2,5 a 5,0%, araquidico: tracos, behénico: tracos,
lignocérico: tracos; mono-insaturados: palmitolé€ico: tragos, ol€¢ico: 18,0 a 34,0 %; poli-
insaturados: linoléico: 45,0 a 60,0% e linolénico: 3,5 a 8,0% (BRASIL, 2012b).

A combinagdo de glicerina, lecitina, triglicerideos de cadeia média e 6leo de soja ja
existe em outros medicamentos (Celepid TCM-TCL 20% da Claris produtos farmacéuticos,
Lipovenos TCM 10 ou 20% da Fresenius Kabi, Lipofundin TCM-TCL 20% da B. Braun).
Todos estes sao emulsdes lipidicas de uso intravenoso utilizado para nutrigdo parenteral,
indicados para pacientes com deficiéncia em manter ou restabelecer, por ingestdo oral, um

padrdo normal de acidos graxos essenciais. Além disso, ¢ indicado para atender as
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necessidades energéticas de pacientes, através da conversao rapida de 4dcidos graxos de cadeia
média e de dcidos graxos essenciais na terapia nutricional parenteral.

Estudos recentes utilizaram 6leos vegetais no preparo de formulacdes (SADECKA &
SZELAG, 2013; CHEN et al., 2012; ZHENG et al., 2011; MENDONCA et al., 2009).
SADECKA & SZELAG, 2013, utilizaram 6leo de soja, de palma, de manga e manteiga de
Shorea e observaram que ao preparar microemulsdes, o o6leo utilizado influenciou a
estabilidade das formulagdes, tendo em vista que a mistura de tensoativos deve apresentar um

EHL que esteja proximo do EHL exigido pela fase oleosa.

1.5.5. Diagrama pseudoternario de fases

Quando ocorre variagdo da propor¢do dos componentes de uma formulagdo podem
surgir diferentes tipos de agregados como: microemulsdes, emulsdes, cristais liquidos ou até
mesmo separacao de fases. O diagrama ternario de fases € utilizado neste caso para verificar
os diferentes tipos de agregados moleculares que podem ser formados. Este diagrama ¢
constituido na forma de triangulo eqiiilatero onde os lados sdo usados como eixos
correspondendo aos trés constituintes (agua, oleo e tensoativo). Cada vértice corresponde a
100% do componente indicado. Podem ser utilizados outros componentes como co-
tensoativos e/ou farmacos, principalmente quando se trata de aplicagdes farmacé€uticas. Neste
caso, quando quatro ou mais componentes sao utilizados, cada vértice do diagrama pode ser
representado por misturas binarias como tensoativo/co-tensoativo, dagua/farmaco ou
Oleo/farmaco. No interior do diagrama podem-se limitar as regides em que ocorrem oS
diferentes sistemas possibilitando a visualizagdo da quantidade relativa dos constituintes

(LAWRENCE e REES, 2000).
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1.5.6.Caracterizacio fisico-quimica das formulacoes

Apobs o desenvolvimento das formulagdes, quando vdrias etapas foram concluidas
como: calculos adequados para obten¢do do EHL exigido pela formulagdo, determinacgdo das
proporgdes que devem ser utilizadas entre os tensoativos e entre o conjunto de tensoativos em
relacdo com a fase oleosa e aquosa, observacao do aspecto visual, incorpora¢ao do farmaco e
determinagdo da via de administrac¢do, as formula¢des necessitam ser caracterizadas fisico-
quimicamente com o objetivo de verificar se estas correspondem as expectativas para

posteriormente serem testadas in vitro e in vivo.

1.5.6.1. Raio hidrodinamico das goticulas

O raio hidrodindmico das goticulas ¢ de extrema importancia, pois além de definir o
tipo de formulacdo, por exemplo, uma emulsdo tem o raio em torno de 1000 nm, enquanto
microemulsdes € nanoemulsdes apresentam uma meédia de 100 nm e 200 nm respectivamente.
O valor do raio pode ajudar a definir a melhor via para administracao da formulacao.

A técnica de “light scattering” fornece informagdes sobre 0 movimento translacional
das goticulas além de fornecer o raio hidrodinamico através de relagdes empiricas adequadas.
A determinacdo do raio ¢ fundamentada no movimento browniano das goticulas onde o

coeficiente de difusdo destas goticulas no meio ¢ o principal pardmetro para esta

determinagdo (FORMARIZ et al., 2005; ABOOFAZELLI et al., 2000).
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1.5.6.2. Reologia

A reologia ¢ o estudo do fluxo e deformacdo dos materiais quando submetidos a uma
tensdo (WOOD, 1986). A tensdo de cisalhamento e a taxa de cisalhamento sdo
correlacionadas em graficos gerando as curvas de fluxo, que demonstram o comportamento
de fluxo de um liquido. As curvas de fluxo sdo representadas por duas curvas: ascendente ¢
descendente. A curva ascendente indica o aumento da taxa de cisalhamento e o
comportamento de fluxo e a curva descendente indica a reducdo gradual desta taxa
(SCHRAMM, 2006).

O comportamento de fluxo pode ser classificado em newtoniano ou ndo-newtoniano.
Os ndo-newtonianos podem ser: pseudoplastico, plastico e dilatante. O fluxo classificado
como newtoniano ¢ aquele em que a curva de fluxo gera uma reta que passa pela origem,
onde todos os pares de valores de taxa e tensdo de cisalhamento, pertencentes a esta reta sao
constantes. Isto significa que a viscosidade ndo ¢é afetada por mudangas na taxa de
cisalhamento, portanto a viscosidade desse tipo de fluxo € constante. Os outros tipos de fluxo
que nao seguem esse comportamento de fluxo ideal sdo chamados de nao-newtonianos
(SCHRAMM, 2006).

O fluxo pseudoplastico ocorre em materiais que sofrem diminui¢do na viscosidade
quando a taxa de cisalhamento passa de niveis baixos para niveis mais altos. O aumento da
taxa de cisalhamento orienta particulas rigidas na dire¢dao do fluxo gerando shear thinning,
isto ¢, afinamento por cisalhamento. O fluxo plastico apresenta a mesma descri¢do dos
pseudoplésticos, porém com limite de escoamento. Somente quando as forcas externas sdo
fortes o suficiente para superar as forcas de reticulacao (tensdo de cisalhamento) a estrutura

entra em colapso. Nesta curva de fluxo a ordenada ¢ interceptada no ponto critico (yield
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point) e ndo na origem. O fluxo dilatante ocorre em materiais que quando submetidos ao
aumento da taxa de cisalhamento sofrem aumento da viscosidade (SCHRAMM, 2006).

A Tixotropia ocorre sempre que um liquido apresenta capacidade de ter uma estrutura
reversivel quando mantida em repouso por um longo periodo de tempo, isto ¢, a mudanga de
gel para sol e sol para gel tem que ser reprodutivel por diversas vezes. A reconstrucao deste
sistema pode ser tempo independente quando ao plotarmos uma curva de fluxo para um
liquido ndo-newtoniano sem limite de escoamento, em funcdo da taxa de cisalhamento
crescente (curva superior), observa-se a curva inferior com taxa decrescente sobrepor a curva
superior. Ou a reconstrugdo pode ser tempo dependente quando a curva superior ndo estd
mais sobreposta a inferior. Neste caso existe uma area de histerese entre as duas curvas, a
qual define a magnitude da tixotropia. Esta area indica a energia necessaria para quebrar a
estrutura tixotropica. Liquidos tixotropicos giram no sentido horario da curva: a curva
inferior de volta esta abaixo da curva superior (SCHRAMM, 2006).

A Reopexia ocorre quando determinado liquido sofre aumento da viscosidade durante
o cisalhamento. Quando deixados em repouso, eles recuperam sua forma original, ou seja, de
baixo nivel de viscosidade. Na curva de fluxo de um sistema com reopexia a curva inferior de
volta estd acima da curva superior, liquidos reopéticos giram no sentido anti-horario da curva.

A reopeticidade e a tixotropia sao propriedades de fluxo opostas (SCHRAMM, 2006).

1.5.6.3. Espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS)

Modificagdes na composicao dos sistemas podem resultar em mudancgas estruturais
nas formulagdes. As MEs sdo sistemas menos ordenados com baixa viscosidade, enquanto
que sistemas mais ordenados, como fase lamelar, hexagonal e cubica apresentam

propriedades elésticas de solidos. A mobilidade das moléculas ¢ maior em liquidos do que em
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solidos, e as modificacdes estruturais podem alterar o perfil de liberagdo de farmacos
(PESTANA 2009, FORMARIZ et al., 2007).

A mistura de 6leo, agua e tensoativo ¢ capaz de formar uma grande variedade de
estruturas, incluindo as estruturas nao cristalinas, como microemulsdes ¢ emulsdes ¢
estruturas cristalinas, como fases lamelares, cubicas e hexagonais (HYDE, 2001;
KREILGAARD, 2002). A técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) tem
sido utilizada para a obtenc¢ao de informagdes sobre a estrutura tridimensional de sistemas. As
medidas de SAXS associadas a microscopia de luz polarizada permitem estudar as fases
formadas resultantes das diferentes proporc¢des de tensoativo e fase oleosa.

Ao irradiar uma amostra bifasica numa placa relativamente fina, com um feixe de luz
monocromatico (luz visivel, raios X, néutrons, elétrons), observa-se o espalhamento da
radiagdo na vizinhanga angular proxima a do feixe transmitido. O espalhamento de raios X
deve-se as heterogeneidades na densidade eletronica das estruturas do sistema. Considerando
uma particula de tamanho e forma qualquer, a intensidade espalhada /(g) é proporcional ao
fator de forma P(gq) desta particula, em que g € o vetor de espalhamento (GLATTER, 1982).

Num sistema diluido, em que as particulas sdo isoladas uma das outras e nao
interagem entre si, a intensidade espalhada ¢ descrita unicamente pelo fator de forma P(gq)
(GUINIER, 1964). Nos sistemas formados pela associacao de agua, 6leo, estabilizados com
quantidades de tensoativos abaixo da concentragdo micelar critica (CMC) requerida, a
intensidade obtida pelo SAXS pode ser similar a observada em particulas diluidas ou
monodispersas. A intensidade resultante ¢ a soma das contribuigdes de cada particula, de

modo que, para n particulas distribuidas ao acaso tém-se:

1(q) <> Puq) Equacao 3
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Em um sistema concentrado, as particulas espalhadoras sdo numerosas e interagem
entre si, ¢ o espalhamento medido refletird sua geometria e arranjo. Em sistemas cuja
concentracdo de tensoativos € superior a CMC, as interagdes entre as moléculas de
tensoativos comegam a ocorrer em diferentes graus de organizagdo. O padrio de
espalhamento poderd entdo ser similar ao observado em particulas dispersas numa matriz
homogénea (GLATTER, 1982). Para N particulas idénticas, distribuidas ao acaso, a
intensidade espalhada ¢ descrita pela Equagdo 4, em que S(g) ¢ o fator de estrutura do

conjunto:

I(q)=N.P(q).S (q9) Equacio 4

Entretanto S(g) pode assumir formas muito variadas, de acordo com o arranjo das
entidades espalhadoras, e serd dificil separar as contribui¢des de P(g) e S(g). Ainda, pode-se
deduzir uma distancia média d, entre duas goticulas ou planos vizinhos, a partir do valor da
posicdo do vetor de espalhamento quando a intensidade ¢ maxima (gmdx), empregando a

relagdo:

d= 27/ gmax Equacao 5

Em sistemas do tipo micelas e MEs, as curvas de SAXS apresentam uma banda ou
pico amplo, associado com a baixa correlagdo espacial 3D (BEAUCAGE et al., 1995). Ja
sistemas cristalinos com orientagdo aleatéria também podem agregar formando dominios
exibindo estruturas uni, bi e tridimensionais. A intensidade /(g) produzida exibe forma

maxima (bandas ou picos de Bragg) para valores especificos do vetor de espalhamento g. Se
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a curva de espalhamento contiver varios picos, suas posi¢cdes no eixo ¢ revelam o tipo de
estrutura cristalina, e permite calcular parametros estruturais (BEAUCAGE et al., 1995).

A estrutura hexagonal, lamelar e cibica de cristais liquidos liotropicos pode ser
verificada de acordo com a posicao dos picos de difracdo no eixo do vetor de espalhamento g.
Para estruturas lamelares, a posi¢do relativa dos picos (em relagdo ao primeiro pico mais
intenso) geralmente obedece a relagdo 1+2+3..., enquanto que, para estruturas hexagonais a
relacdo esperada ¢ 1+ 3 <2+ 7 ... (HOLMQVIST et al., 1997).

O parametro espacial d da Equagdo 5 para estruturas lamelares mede a distancia entre
duas lamelas adjacentes, e para estruturas hexagonais mede a distancia entre o centro de dois

cilindros (Figura 6).

Figura 6. Representacdo esquemdtica da auto-organizagdo de tensoativo em estruturas

lamelares e hexagonais (HOLMQVIST et al., 1997).
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A utilizacdo da técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) na
caracterizacao de sistemas ¢ explicada pela possibilidade de se determinar o tamanho médio e
a distancia entre os objetos espalhadores, como goticulas, micelas ou estruturas cristalinas.
Além disso, essa técnica permite avaliar a estrutura de objetos espalhadores mesmo que eles

ndo estejam organizados de forma ordenada (CARVALHO, 2009).

1.5.6.4. Microscopia de luz polarizada

A microscopia de luz polarizada permite classificar um sistema quanto a isotropia
optica. Sob um plano de luz polarizada a amostra pode ser anisotrdpica se for capaz de
desviar o plano de luz incidente como ocorre em mesofases lamelares ou hexagonais. A fase
lamelar pode ser caracterizada pela visualizagdo de “cruzes de malta” e a fase hexagonal pode
ser visualizada pela presenca de estrias. ME e mesofases cubicas sdo estruturas isotropicas e,
portanto, ndo desviam a luz, sendo visualizadas como campo escuro (NORLING et al., 1992;

BRINON et al., 1999; HYDE, 2001).

1.5.6.5. Difracao de raios-X

Os raios-x sdo radiagdes eletromagnéticas que podem ser polarizadas, difratadas ou
refletidas. A difragdo de raios-x ¢ fundamentada na condi¢ao de interferéncia construtiva
estabelecida pela lei de Bragg. A condicdo para interferéncia construtiva da radiagdao X
refletida pelos planos cristalinos de um cristal ¢ dada pela relacio (MARADUDIN & MILLS,

1975):
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2d sen0 = nA,

sendo: d = distancia interplanar, 6 = angulo de difracdo, n = nimero de ondas e A =
comprimento de onda de radiacdo incidente. Esta relacdo estabelece que para um
determinado comprimento de onda, o raio refletido emergird apenas nos angulos para os
quais a relacdo acima ¢ satisfeita. Cada pico de difracdo ¢ produzido por um conjunto de
planos. Conjuntos semelhantes estdo dispostos no cristal de acordo com sua simetria, assim o
arranjo dos pontos reflete a simetria do cristal permitindo a identificagdo do composto

cristalino.

1.5.6.6. Potencial Zeta

O potencial zeta demonstra o potencial elétrico de superficie das goticulas ou
particulas. Através de técnicas de eletroforese pode-se verificar este potencial, que ¢
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante devido a grupos funcionais
da superficie das goticulas ou espécies i0nicas do meio dispersante. Diversos componentes
sdo capazes de alterar o potencial zeta de uma formulagdo, por exemplo: lecitinas e PLA
(acido poli-latico) fornecem um potencial negativo a interface, enquanto poloxamers reduzem
esse potencial negativo. Sabe-se que um alto potencial zeta (em moddulo) garante boa
estabilidade fisico-quimica da dispersao coloidal (SCHAFFAZICK et al., 2003). Alguns
estudos ja usufruiam do potencial zeta para alcancarem seus objetivos, CALVO et al., 1997
utilizaram quitosana para garantir um potencial zeta positivo, com a intengdo de aumentar a

interacao entre nanoemulsdes € nanocapsulas e a membrana bioldgica fosfolipidica.
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O estudo de sistemas nanocarreadores para o MJ ¢ de extrema importancia, tendo em
vista a insolubilidade do MJ em 4gua e o promissor sucesso das micro ¢ nanoemulsdes ao
carrear farmacos lipofilicos possibilitando assim a administragdo intravenosa destas
formulagdes. Além disso, este estudo também visualiza melhorar a relagdo risco efeito
terapéutico através do aumento da eficiéncia terapéutica e diminuicdo dos efeitos colaterais.
Estas formula¢des devem ser caracterizadas fisico-quimicamente, testadas quanto a liberagao

do MJ in vitro e avaliadas in vivo com o modelo de tumor ascitico de Ehrlich.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral:
e Desenvolver sistemas nanoestruturados para veiculagdo do MJ, possiveis de serem
administrados por via intravenosa e que resultem em melhoria da atividade

terapéutica.

Além disso, tem como objetivos especificos:

e Preparar sistemas micro e nanoemulsionados, por meio da associagdo de sais de
acidos graxos (SAG), glicerol (G) e fosfatidilcolina de soja (FS) como tensoativo,
6leo de soja como fase oleosa e dgua ultra pura como fase aquosa, teoricamente capaz
de servir como sistema carreador, para que possam originar alternativas com
importantes vantagens terapéuticas.

e Avaliar o MJ como fase oleosa.

e (aracterizar fisico-quimicamente os sistemas selecionados.

e Avaliar a liberacdo in vitro do MJ a partir sistemas selecionados.

e Avaliar a atividade antitumoral em camundongos do MJ e do MJ-ME “in vivo”

utilizando tumor ascitico de Ehrlich.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais

3.1.2. Matérias-Primas, Reagentes e Solventes

- Acido cloridrico, Synth, Brasil;

- Alcool etilico comercial;

- Agua ultra pura;

- Cloridrato de doxorrubicina;

- Cloroférmio, Merck®, Darmstadt, Alemanha;

- Fosfatidilcolina de soja (Epikuron ® 200), Lucas Mayer, Alemanha;
- Glicerol, Nutricell®, Brasil,

- Hidréxido de Sodio, PA-ACS, Grupo Quimica, Brasil;
- Laurilsulfato de sodio;

- Membrana de acetato de celulose 0,45um - Sigma;

- Metanol, J. T. Baker;

- Metildiidrojasmonato, Aldrich-Sigma;

- Solugao fisiologica estéril de NaCl 0,9%;

- Sais de acidos graxos extraidos do 6leo de coco;

- Tween 20.

3.1.3. Equipamentos e materiais

- Agitador magnético, P-Selecta, Multimatic-9S;
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- Analisador de imagem, Leica DMR-Qwin;

-Analisador de particulas por Espalhamento de luz e Potencial zeta — Malvern Nano modelo
7S, He-Ne laser 633nm, Max 5mW; no Centro de Pesquisa em Permeacdo cutanea,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP — Ribeirdo Preto;

- Autoclave vertical, Phoenix;

- Balanca nao analitica (Boeco).

- Camara de Neubauer, Optick Labor;

- Centrifuga SORVALL, modelo TC;

- Cromatografo Shimadzu GC 2010 com detector FID acoplado ao software GC Solution.

- Cubetas de quartzo para espectrofotometria capacidade SmL, caminho 6ptico de 1cm -
Spectrocell;

-Difratdmetro de raio-X modelo Rigaku —2000 com radiagdo de cobre, monocromatizada por
cristal grafite, instalado no Depto de Fisico-Quimica, Instituto de Quimica — UNESP-
Araraquara;

- Estufa de secagem e esterilizagdo, Fanem, modelo 315 SE;

- Evaporador rotatério, Marconi, modelo MA 120;

- Fluxo Laminar Veco, Classe 1IB;

- Homogeneizador de tubos, modelo AP22, Phoenix;

- Incubadora Forma®;

- Liofilizador;

- Microscopio com captura de imagem, Nikon Eclipse E200;

- Microscopio de Luz Polarizada, Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena;

- Monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda do feixe de raio-X de 1,608A;

- Paquimetro digital Mitutoyo Digimatic Caliper;

- Peagdmetro, Quimis®, modelo Q-400 M2;
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- Permeador Microtte Plus Hanson;

- Pipetador automatico Gilson capacidade 10, 100 e 1000uL;

- Placas de 96 compartimentos, Nunc®;

- Refratometro de Abbe, Atago;

- Redmetro, Carri Med, modelo CSL100 (TA Intruments);

- Sistema de purificagdo de 4gua MILLIPORE, Milli-Q Plus;

- Sonicador, Sonicator® Ultrasonic Liquid Processor, Heat System, modelo XL 2020;

- Ultra-som, Branson, modelo 1210;

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencio dos sais de acidos graxos do 6leo de coco

Para obten¢ao dos sais de acidos graxos foi realizada uma reagao de saponifica¢do. Os
sais foram extraidos do o6leo de coco, cujo indice de saponificacdo varia de 248-265. Foi
adicionada ao 6leo de coco quantidade suficiente de solugdo de hidroxido de s6dio. Como
resultado da reagdao de saponificagdo obteve-se glicerol e os sais de acido graxo. Esta mistura
foi triturada quando tornou-se solida, e acetona foi adicionada para realizacdo da filtracao
com o objetivo de retirar as impurezas resultantes desta reagao. Apds essa filtragdo, o produto

secou em estufa de ar circulante e foi pulverizado com gral e pistilo.
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3.2.2. Preparacdo dos sistemas estabilizados por sais de acidos graxos, glicerol e

fosfatidilcolina de soja.

Em frasco transparente com tampa foram transferidas quantidades adequadas de
tensoativos: sais de acidos graxos (SAG), glicerol (G) e fosfatidilcolina de soja (FS)
(Epikuron® 200), nas seguintes propor¢des 8:4:1. Para cada propor¢do de SAG/G/FS foi
adicionada fase oleosa (6leo de soja ou MJ) e em seguida foram tituladas com fase aquosa.
Essa sequéncia de adicao facilita a homogeneizacdo da mistura, a qual foi sonicada usando
Sonicador® Ultrasonic Liquid Processor, modelo XL2O2OTM, com poténcia de 220 Watts,
operando de modo descontinuo, por 20 minutos em ambiente com temperatura controlada a
25 £ 0,1°C. Quando farmaco foi adicionado nas formulagdes, adicionou-se 20% de MJ
porque esta propor¢do de fdrmaco foi a maior que se conseguiu incorporar de acordo com
aspecto visual. A partir desta concentracdo de MJ as formulagdes tornavam-se altamente

viscosas.

3.2.3. Diagramas de fases

O sistema emulsivo (T) foi obtido de misturas de tensoativo/co-tensoativo (SAG/G/FS),
contendo propor¢oes de 8:4:1.

Ao sistema emulsivo (T), foi adicionada a fase oleosa (O), contendo 6leo de soja.
Para a obtencdo dos diagramas de fase foram usadas as relagdes de T/O na faixa de 1:9 até
9:1. A essa mistura semi-sélida contendo SAG, G, FS e o6leo de soja foi adicionada fase
aquosa (A) com uma pipeta automatica, sob agitacdo em vortex alternada com repouso. As

transi¢des de mistura semi-solida para sistema transparente liquido, sistema transparente
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viscoso, sistema opaco viscoso ou sistema opaco liquido, foram detectadas visualmente,
contra fundo escuro.

Desta maneira, foram desenvolvidos trés diagramas de fases distintos. O primeiro foi
obtido na auséncia de MJ, ou seja, ao sistema emulsivo e fase oleosa (6leo de soja) realizou-
se titulagdo com fase aquosa. O segundo foi desenvolvido na presenga de farmaco, isto &,
adicionou-se 20% de MJ ao sistema emulsivo e fase oleosa (6leo de soja) em cada faixa (de
9:1 ate 1:9) antes de iniciar a titulacdo com fase aquosa. O terceiro diagrama foi obtido sem o
6leo de soja. O farmaco foi utilizado como fase oleosa, obtendo-se assim a mistura MJ e

sistema emulsivo na faixa de 9:1 até 1:9 e esta mistura foi titulada com fase aquosa.

3.2.4. Caracterizacao fisico-quimica das formulacoes

Raio hidrodindmico das goticulas por Espalhamento Dindmico de Luz

O raio hidrodindmico médio das goticulas da fase interna foi determinado por
espalhamento dindmico de luz. O Analisador de particulas por Espalhamento de luz (Malvern
Nano modelo ZS) apresenta um laser de He-Ne de SmW e comprimento de onda de 633 nm.

Preparou-se 1g de cada formulagdo e estas foram diluidas em agua ultra pura e
colocadas na camara de andlise de modo que o feixe de laser atravessasse a dispersao em toda
a sua extensdo. A luz espalhada ¢ captada por um fotomultiplicador posicionando a um feixe
de laser que aumenta o sinal captado e o envia para um sistema correlator no qual os célculos
sdo processados e enviados ao computador. A temperatura do sistema foi mantida a 25°C.
Foram realizadas 10 determinagdes do diametro das goticulas, com duragdo de 5 minutos

cada leitura.
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Reologia do Sistema

Foi utilizado o redmetro Carri Méd CSL 100 com geometria cone-placa para avaliar
as propriedades reologicas dos sistemas através de ensaios de escoamento.

Para construir o reograma de tensdo de cisalhamento (1) por taxa de cisalhamento (y),
que possibilita o calculo da viscosidade dinamica dos materiais, as formula¢des foram
colocadas sobre a placa em quantidade suficiente para preencher o espaco entre o cone ¢ a
placa. Estas foram submetidas a sucessivas velocidades de cisalhamento pela acdo do
movimento de rotacdo do cone. A vantagem desta geometria ¢ que ndo ocorre variagdo na
tensdo de cisalhamento através da amostra, porque a distdncia entre o cone ¢ a placa é muito
pequena (da ordem de \dezenas ou centenas de microns), fazendo com que a tensdo de
cisalhamento seja praticamente uniforme por toda a amostra (TOKUMOTO, 1996).

Foi utilizado cone de 4 cm de didmetro com espago de 105um entre cone e placa. Foi
empregada velocidade de cisalhamento (y) entre 0 a 300s" e cada medida teve duragdo de 5
minutos. O comportamento reoldgico dos sistemas foi determinado e demonstrado em
graficos representativos por curvas ascendentes e descendentes. Todas as analises foram

realizadas em triplicata a 25°C.

Microscopia de Luz Polarizada

Estruturas anisotrdpicas e birrefringentes podem ser analisadas através da microscopia
de luz polarizada (MLP). O polarizador acoplado ao condensador do microscopio de luz
polarizada orienta as ondas luminosas provenientes da fonte de luz em uma s6 diregdo e em
um s6 plano. Uma substancia birrefringente provoca alteragdes na direcdo da propagacao da

luz que sdo captadas pelo analisador, um segundo sistema de polarizagdo, junto a ocular.
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Quando o polarizador e analisador estdo com eixos em paralelo o maximo de luz € obtido e,
ao contrario quando os eixos sdao perpendiculares a luz extinguida (ABRAMOWITZ et al.,
2010).

Uma gota de cada formulagdo selecionada foi colocada sobre uma lamina de vidro e
cobertas com laminula e analisadas em microscopio de luz polarizada (Jenamed 2, Carl Zeiss

— Jena).

Difracao de Raios-X

O grau de cristalinidade ou o estado amorfo das amostras foram analisados através de
difratometro de raios-X modelo Rigaku-2000 com radiacdo de cobre, monocromatizada por
cristal de grafite. A velocidade de varredura usada foi 0,3 segundos a cada 0,026° em um
intervalo de 40° a 70°.

Para esta analise foi preparado 1g de cada formulacdo e em seguida estas foram

submetidas a liofilizac¢ao antes da analise.

Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

A modifica¢do da microestrutura dos sistemas em func¢ao da propor¢ao de fase oleosa,
de tensoativo e de farmaco foi avaliada através de Espalhamento de raios-X a baixo angulo
(SAXS). Os dados foram coletados na estagdo de medidas D11-A SAS do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas, equipado com um monocromador do tipo
Si (111), com comprimento de onda de 1,608 A além de uma cimara de ionizagdo, um
detector vertical e um analisador multicanal para registrar a intensidade do espalhamento.

Para esta analise foi preparado 5 g de cada formulagao.
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O espalhamento existente do sistema isento de amostra foi subtraido da intensidade
total de espalhamento. As intensidades de espalhamento das amostras foram medidas em
unidades relativas. Para comparagdo quantitativa, as medidas foram normalizadas nas
mesmas condigdes experimentais.

Nao foi possivel realizar este estudo para todas as formulagdes. Estas foram

selecionadas devido a alta procura do equipamento.

Potencial Zeta

Potencial Zeta ¢ uma medida de magnitude eletrostatica de repulsdo ou atracdo de
cargas entre as particulas. Este ¢ um pardmetro fundamental para indicar se a estabilidade da
formulagdo ¢ alta ou baixa. Esta medida fornece detalhes sobre as dispersdes, como
agregacdo ou floculagdo e pode ser aplicada para aumentar a estabilidade de dispersoes,
emulsdes e suspensoes.

O equipamento utilizado foi o Malvern Nano modelo ZS. O potencial zeta foi
verificado nas formulagdes através da mobilidade eletroforética das amostras. A medigdo ¢
baseada no efeito de Doppler, ou seja, alteracdo da frequéncia sofrida pela luz dispersa por
uma particula em movimento. A contagem dos fotons permite a elaboragdao de um espectro de
frequéncia a partir do qual o potencial zeta das particulas pode ser calculado.

Preparou-se 1g de cada formulacdo e estas foram diluidas em &4gua ultra pura para

realizar a analise de 10 determinacdes de potencial zeta para cada formulagao.
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3.2.5. Determinacdo do MJ em formula¢des por cromatografia gasosa acoplada ao

detector por ion de chamas (CG-FID)

Sistema Cromatografico a Gas acoplado ao FID

Um detector de ionizagdo de chama (FID) consiste em uma chama de hidrogénio
(Hy)/ ar e um prato coletor. O efluente passa da coluna do CG através da chama, a qual divide
em moléculas organicas e produz ions. Os ions sdo recolhidos em um eletrodo negativo e
produzem um sinal elétrico. O FID ¢ extremamente sensivel com uma faixa dindmica grande.
Sua unica desvantagem ¢ que destroi a amostra.
Os detectores por ionizacdo de chama sdo usados para detectar hidrocarbonetos como o
metano (CHy), etano (C,Hg), acetileno (C,H,), etc. A amostra a ser analisada mistura-se com
hidrogénio (H,), hidrogénio mais hélio (He) ou hidrogénio mais nitrogénio (N,). Os ions e
elétrons formados na chama ficam presos em um eletrodo permitindo que uma corrente flua
no circuito externo. A corrente ¢ proporcional aos ions formados, o que depende da
concentracdo de hidrocarbonetos nos gases e ¢ detectada por um eletrometro e mostrado na
saida analoga (LINDE, 2013).

O MIJ foi quantificado nas formulagdes por cromatografia gasosa acoplada ao detector
por fon de chamas (GC-FID) “ e os dados instrumentais deste sistema foram: temperatura do
injetor (PTV) 300° C, inje¢do no modo split (1:20), coluna REDTEK RTX-1 de 30m x
0,32mm e 3um de filme. A fase movel foi constituida de gas Hélio com vazdo de 0,88
mL/min. Rampa de temperatura: 100° C durante 2 minutos, 2°C/min até 180° ¢ 5° C/min até
250°. O equipamento utilizado foi Shimadzu GC 2010 com detector FID acoplado ao

software GC Solution.
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Curva analitica do MJ

A curva analitica foi obtida em intervalo de concentragdo de 60 a 2000 ppm de MJ
utilizando metanol como solvente. As determinacdes foram feitas em triplicata. Foi
construida uma curva analitica de MJ versus 4rea do pico com o objetivo de determinar a

concentragdo do farmaco liberado no meio receptor durante o ensaio de dissolugao.

3.2.6. Ensaio de liberac¢ao in vitro

O Ensaio de liberacdo in vitro foi realizado no equipamento de permeacao Microette
Plus Hanson. O meio receptor foi determinado apds avaliagdo da solubilidade do farmaco na
solucdo receptora, garantindo a condi¢do sink na fase receptora. A condigdo sink ¢ garantida
quando a concentragdo do farmaco no meio for 10 vezes menor do que a concentracdo de
saturacdo, permitindo assim a difusdo do farmaco sob um gradiente de concentragio
(GENNARO, 2000). Foi utilizado o tampao Tris-HCI 0,01M pH 7,2 contendo 0,15% de
laurilsulfato de sédio. A liberagao do farmaco foi avaliada utilizando-se membrana sintética
de acetato de celulose 0,45 um. As formula¢des foram colocadas até completar o anel
dosador do equipamento (aproximadamente 50 mg de MJ e 4rea de exposi¢do de 1,77cm?).
Os experimentos foram conduzidos a 37,5°C e a solugdo receptora constantemente agitada a
300 rpm, por meio de um agitador magnético. Aliquotas de 2 mL foram coletadas nos tempos
de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, filtradas em membrana 0,45 pm e injetadas em CG para
quantificagdo. Um volume de 0,8 mL foi desprezado antes do inicio de cada coleta. As
aliquotas da coleta e volume desprezados foram repostos automaticamente e utilizadas nos
calculos da quantidade real permeada. Os resultados foram colocados em gréaficos para a

defini¢ao do modelo de cinética adequado para cada formulagao.
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Foi utilizada como controle, uma solu¢ao micelar de MJ composta por tampao Tris-
HCI, 20% de MJ e 0,15% de laurilsulfato de sodio. Este tensoativo foi utilizado com a
finalidade de solubilizar o MJ.

A Equacgdo 6, demonstrada abaixo, foi utilizada para calcular a quantidade real de MJ

liberada/permeada (Q real) em um tempo determinado:

Qreal,t=Ct. Vr+ XVc.Cc Equacio 6

onde:

Q real, t = quantidade real permeada referente ao tempo t;
C t = concentragao obtida referente ao tempo t;

Vr = volume da solug¢ao receptora (7 mL);

Cc = concentracdo da amostragem anterior;

V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza).

Foi realizada analise estatistica (ANOVA) entre os perfis de liberagdo do controle e
das formulacdes. Além disso, foi aplicado modelo matematico a partir dos graficos de

liberacdo para observar a cinética de liberagdo a partir de cada formulagao.

3.2.7. Atividade Antineoplasica em Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP,
Araraquara, considerou o protocolo para uso de animais neste projeto, estruturado dentro dos
principios éticos na experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal - CONCEA e de acordo com a Lei n® 11.977, de 25 de Agosto de
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2005 que institui o Codigo de Prote¢ao aos Animais do Estado de Sao Paulo, manifestando-se

FAVORAVEL 4 sua execucio, de acordo com Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 22/2012.

Inoculacido das Células Tumorais e Protocolo Terapéutico

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c fémeas (18-25g). Os animais
foram aclimatados as condi¢des do laboratorio pelo periodo de sete dias, antes de serem
submetidos aos procedimentos experimentais.

As células do tumor de Ehrlich foram mantidas in vivo por meio de repiques semanais
em camundongos, através da inoculagdo de 0,5-1 mL de ascite por via intraperitoneal (i.p).
Os camundongos, apds assepsia local com alcool iodado, foram inoculados subcutaneamente
com 0,1 mL da suspensdo tumoral ajustada na concentragdo de 1x10” células tumorais/mL
em RPMI-1640 para inducdo do tumor sélido (QUILLES, 2010).

Os tratamentos foram realizados utilizando-se trés doses (a cada sete dias) e as
substancias testadas foram ajustadas nas concentragdes adequadas (apos realizagdo no teste
de viabilidade celular) em mg/mL. Os tratamentos foram realizados intraperitonealmente,
com auxilio de seringa e agulha. Cada animal foi inoculado, de acordo com as especificagdes
dos grupos de estudo. Cada grupo era composto por 5 animais.

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

Grupo [: tratamento realizado com salina 0,9% (veiculo) (10 mL/Kg) como controle negativo.
Grupo II: tratamento realizado com doxorrubicina (5 mg/Kg) como controle positivo.

Grupo III: tratamento realizado com microemulsdes vazias (10 mL/Kg) como controle
negativo do MJ veiculado no sistema.

Grupo [V: tratamento realizado com solugdao micelar de MJ (5 mg/Kg), preparada com salina,
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MJ e 3% de tween 20.
Grupo V: tratamento realizado com MJ incorporado em microemulsao na dose: 2,5 mg/Kg.
Grupo VI: tratamento realizado com MJ incorporado em microemulsdo na dose: 5 mg/Kg

Grupo VII: tratamento realizado com MJ incorporado em microemulsdo na dose: 10 mg/Kg.

Para a preparacdo das formulacdes dos grupos: V, VI e VII foi utilizada a
microemulsdao G (18% O, 10% T e 72 %A) (Tabela 1) preparada no mesmo da administragao.
Esta formulagao foi escolhida devido aos resultados obtidos na caracterizagao fisico-quimica,

observados adiante.

Remociao dos Tumores

Ap6s 20 dias, os camundongos foram sacrificados e os tumores foram retirados com

auxilio de material cirargico ¢ medidos em seus didmetros maior ¢ menor utilizando

paquimetro digital Mitutoyo Digimatic Caliper. O tumor também foi pesado com auxilio de

uma balang¢a ndo analitica (Boeco). O volume do tumor foi calculado pela formula (ZHOU et

al.,1998):

Volume = 0,5 x didmetro maior x (diAmetro menor)’ Equacao 7

A taxa de inibi¢do tumoral foi calculada pela formula (SORENSEN et a/., 2001):

Taxa de inibig¢ao (%) = (1,0 — volume do tumor do grupo tratado / volume do tumor

do grupo controle) x 100% Equacgao 8
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Analise Histopatologica dos Tecidos Tumorais

Os tumores removidos dos animais de estudos foram fixados em formaldeido,
desidratados usando etanol e xileno, embebidos em parafina. Posteriormente foram
submetidos a cortes histoldgicos de 5 um corados com eosina e hematoxilina em laminas de
vidro. As laminas foram entdo analisadas histopatologicamente e fotografadas com auxilio de

microscopio com captura de imagem (Nikon Eclipse E200).

Analise da angiogénese pelo Sistema de Gradacdo para Angiogénese por Microscopia

(MAGS)

O sistema de gradagdo para angiogénese por microscopia (MAGS) foi desenvolvido
seguindo a técnica de Brem et al. (1972), modificado por Shankar et al. (2006). A
vasoproliferacdo (KnN), a hiperplasia de células endoteliais (KeE) e a citologia endotelial
(KxX) foram observadas estereometricamente em microscopio Optico em cortes de Sum do
tecido tumoral mamario fixados em formaldeido, desidratados usando etanol e xileno e
embebidos em parafina, e posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina, utilizando um

aumento de 400x. A pontuagdo foi calculada como:

MAGS =KnN + KeE + KxX Equacao 9

Onde as constantes sdo: Kn=1, Ke=3 e Kx = 6.
A vasoproliferacao (KnN) possui um valor maximo de 40, com N sendo o numero de
capilares detectados sob o aumento de 400x em cada campo. A hiperplasia de células

endoteliais (KeE) possui valor maximo de 30, sendo E o nimero de células alinhadas na
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secdo transversal do capilar, com valor maximo de 10. A citologia endotelial (KxX) possui
um valor méximo de 30; X possui um valor entre 0 ¢ 5 indicando a aparéncia histologica das
células endoteliais na zona de hiperplasia, sendo 0 = cé€lula endotelial normal; 1 = célula
aumentada, mas com nucleo normal e claro; 2 = célula aumentada, mas com nucleo claro e
proeminente; 3 = célula com nucleo grande e hipercromético; 4 = células endoteliais
“bizarras”; 5 = células que apresentem figura mitotica. A gradagdo MAGS calculada por esta
formula varia entre 0 e 100, em valores arbitrarios. Os resultados foram expressos em média
+ desvio-padrdo em valores arbitrarios, obtidos de 10 campos aleatérios em cada uma das

laminas dos 5 animais de cada grupo de estudo.

Determinacio da presenca de mitoses

A ocorréncia de mitoses foi observada estereometricamente em microscopio Optico
em cortes de 5 pm do tecido tumoral mamario fixados em formaldeido, desidratados usando
etanol e xileno e embebidos em parafina, e posteriormente corados com hematoxilina e
eosina, utilizando um aumento de 400x. Os resultados foram expressos em média + desvio-
padrdao do nimero de células em mitose em 5 campos aleatorios de cada lamina dos 5 animais

de cada grupo de estudo.

Analise Estatistica

Foi realizada analise estatistica (ANOVA) dos resultados obtidos de médias de peso,

volume, grau de angiogénese entre todos os tratamentos aplicados nos camundongos.
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Consideracoes Eticas em Relacdo aos Experimentos com Animais

Os animais utilizados neste estudo eram procedentes do CEMIB (Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Biologica), UNICAMP, Sao Paulo e foram transportados
até o biotério experimental do Departamento de Analises Clinicas da FCFAR, que conta com
controle adequado de temperatura, umidade, sanitizagdo e iluminagdo. Durante a
permanéncia no biotério, os animais tiveram acesso livre a alimento (ragdo padrdo) e dgua
potavel. Os experimentos foram realizados em laboratério com infra-estrutura adequada e
exclusivo para experimentacdo animal. Ao final dos experimentos, os animais sacrificados
foram acondicionados em sacos plasticos apropriados e depositados em freezer especifico
para aguardar o recolhimento semanal pelo Servico de Coleta Especial da Prefeitura

Municipal de Araraquara, para incineracao.

Gisela Bevilacqua Rolfsen Ferreira da Silva



Resultados e discussao 71

4. RESULTADOS e DISCUSSAO
4.1. Diagramas de fases pseudoternario para os sistemas estabilizados por

SAG/G/FS

Nas Figuras 7, 8 ¢ 9 estdo representados os possiveis sistemas obtidos a partir
das combinagdes de o6leo de soja (O), sais de acidos graxos de coco, glicerol,
fosfatidilcolina de soja (T) e 4gua (A), na auséncia de farmaco, na presenca de farmaco

e utilizando o farmaco como fase oleosa, respectivamente.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 lo)

Figura 7. Diagrama de fases pseudoternario de sistemas contendo SAG/G/FS (T), Oleo
de soja (O) e Agua ultra pura (A). Legenda: Sistema Transparente Liquido (STL),
Sistema Transparente Viscoso (STV), Sistema Opaco Liquido (SOL), Sistema Opaco
Viscoso (SOV). Pontos em vermelho representam as composi¢des especificas das

formulacdes estudadas na auséncia de MJ.
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Na auséncia de MJ (Fig. 7) foi possivel observar a regido de sistema transparente
liquido formada acima de 40% de fase aquosa, até¢ 30% de fase oleosa e com 0 maximo
de 50% de tensoativo. A regido de sistema transparente viscoso encontra-se entre 20 a
50% de fase aquosa, entre 35 a 68% de fase oleosa e de 10 a 25% de tensoativo. Sistema
opaco liquido foram observados em trés regides distintas. Inicialmente acima de 45% de
fase aquosa, em até 45% de fase oleosa e até 15% de tensoativo. Uma segunda regido de
sistema opaco liquido situa-se entre 30 e 45% de fase aquosa, com até 40% de fase
oleosa e entre 20 e 60% de tensoativo. A terceira regido de sistema opaco liquido
ocorreu com até 20% de fase aquosa, acima de 70% de fase oleosa com até 15% de
tensoativo. Uma grande regido de sistema opaco viscoso foi delimitada com até 45% de

fase aquosa, até 80% de fase oleosa e entre 5 a 90% de tensoativo.
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Figura 8: Diagrama de fases pseudoternario de sistemas contendo SAG/G/FS (T), Oleo
de soja (0), Agua ultra pura (A) e MJ (20%). Legenda: Sistema Transparente Liquido
(STL), Sistema Transparente Viscoso (STV), Sistema Opaco Liquido (SOL), Sistema

Opaco Viscoso (SOV).

Na Figura 8, estd apresentado o diagrama de fases pseudoternario na presenca de
MJ. Este diagrama assemelha-se ao diagrama de fases na auséncia de MJ. Porém
algumas diferengas ocorrem como o aumento da regido de sistema transparente liquido
em relacdo a porcentagem de fase aquosa e oleosa e diminui¢do desta regido em relagao
a porcentagem de tensoativo. A regidao de sistema transparente liquido foi obtida acima

de 35% de fase aquosa, com até¢ 50% de fase oleosa e at¢ 35% de tensoativo.
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Obtiveram-se duas regides de sistema transparente viscoso. A primeira regiao foi
semelhante ao diagrama pseudoternério de fases na auséncia de MJ, entre 35 a 60% de
fase aquosa, de 30 a 57% de fase oleosa e com 8 a 18% de tensoativo. A segunda regido
de sistema transparente viscoso encontra-se entre 10 a 40% de fase aquosa, até¢ 10% de
fase oleosa e entre 60 e 90% de tensoativo. Este diagrama também apresentou trés
regides distintas de sistema opaco liquido. A primeira regido situa-se de 30 a 65% de
fase aquosa, até 30% de fase oleosa e entre 28 e 63% de tensoativo. A segunda regido
de sistema opaco liquido encontra-se acima de 40% de fase aquosa, até 45% de fase
oleosa e até 10% de tensoativo. A terceira regido até 25% de fase aquosa, acima de 58%
de fase oleosa e com até 22% de tensoativo. A regido de sistema opaco viscoso foi
ampla, como no diagrama pseudoternario de fases na auséncia de MJ, situada com até

40% de fase aquosa, até 80% de fase oleosa e em qualquer propor¢ao de tensoativo.
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Figura 9: Diagrama de fases pseudoternario de sistemas contendo SAG/G/FS (T), MJ
como fase oleosa (O) e Agua ultra pura (A). Legenda: Sistema Transparente Liquido
(STL), Sistema Transparente Viscoso (STV), Sistema Opaco Liquido (SOL), Sistema
Opaco Viscoso (SOV) e Separacdo de fases (SF). Pontos em vermelho representam as

composigdes especificas das formulagdes estudadas contendo o MJ como fase oleosa.

Utilizando-se o0 MJ puro como fase oleosa, as regides de dominio para a
existéncia dos diferentes sistemas dispersos foram bruscamente modificadas (Fig. 9). A
regido de sistema transparente liquido ficou restrita: acima de 35% de fase aquosa, com
até 12% de MJ e até 55% de tensoativo. Uma regido de sistema transparente viscoso foi
observada situada em até 42% de fase aquosa, com até 70% de fase oleosa e acima de

30% de tensoativo. Uma regido de sistema opaco viscoso esteve localizada de 7 a 42%
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de fase aquosa, entre 28 a 68% de tensoativo e entre 15 a 60% de MJ. Uma grande
regido de sistema opaco liquido foi delimitada em toda extensdo de fase aquosa, até
90% de fase oleosa e até 50% de tensoativo. Uma regido de separacdo de fases foi
identificada na regiao de grande predominancia de MJ, baixa propor¢ao de fase aquosa
e baixa proporg¢ao de tensoativo.

A analise destes dados mostra diferengas notaveis entre a estrutura dos sistemas
com a variacao da propor¢ao dos componentes com auséncia ou presenca do farmaco ou
pela utilizagao do MJ como fase oleosa.

Na presenca de MJ (Fig. 8) a regido de sistema transparente liquido diminuiu
com relagdo a dependéncia de fase aquosa e de tensoativo, porém aumentou com
relacdo a fase oleosa quando comparado com o diagrama na auséncia de farmaco (Fig.
7). Ainda na presenca de MJ (Fig. 8) apareceu uma nova regiao de sistema transparente
Viscoso.

Quando o MJ foi usado como fase oleosa (Fig. 9), devido as suas caracteristicas
lipofilicas, a regido de sistema transparente liquido foi muito reduzida e a regido de
sistema opaco liquido foi bastante expandida em relagdo ao diagrama pseudoternario de
fases sem farmaco (Fig. 7). J& a regido de sistema transparente viscoso mudou
totalmente de posi¢ao e a regido de sistema opaco viscoso foi muito reduzida. Apareceu
também uma regido de separagdo de fases.

Nos trés diagramas, foi possivel observar que em altas porcentagens de fase
oleosa o sistema torna-se mais viscoso. Isto ocorre devido a alta lipofilia das fases
oleosas, oleo de soja (Fig. 7 e 8) e MJ (Fig. 9).

Foi possivel observar, novamente em todos os diagramas pseudoternario de
fases, que em altas proporgdes de tensoativo e baixas propor¢des de fase oleosa e

aquosa os sistemas tornaram-se muito viscosos (transparentes ou viscosos) em relacdo
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ao aspecto visual. Um motivo para esta alta viscosidade seria devido as caracteristicas
lipofilicas da fosfatidilcolina de soja (EHL=4), que apresenta capacidade de gelificar
quanto absorve pequenas quantidades de agua. Devido a esta alta lipofilicidade da
fosfatidilcolina, ha necessidade de associa-la a co-tensoativos, que podem ser alcoois de
cadeia curta como o glicerol (EHL=11,2) ou ainda os sais de &acidos graxos que
apresentam altos valores de EHL (EHL calculado de aproximadamente 20,4), destes
ambos apresentam maior grau de hidrofilia o que facilita absor¢ao da fase aquosa.

Ap6s estudo detalhado dos sistemas formados e descritos nos diagramas
pseudoternarios de fase, foram selecionados pontos nos diagramas com o objetivo de
caracterizar as formulagdes além do aspecto visual (transparéncia ou opacificidade e

viscosidade ou fluidez).

4.2. Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas selecionados

Os sistemas selecionados para a sequéncia do trabalho estdo detalhados na
Tabela 1, 2 e 3 e alguns deles estdo representados como pontos vermelhos na Figura 7 e
9. Estes sistemas foram inicialmente selecionados no diagrama pseudoternério de fases
na auséncia de MJ (Fig. 7) tendo em vista que os pontos estdo contidos na regido de
sistema transparente liquido, regido esta que ¢ de extremo interesse para este trabalho,
pois partindo do aspecto visual poderia ser uma regido de microemulsdo. A partir destas
composicdes foram selecionados os pontos seguintes, de semelhante composi¢do, no
diagrama pseudoterndrio de fases que contém MJ como fase oleosa (Fig. 9), porém a
regido que compreende estas formulagdes ¢ a de sistema opaco liquido que devido ao

aspecto visual poderia ser uma regido de nanoemulsao ou emulsdo.
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Os pontos da Figura 7 representam as formulacdes: A, B, C D e E que na
auséncia do farmaco sdo aqueles que apresentam propor¢do de tensoativo constante
(20%) variando a proporcao de fase oleosa de 2,5 a 30% de 6leo de soja. Os pontos: F,
G, H e I na auséncia do farmaco apresentam propor¢do de fase oleosa constante (18%)
variando a proporcao de tensoativo de 6 a 25%. J& os pontos: A, B, C, D ¢ E com MJ e
F, G, H e I com MJ apresentam a mesma composi¢ao das formulagdes na auséncia de
farmacos, porém agora com adi¢@o de 20% de MJ em cada formulacdo (Tabelal).

As formulagdes: J, K, L, M e N apresentam aproximadamente a mesma
composicdo de fase aquosa, fase oleosa e tensoativo com variagdo de MJ de 4 a 20%
(Tabela 2).

Os pontos da Figura 9 representam as formulagdes O, P, Q, R e S que
apresentam propor¢do de tensoativo constante (20%) variando-se a propor¢ao de fase
oleosa (2,5 a 30%) neste caso, o0 MJ. Os pontos T, U, V e W apresentam propor¢ao de
fase oleosa (MJ) constante (18%) variando a proporcao de tensoativo (6 a 25%) (Tabela

3).
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Tabela 1. Composicao das formulagdes com variacao da propor¢do de fase oleosa e

formulagdes com variacao da proporcao de tensoativo na auséncia e presenca de MJ.

Formulacoes Fase oleosa Tensoativo o/T Fase aquosa MJ (%)
(%0) (o) (Y0)
A 2,5 20 0,125 77,5 0
B 10 20 0,5 70 0
C 18 20 0,9 62 0
D 24 20 1,2 56 0
E 30 20 1,5 50 0
F 18 6 3 76 0
G 18 10 1,8 72 0
H 18 15 1,2 67 0
C 18 20 0,9 62 0
I 18 25 0,72 57 0
AMJ 2,5 20 0,125 77,5 20
BMJ 10 20 0,5 70 20
CMJ 18 20 0,9 62 20
D MJ 24 20 1,2 56 20
EMJ 30 20 1,5 50 20
FMJ 18 6 3 76 20
GMJ 18 10 1,8 72 20
H MJ 18 15 1,2 67 20
CMJ 18 20 0,9 62 20
IMJ 18 25 0,72 57 20
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Tabela 2. Composi¢ao das formulagdes com propor¢ao de MJ crescente.

" Formulacdes  Fase oleosa Tensoativo (%)  O/T  Faseaquosa  MJ (%)
(%) (%)
J 23 19 1,2 54 4
K 22 18,5 1,18 51,5 8
L 21 17,5 1,2 49,5 12
M 20 17 1,17 47 16
N 19 16 1,18 45 20

Tabela 3. Composi¢ao das formula¢des com MJ como fase oleosa.

Formula¢oes Fase oleosa  Tensoativo (%) Fase aquosa

MJ (%) (%)
) 2,5 20 77,5
P 10 20 70
Q 18 20 62
R 24 20 56
S 30 20 50
T 18 6 76
U 18 10 72
\% 18 15 67
Q 18 20 62
W 18 25 57
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Todas as formulacdes foram selecionadas para a sequéncia do estudo e
caracterizadas fisico-quimicamente, com o objetivo de avaliar o efeito da variagdo da
proporg¢ao de tensoativo, de fase oleosa e do MJ e ainda como estas variagdes interferem

na organizacao estrutural dos sistemas.

Determinacio do Raio Hidrodinamico das goticulas por Espalhamento dindmico

de luz

O raio hidrodindmico das goticulas foi verificado através da técnica de
Espalhamento dindmico de luz (light scattering), também conhecido como
espectroscopia de fotocorrelagao. Todas as formulagdes foram diluidas antes da analise,
pois quando o sistema ¢ concentrado e/ou polidisperso pode haver interagdes
interparticulas e assim o niumero de goticulas por unidade de volume pode interferir na
difusdo levando a erros experimentais no tamanho das goticulas, tendo em vista que o
coeficiente de difusdo pode diminuir & medida que o raio hidrodindmico aumenta
(LAWRENCE et al., 2000; ABOOFAZELI et al., 2000).

Os valores obtidos do raio hidrodindmico das goticulas estdo na Tabela 4 e 5.
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Tabela 4. Raio hidrodindmico (Raio) das goticulas e indice de polidispersidade (P1d)

das formulagdes com variagcdo de proporcao de fase oleosa e variagdo de proporcao de

tensoativo na auséncia e na presenca de MJ.

Formulacoes Raio (nm) Pld Formulacoes Raio (nm) Pld
A 102,90 0,171 AMJ 588,50 0,250
B 93,71 0,171 B MJ 219,70 0,113
C 87,72 0,176 CMJ 223,30 0,187
D 74,21 0,139 D MJ 205,40 0,215
E 62,43 0,130 E MJ 320,40 0,113
F 185,80 0,290 FMJ 86,42 0,218
G 120,60 0,157 GMJ 72,42 0,344
H 106,00 0,169 HMJ 102,30 0,143
C 87,72 0,176 CMJ 223,30 0,187
| 64,46 0,137 IMJ 375,80 0,224
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Tabela 5. Raio hidrodindmico (Raio) das goticulas e indice de polidispersidade (P1d)
das formulagdes com variagao de MJ e das formulacdes em que MJ foi utilizado como

fase oleosa.

Formulacoes Raio (nm) Pld Formulacoes Raio (nm) Pld
0] 229,90 0,226 J 61,33 0,098
P nd Nd K 88,58 0,052
Q 206,30 0,414 L 147,10 0,065
R 340,60 0,347 M 196,10 0,063
S 400,50 0,412 N 285,10 0,168
T 626,20 0,144
U 1299,00 0,307
\% nd Nd
Q 206,30 0,414
W 1241,00 0,973

nd=ndo detectavel

Na Figura 10 estdo representados os graficos que mostram a relagdo entre o raio
hidrodindmico das goticulas e aumento da propor¢ao de fase oleosa nas formulagdes na
auséncia de MJ (Fig.10a), nas formulagdes contendo MJ (Fig.10b) e mostram a relacao
do raio hidrodindmico das goticulas e aumento da propor¢do de tensoativo nas

formulagdes na auséncia de MJ (Fig.10c) e presenca de MJ (Fig.10d).
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Figura 10. Variagdo do raio hidrodindmico das goticulas em funcdo da fase oleosa: a)
na auséncia de farmaco; b) na presenga de farmaco; e em fungdo da proporcdo de

tensoativo: c¢) na auséncia de fAirmaco e d) na presenca de farmaco.

A Figura 10a mostra que a medida que a fase oleosa aumenta nas formulagdes
isentas de MJ o raio hidrodindmico das goticulas diminui de 102,9 até 62,43 nm e nas
formulagdes contendo MJ (Fig.10b) o raio hidrodindmico também diminui de 588,5 até
320,4 nm. Porém pode-se notar que a adi¢do do MJ gerou um aumento brusco do raio
hidrodindmico das goticulas, por exemplo, na formulacdo A isenta de MJ o raio
hidrodindmico foi de 102,9 nm enquanto na formulagio A com MJ o raio

hidrodinamico foi de 588,5 nm.
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Na Figura 10c pode-se observar que com aumento da proporcao de tensoativo
das formulagdes isentas de MJ houve diminui¢do no raio hidrodindmico das goticulas
de 185,8 para 64,46 nm, o que era esperado ja que o tensoativo tem a capacidade de
reduzir o raio hidrodindmico das goticulas. Ja na Figura 10d foi possivel observar que
com adi¢do do MJ inicialmente ha uma queda no raio hidrodindmico de 86,42 para
72,42 em baixas propor¢oes de fase oleosa mas a partir deste ponto o raio
hidrodindmico aumenta até 375,8nm. Isto significa que até a formulacdo com 10% de
tensoativo na presenca de MJ o tensoativo age de modo a estabilizar o sistema
termodinamicamente, a partir deste ponto as formulagdes nao foram mais estabilizadas
pelo tensoativo. Nota-se que a incorporagao do farmaco aumentou o raio hidrodinamico
das goticulas nas formulagdes de maior propor¢do de tensoativo.

Na Figura 11, estdo os graficos que mostram o que ocorre com O raio
hidrodindmico das goticulas com o aumento da proporcao de MJ (Fig.11a); o que ocorre
com o raio hidrodindmico se a fase oleosa ¢ substituida por MJ (Fig.11b) e o que ocorre
com aumento da propor¢do de tensoativo nestas formulagdes que tem MJ como fase

oleosa (Fig.11c).

Gisela Bevilacqua Rolfsen Ferreira da Silva



Resultados e discussao 86

300 1

250 1

200 -

150 1 [)

100 1

Raio hidrodinamico (nm)

50 A

MJ (%)

500 2000 4 C

400

1500 -

300
1000 -

200 4 b

Raio hidrodinamico (nm)
Raio hidrodinamico (nm)

500 -
100 -

0 1‘0 2‘0 3‘0 0 ‘5 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 C;D
MJ fase oleosa (%) Tensoativo (%)

Figura 11. Variacdo do raio hidrodinamico das goticulas em funcdo: a) do aumento da

proporcao de MJ como farmaco; b) do aumento da propor¢ao de MJ como fase oleosa;

¢) em fun¢do do aumento da propor¢ao de tensoativo.

Na Figura 11a, foi possivel observar que a medida que aumentou-se a
concentracao de MJ (4 a 20%) o raio hidrodinamico das goticulas aumentou 61,33 para
285,10 nm, deixando claro que a incorporagdo do farmaco aumenta o didmetro das
goticulas da fase oleosa, como demonstrado no diagrama de fases pseudoterndrio em
que a incorporagdo do farmaco (Fig.8) aumentou as regides de sistema opaco liquido
(goticulas maiores) quando comparado ao diagrama na auséncia de farmaco (Fig. 7). Na

Figura 11b, quando o 6leo de soja € substituido por MJ na fase oleosa, nota-se que com
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aumento da propor¢ao de MJ, o raio hidrodindmico tende a aumentar de 229,9 nm para
400,5 nm. Na Figura 1lc observou-se que com o aumento de tensoativo, o raio
hidrodinamico inicialmente aumentou de 626,2 para 1299,0 depois caiu para 206,3 ¢
voltou a subir para 1241,0. Estes resultados mostram que estas formulagdes ja nao sao
micro ou nanoemulsdes, ja& que o didmetro assemelha-se ao de emulsdes, que sao
instaveis do ponto de vista termodinamico. E isto pode ser comprovado através do
diagrama pseudoternario de fases que contém MJ como fase oleosa (Fig.9) em que esses
pontos que apresentaram raios hidrodindmicos elevados encontram-se na possivel
regido de emulsdo.

Através da Tabela 4 pode-se verificar que as formulagdes na auséncia e presenga
de MJ apresentaram um baixo indice de polidispersidade, variando entre 0,1 e 0,3. Isto
significa que estas formulagdes apresentaram um comportamento unimodal indicando
homogeneidade da formulacdo. A Tabela 5 mostra que o indice de polidispersidade
manteve-se bem baixo (0,05 a 0,1) para as formulagdes onde a proporcao de MJ sofreu
variagdo. Ja as formulagdes em que o MJ foi utilizado como fase oleosa, sofreram um
aumento do indice de polidispersidade (0,1 a 0,9) indicando um comportamento

multimodal a medida que este indice se aproxima de 1.

Analise Reolégica

O estudo da reologia ¢ Util para avaliar sistemas microemulsionados, pois o
comportamento do fluido esta relacionado com o tipo e grau de organizagdo do sistema
(FORMARIZ et al., 2005).

O comportamento reologico das formulagdes selecionadas foi avaliado através

do ensaio de escoamento.
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A Figura 12a e 12b mostra o perfil reologico das formulagdes sob influéncia da
fase oleosa na auséncia e presenca de MJ, respectivamente. A Figura 12c e 12d sob

influéncia da proporcao de tensoativo, na auséncia e presenca de MJ, respectivamente.
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Figura 12. Perfil reoldgico das formulagdes em funcdo: a) da proporgado de fase
oleosa na auséncia de MJ e b) presenca de MJ; e em fun¢do: c) da propor¢do de
tensoativo na auséncia e d) presenga de MJ. As curvas ascendentes e descendentes estao

representadas, respectivamente, por simbolos vazios e cheios.

Na Figura 12a foi possivel observar que o comportamento reolégico das
formulagdes variou de acordo com o aumento da fase oleosa. A transi¢do do

comportamento reologico pode ser confirmada pelo comportamento de fluxo (n) na
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Tabela 6. A formulacdo de menor propor¢do de fase oleosa na auséncia de MJ (2,5%0)
apresentou comportamento newtoniano, que pode ser confirmado pela viscosidade
constante com modificagdes na taxa de cisalhamento e indice de comportamento de
fluxo muito préximo de 1 (0,99). A formulacdo com 10% de fase oleosa apresentou
comportamento tixotropico e a formulagdo com 18% de fase oleosa na auséncia de MJ
apresentou comportamento pseudoplastico, ou seja, em ambos os casos a viscosidade
diminui a medida que a taxa de cisalhamento aumenta e o comportamento de fluxo de
ambos ¢ menor que 1. A partir deste ponto, as formulagdes com 24 e 30% de fase oleosa
passaram a apresentar comportamento reopético, representado pelo aumento da
viscosidade durante o cisalhamento e laco de histerese ao mesmo tempo, este ultimo
representado pela curva de volta estar acima da curva de ida (sentido anti-horario), além
de apresentarem indice de comportamento de fluxo maior que 1.

A Figura 12b mostra que o comportamento das formulagdes ¢ anti-tixotropico
quando 20% de farmaco foi adicionado a cada formulagao, com excecao da formulagao
de menor propor¢do de fase oleosa (A MJ = 2,5% fase oleosa) que apresentou
comportamento pseudoplastico. A formulacdo de menor propor¢do de fase oleosa na
presenca de MJ apresentou perfil de reconstrucdo tempo independente, ou seja, as
curvas ascendentes e descendentes se sobrepdem o que caracteriza o comportamento
pseudopléstico, além da diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento. A medida que ocorre aumento da fase oleosa na presenga de MJ as
formulagdes passaram a apresentar anti-tixotropia, aumentando o laco de histerese a
medida que aumentamos a propor¢ao de fase oleosa. A anti-tixotropia foi confirmada
com a reducdo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento e pelo fato da

curva da volta estar acima da curva da ida. Tanto o comportamento pseudoplastico
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como o anti-tixotrépico devem apresentar um indice de comportamento de fluxo menor
que 1.

A Figura 12c, demonstra o perfil reoldgicos das formulagdes na auséncia de MJ
a medida que aumenta-se a proporcdo de tensoativo. A formulagdo com 6% de
tensoativo apresentou tixotropia, embora apresente um laco de histerese bem pequeno,
comprovada pela reducao da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento além
da curva inferior de volta estar abaixo da curva superior de ida. Com aumento de
tensoativo na auséncia de MJ as formulacdes (G, H e C: 10, 15 e 20% tensoativo)
apresentaram perfil de reconstrucdo tempo-independente com comportamento
pseudoplastico, representado pela reducdo de viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento. A Formulacdo I com 25% de tensoativo apresentou anti-tixotropia, pelo
fato de obter redugdo da viscosidade quando aumentamos a taxa de cisalhamento ¢ a
curva de volta estar acima da curva de ida. Todos os indices de comportamento de fluxo
destas formulagdes foram menor que 1 confirmando o comportamento de fluxo descrito.

A Figura 12d mostra que com adicdo de 20% de MJ e com aumento da
proporcdo de tensoativo, as formulagdes apresentaram comportamento reopético em
baixas propor¢des de tensoativo (6, 10 e 15 %) e anti-tixotropia com o aumento de
tensoativo (20 e 25%). Apesar de todas estas formulagdes de 6 a 25 % de tensoativos
apresentarem curva de volta acima da curva de ida, 0 comportamento reopético nas mais
baixas propor¢des de tensoativo pode ser confirmado pelo aumento da viscosidade
enquanto o anti-tixotropico ¢ confirmado pela reducdo da viscosidade a medida que
aumentamos a taxa de cisalhamento. Além disto, o indice de comportamento de fluxo
de uma curva reopética deve ser maior que 1, enquanto de uma curva anti-tixotropica

deve ser menor que 1.
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Na Figura 13 esta representado o perfil reoldgico das formulagdes com variagao
da propor¢ao de MJ (Fig.13a), com variacao de MJ como fase oleosa (Fig.13b) e com

variacao de tensoativo (Fig.13c).
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Figura 13. Perfil reologico das formulagdes em funcdo: a) da propor¢do de MJ; b) da
propor¢ao de MJ como fase oleosa; ¢) da propor¢ao de tensoativo tendo MJ como fase
oleosa. As curvas ascendentes e descendentes estdo representadas, respectivamente, por

simbolos vazios e cheios.

Na Figura 13a pode-se observar o comportamento reoldgico das formulagdes a
medida que a propor¢do de MJ ¢ aumentada nas formulagdes. Em baixas porcentagens

de MJ (4 e 8%) as curvas apresentam perfil de reconstrucdo tempo independente e
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comportamento de um fluxo newtoniano, isto €, viscosidade constante independente da
taxa de cisalhamento aplicada e também apresentaram indice de comportamento de
fluxo proximo a 1. Com aumento de MJ (12, 16 e 20%) as curvas passam a apresentar
anti-tixotropia, devido a reducgdo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento
e pelo fato de a curva de volta ser acima da curva de ida.

Na Figura 13b, quando 6leo de soja foi substituido por MJ, a formulagao com
2,5% MIJ apresentou tixotropia. A medida que a propor¢io de MJ como fase oleosa foi
aumentada as curvas sofrem transi¢cdo para um comportamento pseudoplastico. Tanto o
comportamento tixotropico como o pseudoplastico sofrem reducao da viscosidade com
o aumento da taxa de cisalhamento e ambos apresentam indice de comportamento de
fluxo menor que 1, porém o que os diferencia ¢ o fato de o comportamento
pseudoplastico ser independente do tempo, enquanto o tixotropico ¢ dependente do
tempo. Apenas a formulagdo de 30% MJ apresentou anti-tixotropia.

Na Figura 13c, tendo as formula¢des MJ como fase oleosa constante (18%) foi
possivel observar o comportamento reolégico conforme a propor¢ao de tensoativo foi
aumentada. As formulagdes de 6 até 15% de tensoativo apresentaram tixotropia, isto
significa reducdo da viscosidade com aumento da taxa de cisalhamento e curva de volta
abaixo da curva de ida. A formulagdo com 20% de tensoativo apresentou
comportamento pseudoplastico, reconstru¢do tempo-independente com redugdo da
viscosidade a medida que aumentou-se a taxa de cisalhamento, enquanto a formulagado
com maior porcentagem de tensoativo (25%) apresentou reconstrucdo tempo
independente com uma curva de fluxo newtoniano e indice de comportamento de fluxo
proximo a 1.

Foi utilizado o modelo de lei de poténcia (SCHRAMM, 2006) para confirmar o

indice de comportamento do fluxo e o indice de consisténcia, que pode ser descrito pela
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equagdo calculada através da inclinagdo da curva de fluxo. Esta inclinagdo ¢
determinada por meio de calculos de regressao usando as equagdes de Oswald-de-

Waele ou Power-Law:

T= k(Y)n Equacio 10

onde: T ¢ a taxa de cisalhamento, k ¢ o indice de consisténcia, Y € a tensdo de

cisalhamento e n ¢ o indice de comportamento de fluxo. Este modelo retrata o desvio
em relagdo ao comportamento Newtoniano, portanto n > 1 representa um fluido
dilatante ou reopético, n < 1 representa um fluido pseudoplastico, tixotropico ou anti-

tixotropico € n = 1 representa um fluido newtoniano.

Tabela 6. indice de comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K) para as
formulagdes com variagdo na propor¢ao de fase oleosa e formulagdes com variagdo na

proporg¢ao de tensoativo, na presenca e auséncia de MJ.

Formulacio K n Formulacao K n
A 0,004 0,99 AMJ 0,04 0,771
B 0,01 0,92 BMJ 0,10 0,78
C 0,01 0,94 CMJ 3,59 0,32
D 0,01 1,04 D MJ 7,60 0,26
E 0,02 1,09 EMJ 11,53 0,23
F 0,006 0,91 FMJ 0,03 0,97
G 0,009 0,91 GMJ 0,09 1,00
H 0,038 0,78 HMJ 0,02 1,01
C 0,01 0,94 CMJ 3,59 0,32
I 0,039 0,91 IMJ 0,61 0,59
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Tabela 7. Indice de comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K) para as
formula¢des com variagao na propor¢cao de MJ e formulagdes com MJ utilizado como

fase oleosa.

Formulacao K n Formulacao K n
J 0,017 0,97 T 0,020 0,57
K 0,03 0,99 U 0,012 0,71
L 0,88 0,57 \% 0,008 0,85
M 2,64 0,42 Q 0,015 0,89
N 4,01 0,33 W 0,016 0,98
0] 0,005 0,86
P 0,009 0,96
Q 0,015 0,89
R 0,008 0,97
S 0,013 0,98

As Tabelas 6 e 7 apresentam o indice de comportamento de fluxo e o indice de
consisténcia das formulagdes estudadas. A partir dos resultados € possivel confirmar
que as formulagdes com variacdo de fase oleosa na auséncia de MJ apresentam
transicdo de comportamento newtoniano, tixotropico, pseudopléstico e reopético, pois o
n inicialmente estd muito proximo de 1 para a formulacdo de menor propor¢do de fase
oleosa e a medida que a fase oleosa ¢ aumentada os valores de n sdo menores de 1
(comportamento tixotropico e pseudoplastico). Nas maiores proporcdes de fase oleosa n
torna-se maior que 1 confirmando o comportamento reopético. Na presenca de MJ e
com aumento da propor¢do de fase oleosa todas as formulagdes apresentam n < 1,

confirmando o comportamento inicialmente pseudoplastico e depois anti-tixotropico a
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medida que a propor¢ao de fase oleosa foi aumentando. Na auséncia de MJ com
aumento da propor¢ao de tensoativo as formulagdes apresentaram n<l de acordo com o
comportamento tixotropico, pseudoplastico e anti-tixotropico, sendo que na presenca de
MJ o indice de comportamento de fluxo foi maior que 1, em baixas proporgdes de
tensoativo devido ao comportamento reopético destas formulagdes, tornando-se menor
que 1 a medida que a propor¢do de tensoativo aumentou, devido ao comportamento
anti-tixotropico.

As formulagdes em que ocorreu variacdo da propor¢cdo de MJ apresentaram
transi¢ao de comportamento newtoniano (n proximo a 1) em baixas propor¢des de MJ
e comportamento anti-tixotropico (n<1) em altas propor¢des de MJ.

Ja as formulagdes onde MIJ foi utilizado como fase oleosa a variagao de MJ
gerou uma transi¢do de comportamento tixotropico, pseudopléstico e anti-tixotropico
gerando, portanto um indice de comportamento de fluxo sempre menor que 1. Com
variacao de tensoativo tendo MJ como fase oleosa em baixas propor¢des de tensoativo o
comportamento foi tixotropico e pseudoplastico (n<1) e passou a ser newtoniano na
mais alta propor¢ao de tensoativo (n proximo a 1).

Através dos dados das Tabelas 6 e 7, pode-se observar que o indice de
consisténcia (K) aumenta com o aumento da propor¢ao de fase oleosa. Na auséncia de
MJ com variagdo de fase oleosa o indice de consisténcia varia de 0,004 para 0,02, ou
seja, o indice de consisténcia sofre aumento a medida que se aumenta fase oleosa. Com
adicdo de MJ este indice varia de 0,04 para 11,53, isto significa que além deste indice
aumentar com o aumento da fase oleosa ele aumenta mais de 500 vezes com a
incorpora¢dao do MJ em altas proporcdes de fase oleosa. Quando ocorre variagdo apenas
do MJ, o indice de consisténcia aumenta de 0,017 para 4,01 a medida que o MJ

utilizado como farmaco ¢ aumentado. Quando o MJ ¢ utilizado como fase oleosa o
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indice varia de 0,005 para 0,013 com aumento do MJ. Estes dados mostram que a
viscosidade ¢ dependente da fase oleosa (6leo de soja) utilizado no sistema, e neste
caso, o0 MJ por ser um farmaco lipofilico também influenciou muita na viscosidade e

consisténcia das formulagoes.

Microscopia de Luz Polarizada

Os resultados de microscopia de luz polarizada das formulagdes na auséncia de
MJ estdo apresentados na Figura 14. Verifica-se que independente da variagcdo de
propor¢ao de fase oleosa as formulagdes apresentaram campo escuro com raras
presencas de cruz de malta. As formulagdes na auséncia de MJ com variagdo da
proporg¢ao de tensoativo também apresentaram campo escuro com rara presenca de cruz
de malta. O campo escuro mostra que estas formula¢des ndo desviam luz sob plano de
luz polarizada indicando isotropia do sistema. A presenca de cruz de malta indica fase
lamelar, porém devido a raridade das cruzes (alguns casos apenas uma cruz por toda
lamina) estas podem ter aparecido devido a algum componente da formulagdo (por
exemplo, o sal de acido graxo) ou interacdo entre eles (sais de acido graxo e oleo de

soja).
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Figura 14. Fotomicrografias das formula¢des preparadas com propor¢des crescentes de

fase oleosa (A: 2,5%, B: 10%, C: 18%, D: 24% ¢ E: 30%) e tensoativo constante (20%) e
com proporgdes crescentes de tensoativo (F: 6%, G: 10%, H: 15%, C: 20% e I: 25%) e fase

oleosa constante (18%) na auséncia de MJ.

A Figura 15 mostra as fotomicrografias das formulacdes na presenga de MJ. Em
baixas propor¢des de fase oleosa na presenca de MJ as formulagdes apresentaram
campo escuro, indicando isotropia do sistema, mas a medida que aumentou-se a
propor¢ao de fase oleosa, as fotomicrografias deixam de apresentar campo escuro. Com
a variacdo da proporcao de tensoativo na presenca de MJ as formulagdes de baixa
propor¢ao de tensoativo apresentaram campo escuro, tendo rara presenca de cruz de
malta, indicando isotropia. Ja a medida que a propor¢do de tensoativo foi aumentando,

nota-se nas fotomicrografias novamente estas a transi¢do para um campo nao escuro.
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Essa modificacdo indica aumento do raio hidrodindmico das goticulas destas
formulagdes, isto ¢, transicdo de microemulsao ou nanoemulsao para emulsdo, que pode
ser comprovado com a Tabela 4, a medida que aumentou-se a propor¢ao de fase oleosa

e tensoativo.

Figura 15. Fotomicrografias das formula¢des preparadas com propor¢des crescentes de

fase oleosa (A: 2,5%, B: 10%, C: 18%, D: 24% ¢ E: 30%) e tensoativo constante (20%) ¢
com proporgdes crescentes de tensoativo (F: 6%, G: 10%, H: 15%, C: 20% e I: 25%) e fase

oleosa constante (18%), na presenca de 20% de MJ.

A Figura 16 mostra as fotomicrografias das formulacdes com aumento da
proporcao de MJ (4 a 20%). Em baixas propor¢des de MJ as formulagdes apresentaram
campo escuro com rara presenca de cruz de malta, indicando isotropia. J& com aumento
da proporcao de MJ as fotomicrografias apresentaram diversas cruzes de malta e deixam

de apresentar campo escuro. A grande presenca de cruzes de malta indica fase lamelar
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e, portanto anisotropia em altas concentracdes de MJ. Quando o campo deixa de ser
escuro indica formacao de novas estruturas como emulsdo, o que pode ser verificado

pelo raio hidrodindmico maior, como mostra a Tabela 5 em altas concentragdes de MJ.

Figura 16. Fotomicrografias das formulag¢des preparadas com propor¢des crescentes de

MJ (J: 2,5%, K: 10%, L: 18%, M: 24% e N: 30%).

A Figura 17 mostra as fotomicrografias das formulagdes em que o MJ foi
utilizado como fase oleosa. Na mais baixa propor¢ao de MJ (2,5%) a fotomicrografia
apresentou campo escuro, porém com o aumento de MJ as fotomicrografias
apresentaram diversas gotas de 6leo. Estas gotas sdo correspondentes ao MJ ja que estas
aumentaram a medida que aumentou-se a propor¢do do farmaco utilizado nestas
formulagdes. A formulacdo de maior porcentagem de MJ (30%) além de apresentar
diversas gotas de 6leo, também apresentou algumas cruzes de malta.

As formulagdes com variagdo da propor¢do de tensoativo apresentaram

fotomicrografias com gotas de Oleo, mais evidentes nas formulagdes de menor
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porcentagem de tensoativo (6 a 10%). Quando a propor¢ao de tensoativo foi aumentada,
isto €, a partir de 15%, o campo voltou a ser escuro e as gotas de MJ diminuiram. Isto
deve ter ocorrido, pois 0 aumento de tensoativo pode ter diminuido a tensdo interfacial
destas formulagdes de modo a adquirir maior estabilidade termodinamica. A

formulacao de maior porcentagem de tensoativo também apresentou raras cruzes de

malta.

Figura 17. Fotomicrografias das formula¢des preparadas com propor¢des crescentes de
MJ como fase oleosa (O: 2,5%, P: 10%, Q: 18%, R: 24% e S: 30%) ¢ tensoativo constante
(20%) e com proporcdes crescentes de tensoativo (T: 6%, U: 10%, V: 15%, Q: 20% e W:

25%) e MJ como fase oleosa constante (18%).

As gotas de 6leo encontradas nas fotomicrografias com variagdo na proporg¢ao de

MJ como fase oleosa sao evidentemente correspondentes ao MJ. Essas gotas indicam
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instabilidade destes sistemas na tentativa de utilizar apenas o MJ como fase oleosa, ou

seja, o MJ sem o auxilio de outra fase oleosa capaz de incorpora-lo satura-se até mesmo

em baixas concentracdes. Essa instabilidade ndo ¢ apenas comprovada pela microscopia

de luz polarizada, mas também pelo alto raio hidrodindmico destas formulagdes (Tabela

5).

Difraciao de Raios-X

Na Figura 18 estdo representados os difratogramas de todos os componentes das

formulagdes.
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Figura 18. Difratogramas dos componentes isolados: sais de acido graxo,

fosfatidilcolina de soja, metildiidrojasmonato, 6leo de soja e glicerol.

Na Figura 18, podemos observar que os componentes das formulacles

apresentam estruturas amorfas, com exce¢do do sal de acido graxo, que apresenta
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estrutura cristalina, identificada pelos picos nas seguintes posic¢des: 5,17; 7,70; 19,24;
21,77; 30,98; 39,45; 45,40. O fato de o sal de acido graxo apresentar estrutura cristalina,
como mostra o difratograma acima, concomitantemente com a informagao de que a
mistura de acidos graxos e seus sais na presenga de dgua seja capaz de gerar estruturas
em bicamadas (XU et al., 2013) sera de extrema importancia para definicdo posterior
das formulagoes.

Na Figura 19 estdo representados os difratogramas das formulagdes com

variacao na proporc¢ao de fase oleosa na auséncia de MJ e presenga de MJ.
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Figura 19. Difratogramas das formulacdes preparadas com proporgdes crescentes de fase
oleosa (A: 2,5%, B: 10%, C: 18%, D: 24% e E: 30%) e tensoativo constante (20%) na

auséncia (a) e presenca (b) de MJ.

Na Figura 19a pode-se observar que as formulagdes com variagdo de proporcao
de fase oleosa na auséncia de MJ apresentaram halos alargados e pouco intensos. Porém
¢ possivel identificar picos de cristalinidade nas formulagdes com 2,5% até 24% de fase
oleosa (A-D). Estes picos de cristalinidade sdo oriundos dos sais de acido graxo, tendo
em vista que nos difratogramas das formulagdes A, B e C dois picos coincidem com os

picos deste tensoativo, enquanto na formulagdo com 24% de fase oleosa (D) trés picos
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coincidem com os deste tensoativo. A formulagao de maior propor¢ao de fase oleosa (E:
30% O) apresentou caracteristicas de estrutura amorfa. Na Figura 19b na presenca de
MJ e com variagdo de proporcao de fase oleosa notam-se também halos alargados e
menos intensos. Nas formulagdes com 2,5% e 24% de fase oleosa (A e D) na presenca
de MIJ observam-se dois picos que indicam cristalinidade e cujas posigdes coincidem
com os picos do difratograma dos sais de acidos graxos. As outras formulagdes na
presenca do farmaco (B, C e E) aparentam ser amorfas.

Nao houve influéncia do aumento de proporc¢ao de fase oleosa nos difratogramas
das formulagdes, independente da presenca ou auséncia de MJ.

Na Figura 20 estdo representados os difratogramas das formulagdes com

variacao da proporg¢ao de tensoativo na presenca e auséncia de MJ.
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Figura 20. Difratogramas das formulagdes preparadas com proporcdes crescentes de
tensoativo (F: 6%, G: 10%, H: 15%, C: 20% e I: 25%) e fase oleosa constante (18%), na

auséncia (a) e presenca (b) de MJ.

Na Figura 20a foi possivel observar os difratogramas das formula¢des com
variacao da propor¢do de tensoativo na auséncia de MJ. Os difratogramas apresentaram

halos largos e pouco intensos nas formula¢des de baixa proporc¢do de tensoativo, com o
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aumento da propor¢ao de tensoativo os halos tornaram-se mais intensos principalmente
na formulacdo de maior propor¢ao de tensoativo. Nota-se que todas as formulagdes
apresentaram dois picos de cristalinidade que coincidem com picos produzidos pelos
sais de acido graxo nos difratogramas. Com a adi¢do do farmaco (figura 20b) nota-se
que todos os halos tornaram-se menos intensos, o que torna estas estruturas mais
amorfas na presenca do MJ. Apenas as formulagdes com 15 e 25% de tensoativo na
presenca de MJ apresentam um pico que indica cristalinidade.

Ao comparar as figuras 19 e 20, observa-se que em independente de aumento de
proporg¢ao de fase oleosa ou de tensoativo, quando farmaco ¢ incorporado a maioria das
formulagdes, estas deixam de ser cristalinas e passam a ser amorfas, isto significa que a
cristalizacdo dos sais de acido graxo ¢ desfavorecida quando MJ ¢ incorporado ao
sistema, tendo em vista que os halos tornam-se menos intensos e mais alargados.

Na Figura 21 estdo representados os difratogramas das formulagdes em que a

proporcao de MJ sofreu variacao.
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Figura 21. Difratograma das formula¢des preparadas com propor¢des crescentes de MJ

(J: 2,5%, K: 10%, L: 18%, M: 24% e N: 30%).
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Na Figura 21, nota-se que nas formula¢des onde a propor¢cao de MJ foi variada
(2,5 a 24% MJ) houve formacdo de halos pouco intensos e alargados em todas estas
formulagdes, porém dois picos coincidem com os picos dos sais de acido graxo,
indicando cristalinidade destas estruturas. Ja na formulacdo de maior porcentagem de
MJ (30%) este pequeno halo desaparece. Nao houve interferéncia do aumento de MJ na
estrutura das formulagdes até determinada propor¢do de MJ (24%), apenas a formulacgao
com maior porcentagem de MJ (30%) mostra um aumento de amorficidade.

Na Figura 22 estdo representados os difratogramas das formulagdes onde o MJ

foi utilizado como fase oleosa.

] 800 4
700 H a - b
600 -] o]
i <
3 500 7 ]
: 2 i
°
: 8 400 w W“""Wm- -
7] ‘0 st A s it
g c ST IR TR
£ 300 £ ol e b
) B T i o LTS
200 AR i b b & _—
" ,,,,,,.,vr"'d (el ¥ VA A "w ‘
e MM WAoo omron 1
100 - ' . o] o
o W iiaalas Mwwq\iw-.»..,..»,M,,A,MWM =
0 0 Mly ) y T T 1 0 T T T T T T T T 1

T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80

2¢° 2°

Figura 22. Difratogramas das formula¢des preparadas com: (a) proporgdes crescentes
de MJ como fase oleosa (O: 2,5%, P: 10%, Q: 18%, R: 24% e S: 30%) e tensoativo
constante (20%) e com: (b) proporg¢des crescentes de tensoativo (T: 6%, U: 10%, V:

15%, Q: 20% e W: 25%) e MJ como fase oleosa constante (18%) (b).

Na Figura 22a observa-se que os difratogramas das formulagdes que sofreram
variagdo da propor¢ao de MJ (como fase oleosa) apresentaram halos pouco intensos e

alargados, sendo que o difratograma da formulagcdo com 18% de MJ este halo nao
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existe, deixando evidente que estas formulacdes apresentaram estruturas amorfas
independente do aumento de MJ como fase oleosa. Na Figura 22b ocorre variagdo da
propor¢ao de tensoativo ¢ ha um halo pouco intenso e largo no difratograma da
formulacao de menor propor¢ao de tensoativo, mas este vai diminuindo a medida que se
aumenta o tensoativo. Porém em todos os casos, as estruturas sdo amorfas, devido a
auséncia de picos cristalinos de alta intensidade.

Para administracdo de injetaveis € muito importante saber se os sistemas sao
amorfos ou cristalinos e a predominancia de amorficidade nas formulacdes estudadas ¢

uma caracteristica comum e desejada para sistemas injetaveis emulsionados (SILVA et

al., 2013).

Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Foi realizado o estudo de Espalhamento de raios-X a baixo angulo, como
mostram as curvas de intensidade de espalhamento /(g) em fun¢do do vetor de
espalhamento (g), em relacdo a variagcdo de fase oleosa na auséncia e presenca de MJ
(Fig. 23), em relagdo a variagdo da propor¢ao de tensoativo na auséncia e presenga de
MJ (Fig. 24), em relacdo a variacdo de MJ (Fig. 25) e em duas formulagdes em que MJ

foi utilizado como fase oleosa (Fig. 26).
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Figura 23. Curvas de SAXS das formulagdes preparadas com proporgdes crescentes de
fase oleosa (A: 2,5%, B: 10%, C: 18%, D: 24% e E: 30%) e tensoativo constante (20%) na

auséncia (a) e presenca (b) de MJ respectivamente.

A Figura 23a, mostra as curvas de SAXS das formula¢des com variagdo da fase
oleosa na auséncia de MJ. Foi possivel observar a presenca de um Unico pico na
formulagdo de menor proporcao de fase oleosa. Nesta formulagdo A (2,5% 6leo de soja)
foi possivel observar um braco ligado ao unico pico, sugerindo uma possivel transicdo
de fase de um sistema menos organizado para um sistema mais organizado. Com
aumento da propor¢do de fase oleosa ocorreu surgimento de um segundo pico. A
distancia desses dois picos foi de aproximadamente 2 como mostra a Tabela 8 e esta
distancia sugere a presenca de particulas ou agregados com organizagao espacial.

A Figura 23b mostra o que ocorre quando o farmaco foi incorporado com
varia¢ao da proporcao de fase oleosa. Todas as curvas apresentaram um tnico pico, com
excegdo da formulacdo de menor propor¢do de fase oleosa que apresentou um segundo

pico. Isto significa que a adi¢do do farmaco com o aumento de fase oleosa gerou uma
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desestruturacdo das formulagdes. As formulacdes que apresentaram dois picos e,
portanto sdo mais organizadas do ponto de vista estrutural (as formulagdes de maior
propor¢ao de fase oleosa na auséncia de MJ e a formulagao de baixa propor¢ao de fase
oleosa na presenca de MJ) podem ser classificadas como uma mesofase lamelar devido
arelacdo di/d>=2 (CARVALHO, 2009).

A Figura 24 mostra as curvas de SAXS das formulagdes com variagdao

proporg¢ao de tensoativo na auséncia e presenga de MJ.
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Figura 24. Curvas de SAXS das formulagdes preparadas com proporgdes crescentes de
tensoativo (F: 6%, G: 10%, H: 15%, C: 20% e I: 25%) e fase oleosa constante (18%), na

auséncia (a) e presenga (b) de MJ respectivamente.

Na Figura 24a, nota-se que em baixas porcentagens de tensoativo na auséncia de
MJ, um primeiro pico ainda estd sendo formado. A curva da formulacdo de 15% de
tensoativo apesar do ruido mostra o surgimento do primeiro pico, o que fica mais
evidente nas formulagdes de maior porcentagem de tensoativo. Nestas formulacdes de
maior porcentagem de tensoativo e auséncia de MJ foi possivel observar um segundo
pico comecgando a aparecer. O aparecimento deste segundo pico decorrente do aumento

de proporc¢do de tensoativo indica maior organizacdo estrutural. As formula¢des que
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apresentaram dois picos podem ser classificadas como uma mesofase lamelar devido a
relagcdo di/d>=2. As que apresentaram apenas um pico (baixas propor¢des de tensoativo
na auséncia de MJ) podem ser classificadas com micro ou nanoemulsdes como
observado também através da microscopia de luz polarizada, onde estas formulacdes
apresentaram campo escuro indicando isotropia e o raio hidrodindmico das goticulas
variou de 106 a 185 nm indicando ainda raio hidrodindmico coerente com estas
estruturas.

Ja quando MJ foi adicionado a estas formulagdes com variagao da proporcao de
tensoativo (Fig. 24b) notam-se curvas sem picos. O farmaco alterou significantemente
as nanoestruturas existentes, independentemente da propor¢do de tensoativo. O MJ
apresenta carater anfifilico e moléculas anfifilicas podem se inserir nos espagos entre as
lamelas provocando o desaparecimento das propriedades estruturais do sistema
(PESTANA, 2009), demonstrado também pelo campo escuro da microscopia de luz
polarizada e pelo reduzido didmetro de goticulas de 72 a 102 nm.

A Figura 25 mostra as curvas de SAXS das formulagdes com variagdo de MJ.
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Figura 25. Curvas de SAXS das formulagdes preparadas com proporgdes crescentes de
MIJ (K: 8%, L: 12%, M: 16% e N: 20%).
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Em todas as curvas com variagdo de MJ ha presenca de um primeiro pico
intenso. A medida que a propor¢io de MJ foi aumentando um segundo pico apareceu.
Os dados da Tabela 9 mostram que as formula¢des que apresentaram dois picos (12% e
20% de MJ) podem ser classificadas como mesofase lamelar devido a relagdo di/d>=2.
A formulag@o com baixa propor¢ao de MJ (8%) pode ser uma micro ou nanoemulsdo
pelas caracteristicas da curva de SAXS (apenas um pico) e pelo campo escuro atraves

da técnica de microscopia de luz polarizada referente a um sistema isotropico.

A Figura 26 mostra as curvas das formulagdes onde MJ foi utilizado como fase

oleosa.
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Figura 26. Curvas de SAXS das formulacdes O: 2,5% de MJ como fase oleosa e 20% de

tensoativo e formulagdo W: 25% de tensoativo e 18% de MJ como fase oleosa.
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Na Figura 26, observa-se que a formulagdo com baixa propor¢ao de MJ como
fase oleosa (formulacao O) obteve uma curva de SAXS com um tunico pico alargado e
com um brago que se estende ao pico. Através deste Unico pico entende-se que a
formulacao pode ser uma nanoemulsdao por apresentar raio hidrodindmico médio de
goticulas de 229 nm e campo escuro na microscopia de luz polarizada. J& formulagdo
com alta proporc¢ao de tensoativo ¢ com MJ como fase oleosa pode ser uma emulsao,
pois apesar de apresentar um unico pico obteve raio hidrodinamico médio de goticulas

maior que 1200 nm.

Tabela 8. Valores de gmax (A) e razio entre as distancias interplanares para as

formula¢des com variacado de fase olecosa e variagdo de tensoativo na auséncia e

presenca de MJ.
gmax 1(A) gmax 2(A) d1/d2 gmax 1(A) gmax2A) di/d2

A 0,84 - - AMJ 0,84 1,69 2

B 0,75 1,97 2 B MJ 0,75 - -

C 0,77 2,05 2

D 0,78 2,05 2 D MJ 0,66 - -
EMJ 0,75 ] _

F 0,95 - - FMJ sem pico

G 0,62 - - GMJ sem pico

H 0,82 - -

C 0,77 2,05 2

I 0,81 2,00 2 I1MJ sem pico
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Tabela 9. Valores de gmax (A) e razio entre as distancias interplanares para as
formula¢des com variacdo de MJ ou formulacdes onde MJ foi utilizado como fase

oleosa.

gmax 1(A) gmax 2(A) d1/d2

K 063 3 ;
L 0,63 1,69 2
M 0,98 - -
N 071 1,85 2
o 099 - -
W 093 ; ]

Potencial Zeta

Quando as particulas estdo em contato com um liquido elas adquirem uma carga
elétrica na sua superficie. O potencial de superficie das particulas fornece os valores de
potencial zeta. Este sofre influéncia das modificagdes na interface com o meio
dispersante, em razdo da dissociagdo de grupos funcionais na superficie da particula ou
da adsor¢cdo de espécies i0Onicas presentes no meio aquoso de dispersdo. Podemos
determinar o potencial zeta através de técnicas de eletroforese. O potencial zeta pode ser
influenciado pelo tensoativo usados nas formula¢des. Tensoativo anidnico gera um
potencial negativo a interface, enquanto tensoativo nao-idnicos reduzem o valor
absoluto deste parametro. Sabe-se que uma boa estabilidade fisico-quimica das
dispersdes coloidais ¢ garantida quando se obtém em modulo, um valor de potencial

zeta relativamente alto ja que forgas repulsivas grandes evitam a agregacdo em fungao
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das colisdes ocasionais de nanoparticulas ou goticulas adjacentes (KILL, 2012;
SOUZA, 2011; SCHAFFAZICK et al., 2003).
A Tabela 10 mostra os valores de potencial zeta obtidos nas formula¢des com

variacao de fase oleosa ou variagao de tensoativo na auséncia e presenca de MJ.

Tabela 10. Potencial zeta das formulagdes com varia¢ao de fase oleosa e formulagdes

com variacao de tensoativo na auséncia e presenca de MJ.

Formulacoes Potencial Formulacgoes Potencial

Zeta (mV) Zeta (mV)
A (2,5%0, 20%T) -99,00 AMJ (2,5%0, 20%T) -21,90
B (10%0, 20%T) -109,00 BMJ (10%0, 20%T) -57,10
C (18%0, 20%T) -109,00 CMJ (18%0, 20%T) -75,80
D (24%0, 20%T) -109,00 DMJ (24%0, 20%T) -75,90
E (30%0, 20%T) -113,00 EMJ (30%0, 20%T) -59.,20
F (18%0, 6%T) -78.,60 FMJ (18%0, 6%T) -81,00
G (18%0, 10%T) -84,00 GMJ (18%0, 10%T) -63,60
H (18%0, 15%T) -99,50 HMJ (18%0, 15%T) -53,20
C (18%0, 20%T) -109,00 CMJ (18%0, 20%T) -75,80
I (18%0, 25%T) -91,60 IMJ (18%0, 25%T) -44.50

A Tabela 11 mostra os valores obtidos de potencial zeta das formulagdes com

variacao de MJ e das formula¢des onde MJ foi utilizado como fase oleosa.
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Tabela 11. Potencial zeta das formulagdes com variacao de MJ e das formulacdes onde

M1 foi utilizado como fase oleosa.

Formulacoes Potencial Formulacoes Potencial
Zeta (mV) Zeta (mV)
J (4%MJ) -92,90 T (18%MJ, 6%T) -47,30
K (8%MJ) -82,00 U (18%MJ, 10%T) -54,90
L (12%MJ) -74,30 V (18%MJ, 15%T) -85,90
M (16%MJ) -17,80 Q (18%MJ, 20%T) -99,50
N (20%MJ) -1,97 W (18%MJ, 25%T) -113,00
O (2,5%MJ, 20%T) -20,50
P (10%MJ, 20%T) -106,00
Q (18%MJ, 20%T) -99,50
R (24%MJ, 20%T) -113,00
S (30%MJ, 20%T) -107,00

A Figura 27 mostra a variagdo do potencial zeta em fun¢do do aumento de fase
oleosa na auséncia e presenca de farmaco respectivamente (Fig. 27a e 27b) e do

aumento da propor¢do de tensoativo na auséncia e presenca de MJ respectivamente

(Fig. 27c e 27d).
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Figura 27. Variacdao do potencial zeta em fun¢do da fase oleosa: a) na auséncia de
farmaco; b) na presenga de farmaco e em fun¢do da propor¢do de tensoativo: c) na

auséncia de farmaco e d) na presenga de farmaco.

Na Figura 27a verifica-se que com aumento da proporcdo de fase oleosa na
auséncia de MJ o potencial zeta variou de -99,0 a -113,0 mV. Esta variacao do potencial
foi praticamente insignificante, tendo em vista que da formulacdo de 10% (B) até a
formulacao com 30% de fase oleosa (E) o potencial zeta foi praticamente constante.

Na Figura 27b podemos observar que com aumento da fase oleosa e presenca de
MIJ o potencial zeta variou de -21,9 a -59,2 mV. Ja com aumento da proporcao de

tensoativo e auséncia de MJ, na Figura 27c foi possivel observar a variacao do potencial
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zeta de -78,6 até -91,6 mV. Este aumento do potencial negativo se da devido a presenca
dos sais de acidos graxos no sistema de tensoativo, tendo em vista que estes sais
apresentam cargas negativas. Na Figura 27d ocorreu variagao do potencial com aumento
de tensoativo na presenca de MJ, de -81,0 até -44,5 mV. A adi¢do do farmaco (Fig. 27b
e 27d) gerou uma queda, em modulo, nos valores de todas as formulagdes, o que pode
indicar uma possivel interagdo eletrostatica entre o farmaco e o filme interfacial
(SCHAFFAZICK et al, 2003). Como o MJ ¢ neutro, a adi¢cdo dele a estas formulagdes
provoca uma dilui¢do no meio tornando o sistema menos negativo, isto €, diluindo ou
diminuindo a carga negativa gerada pelos sais de 4cido graxo do sistema tensoativo.

A Figura 28 mostra a variagdo do potencial zeta em funcdo do aumento de MJ
(Fig. 28a), do aumento de MJ como fase oleosa (Fig. 28b) e do aumento da proporcao

de tensoativo (Fig. 28c).
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Figura 28. Variacdo do potencial zeta em funcdo: a) do aumento do metiljamonato
como farmaco; b) do aumento da proporcao de farmaco como fase oleosa; ¢) em funcao

do aumento da propor¢ao de tensoativo.

Na Figura 28a fica evidente com o aumento do MJ de 4 a 30%, o potencial zeta
sofreu variagdo de -92,9 para -1,97 mV. Ficando novamente evidente que o MJ por ser
neutro dilui o meio ao qual foi adicionado a medida que sua concentracdo aumenta
reduzindo assim a carga negativa gerada pelos sais de 4cido graxos do tensoativo.

Ja& com o aumento de MJ como fase oleosa na auséncia de 6leo de soja, o
potencial zeta variou de -20,5 até -107,0 mV. Com o aumento da propor¢ao de
tensoativo ocorreu variacao do potencial de -47,3 até -113,0 mV. Este aumento do valor

negativo a medida que aumentamos o tensoativo ¢ sinal da presenga dos sais de acido
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graxo no sistema tensoativo que apresentam carga negativa.
Praticamente todos os valores de potencial zeta obtidos foram altos em modulo,

garantindo uma boa estabilidade das dispersdes coloidais.

4.3 Definicao das formulacoes

Apo6s analise do aspecto visual de todas as formulagdes e correlagdo entre a
caracterizagdo fisico-quimica destas, desenvolvemos esse topico com o objetivo de
classificar as formulagdes em microemulsdes, nanoemulsdes, emulsdes ou outras
formas farmacéuticas adequadas.

As caracteristicas fisico-quimicas e aspecto visual das formulagdes: na auséncia
e presenga de MJ com variacdo de propor¢do de fase oleosa ou de tensoativo estdo
resumidos na Tabela 12 e 13, respectivamente. As caracteristicas fisico-quimicas e
aspecto visual das formulacdes com variacdo de MJ e das formulacdes que possuem MJ

como fase oleosa estdo resumidos na Tabela 14 e 15, respectivamente.

As formulagdes A, E, G (Tabela 12) e F MJ, G MJ, H MJ (Tabela 13) e J, K
(Tabela 14) foram definidas como microemulsdes, tendo em vista que apresentam raio
hidrodinamico de goticulas reduzido, em torno de 100 nm, isotropia, auséncia de pico
ou um Unico pico no SAXS, além de serem sistemas liquidos transparentes.

As formulagdes F (Tabela 12), B MJ, C MJ, D MJ, E MJ e I MJ (Tabela 13), M
(Tabela 14), O, Q, R e S (Tabela 15) foram classificadas como nanoemulsdes, pois
apresentam raio hidrodindmico de goticulas em torno de 200 nm a 400 nm. Apresentam
também isotropia, sdo sistemas liquidos e opacos e o SAXS ¢ caracterizado por um

unico pico ou auséncia deste.
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As formulagdes como B, C, D, H e I (Tabela 12) e L (Tabela 14) apresentaram
reduzido raio hidrodindmico reduzido (menor que 200nm) e isotropia, com aspecto
visual de liquido transparente, teoricamente estes sistemas podem ser definidos como
microemulsdes. Porém os resultados das analises de SAXS mostram a presenca de dois
picos nas amostras, tipicos de sistemas com organizagdo de bicamada ou lamelar. Além
disso, os dados da difragcdo de raios-X mostram a presenca de picos alargados, mas bem
definidos, sugerindo a presenca de uma fase cristalina nessas formulagdes. Esta
cristalinidade provavelmente ¢ exibida devido a presenga dos sais de acido graxo que
apresentaram estrutura cristalina no difratograma de raios-X. XU e colaboradores
demonstram em seu trabalho que a interagcdo de acidos graxos e seus sais na presenga de
agua ¢ capaz de gerar estruturas em bicamadas (XU et al., 2013). Neste estudo, a
interagdo pode ser atribuida a mistura de sais de acidos graxo, extraidos do oleo de
coco, com oOleo de soja, a fase oleosa, na presenca da fase aquosa como meio
dispersante. Esta estrutura de bicamada ndo exclui a possibilidade da existéncia de
microemulsdo. Assim estes sistemas foram definidos como microemulsdo na presenca
de SAG lamelar. Na Tabela 13 ocorre fato semelhante com a formulagdo A MJ e na
Tabela 14 com a formula¢do N, porém estas foram definidas como nanoemulsdes na
presenca de SAG lamelar devido ao raio hidrodindmico de 285 nm.

Ja as formulagdes T, U e W (Tabela 15) foram classificadas como emulsoes,
tendo em vista o alto raio hidrodindmico das goticulas, serem sistemas anisotropicos e
sistemas liquidos opacos além da formulagdo W apresentar um Uinico pico nas curvas de

SAXS.
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Tabela 12. Caracterizacao fisico-quimica, aspecto visual e defini¢cdo das formulacdes na auséncia de MJ.

Formulacéo Composicio Aspecto Raio Reologia MLP Difracio de SAXS Definicao
visual (nm) raios-X

A 2,5%0, 20%T e 77,5%A STL 102,9 Newtoniano Isotropia Cristalina 1 pico Microemulsao

B 10%0, 20%T e 70%A STL 93,7 Tixotropico Isotropia Cristalina 2 picos d=2 Microemulsao +SAG
lamelar

C 18%0, 20%T e 62%A STL 87,7 Pseudoplastico Isotropia Cristalina 2 picos d=2 Microemulsio +SAG
lamelar

D 24%0,20%T e 56%A STL 74,2 Reopético Isotropia Cristalina 2 picos d=2 Microemulsio +

SAG lamelar

E 30%0, 20%T e 50%A STL 62,4 Reopético Isotropia Amorfa - Microemulsiao

F 18%0, 6%T e 76%A SOL 185,8 Tixotropico Isotropia Cristalina sem pico Nanoemulsao

G 18%0, 10%T e 72%A SOL 120,6 Pseudoplastico Isotropia Cristalina 1 pico Microemulsiao

H 18%0, 15%T e 67%A SOL 106,0 Pseudoplastico Isotropia Cristalina 2 picos d=2 Microemulsio +SAG
lamelar

I 18%0, 25%T e 57%A STL 64,4 Anti-tixotropico Isotropia Cristalina 2 picos d=2 Microemulsao +SAG

lamelar
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Tabela 13. Caracterizacao fisico-quimica, aspecto visual e definicao das formulacdes na presenca de MJ.
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Formulagao Composicao Aspecto Raio Reologia MLP Difracio de SAXS Definicao
visual (nm) raios-X

AMJ 2,5%0, 20%T,77,5%A e 20% MJ SOL 588,5 Pseudoplastico Isotropia Cristalina 2 picos d=2 Nanoemulsao

+SAG lamelar
BMJ 10%0, 20%T,70%A ¢ 20% MJ SOL 219,7 Anti-tixotropico Isotropia Amorfa 1 pico Nanoemulsio
CMJ 18%0, 20%T,62%A e 20% MJ SOL 223,3 Anti-tixotropico Anisotropia Amorfa - Nanoemulsao
D MJ 24%0,20%T,56%A ¢ 20% MJ SOL 205,4 Anti-tixotropico anisotropia Cristalina 1 pico Nanoemulsio
EMJ 30%0, 20%T,50%A ¢ 20% MJ SOL 320,4 Anti-tixotropico anisotropia Amorfa 1 pico Nanoemulsio
FMJ 18%0, 6%T,76%A ¢ 20% MJ STL 86,4 Reopético isotropia Amorfa Sem pico Microemulsiao
GMJ 18%0, 10%T,72%A e 20% MJ STL 72,4 Reopético isotropia Amorfa Sem pico Microemulsiao
HMJ 18%0, 15%T,67%A e 20% MJ STL 102,3 Reopético isotropia Cristalina - Microemulsiao
IMJ 18%0, 25%T,57%A e 20% MJ SOL 375.8 Anti-tixotrépico anisotropia Cristalina Sem pico Nanoemulsao
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Tabela 14. Caracterizagao fisico-quimica, aspecto visual e defini¢ao das formulacées com variacio da proporcao de MJ.

Formulacao Composicao Aspecto | Raio (nm) Reologia MLP Difracao | SAXS Definicao
visual de raios-X
J 23%0, 19%T,54%A e 4% MJ STL 61,3 Newtoniano Isotropia Cristalina - Microemulsao
K 22%0, 18,5%T,51,5%A e 8% MJ STL 88,5 Newtoniano Isotropia Cristalina | 1 pico | Microemulsao
L 21%0, 17,5%T,49,5%A e 12%MJ SOL 147,1 Anti- Isotropia Cristalina | 2 picos | Microemulsao
tixotropico d=2 | +SAG lamelar
M 20%0, 17%T,47%A e 16%MJ SOV 196,1 Anti- Anisotropia | Cristalina | 1 pico | Nanoemulsao
tixotropico
N 19%0, 16%T,45%A e 20%MJ SOV 285,1 Anti- Anisotropia Amorfa | 2 picos | Nanoemulsio
tixotropico d=2 + SAG
lamelar
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Tabela 15. Caracterizagao fisico-quimica, aspecto visual e defini¢cao das formulacdoes contendo MJ como fase oleosa.

Formulacao Composicao Aspecto Raio Reologia MLP Difracao | SAXS Definicao
visual (nm) de raios-X

(0) 2,5%MJ, 20%T,77,5%A SOL 2299 Tixotrépico Isotropia Amorfa | 1 pico Nanoemulsao
P 10%MJ, 20%T,70%A SOL Nd Pseudoplastico | Anisotropia | Amorfa - -
Q 18%MJ, 20%T,62%A SOL 206,3 Pseudoplastico Anisotropia Amorfa - Nanoemulsao
R 24%MJ, 20%T,56%A SOL 340,6 Pseudoplastico Anisotropia Amorfa - Nanoemulsao
S 30%MJ, 20%T,50%A SOL 400,5 | Anti-tixotropico | Anisotropia Amorfa - Nanoemulsao
T 18%MJ, 6%T,76%A SOL 626,2 Tixotropico Anisotropia | Amorfa - Emulsao
U 18%MJ, 10%T,72%A SOL 1299,0 Tixotropico Anisotropia | Amorfa - Emulsao
\% 18%MJ, 15%T,67%A SOL nd Tixotropico Anisotropia | Amorfa - -
A% 18%MJ, 25%T,57%A SOL 1241,0 Newtoniano Anisotropia Amorfa | 1 pico Emulsao
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4.4 Determinacio do MJ por cromatografia gasosa acoplada a detector por ion de

chamas

A Figura 29 mostra o cromatograma obtido do MJ em metanol.
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Figura 29. Cromatograma obtido do MJ em metanol por CG acoplado ao detector por ion de

chamas.

O M apresentou tempo de retengdo de aproximadamente 49,1 minutos.

Curva analitica do MJ em metanol

A Figura 30 mostra a curva analitica obtido do MJ em metanol.
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Figura 30. Curva analitica de MJ em metanol obtida por CG.

A equacdo linear representativa obtida através da curva analitica de MJ em metanol
foi y = 2,840383x + 30,01755. O coeficiente de correlacdo foi de 0,9992359 demonstrando

linearidade da curva analitica.

4.5 Ensaio de Liberacio in vitro

Escolha dos sistemas estudados na liberacio in vitro

Os sistemas selecionados para estudo de liberagdo in vitro foram escolhidos de
acordo com resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica. As formula¢des com
variagdo da proporcao de fase oleosa na presenga de MJ (A MJ, BMJ, C MJ, D MJ e EMJ) e

as formulagdes com variacdo na proporcao de tensoativo na presenca de MJ (F MJ, G MJ, H
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MJ, C MJ e I MJ) foram selecionadas para etapa da liberagdo in vitro tendo em vista que
apresentaram: raio hidrodindmico reduzidos de acordo com micro e nanoemulsdes, sistemas
amorfos ou cristalinos devido aos sais de acido graxo de acordo com a difragdo de raios-X,
campo escuro na microscopia de luz polarizada e curvas de SAXS coerentes com sistemas de
micro e nanoemulsdes. As formulagdes com variagdo de MJ foram descartadas por
apresentarem praticamente a mesma formulagdo com alteracdo na concentracdo do fairmaco e
grande concentragdo de cruz de malta na microscopia de luz polarizada. As formulagdes onde
MJ foi utilizado como fase oleosa também foram descartadas devido ao excesso de 6leo
(nesse caso o proprio MJ) na microscopia de luz polarizada e também devido aos elevados

raios hidrodinamicos obtidos.

Incorporacao

Nas formulagdes selecionadas para esta etapa, foi adicionado MJ até que se
observasse mudanca do aspecto visual destas, como alteracdo da viscosidade e inicio da
transi¢do transparente para opaco. Foi adicionado um total de 20% de MJ em cada
formulacao, ou seja, 200 mg/g de preparacao.

Para avaliar a liberacao in vitro foi utilizado o modelo de difusdo através da
membrana (Esquema 1). No ensaio, inicialmente o meio receptor encontra-se totalmente livre
de farmaco. Nos tempos iniciais de liberagcao (Co) o farmaco deve estar contido nas goticulas
da fase oleosa, ou seja, na fase interna das ME e NE. Nas fases posteriores o farmaco sai das
goticulas e se acumula na superficie da membrana gerando um gradiente de concentragdo
para a difusdo. Nesta etapa o farmaco deve ser liberado da fase oleosa interna para fase
aquosa externa das ME e NE. O farmaco deve se difundir através da membrana de acetato de

celulose para o meio receptor, onde deve ser coletado e quantificado. Através esquema 1, a
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difusdo continua até que Co=Ct, mas se a condi¢do sink for mantida entdo Ct ndo deve
ultrapassar 1/10 de Co, desta forma o processo de liberagdo vai seguir até o esgotamento do
farmaco. No caso de farmacos pouco soliveis no meio receptor, pode-se escolher um agente
solubilizante como um tensoativo, para acelerar o processo de liberacdo. Neste caso foi
escolhido o laurilsulfato de sédio 0,15%, para que a liberagdo do MJ a partir das ME e NE
ndo fosse influenciada pela baixa solubilidade do farmaco no meio receptor (PESTANA,

2009).

Membrana de acetato de celulose

MJ-ME MJI —/ MJ

Esquema 1: No qual Co refere-se a concentragdo inicial de firmaco na membrana (tempo
zero) e Ct refere-se a concentragdo de farmaco liberado num tempo t, K refere-se a constante
de liberacdo do farmaco das goticulas para o meio externo da microemulsdo e Kj refere-se a

constante de permeag¢do do farmaco através da membrana.

Na Figura 31 pode-se observar o perfil de liberagdo do controle, uma solu¢ao micelar

de MJ em tampao Tris-HCI, onde o laurilsulfato de sodio foi adicionado devido a

insolubilidade do MJ em meio aquoso.
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Figura 31. Perfil de liberagdo do MJ na solu¢do micelar (tampao Tris-HCI acrescido de

0,15% laurilsulfato de s6dio) contendo 20% de M1J.

O perfil de liberagdo do MJ a partir da solu¢do micelar apresentou um efeito “burst”
inicial que demonstra baixa interacdo do MJ a esta solucdo micelar. No tempo inicial de
liberagdo (2 horas) mais de 5% de MJ ja havia sido liberado. Ao efeito “’burst’’ inicial segue-
se uma fase de liberacdo regular.

A Figura 32 mostra o perfil de liberagdo de MJ a partir das formulagdes com variagao
da propor¢do de fase oleosa e a Figura 33 mostra o perfil de liberagdo de MJ a partir das

formulac¢des onde ocorre variagdo de propor¢ao de tensoativo.
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Figura 32. Perfil de liberacdo do MJ nos sistemas com proporg¢des crescentes de fase oleosa

(A:2,5%, B: 10%, C: 18%, D: 24% ¢ E: 30%) e sistema tensoativo constante (20%).

A liberacdo do MJ apresentou semelhante perfil em todas as formulagdes com
variacdo da propor¢do de fase oleosa. A formulagdo de menor propor¢do de fase oleosa
liberou MJ em uma quantidade inferior, em torno de 4,4%, quando comparado com a
formulagdo de maior propor¢do de fase oleosa que liberou em torno de 5,1% de MJ em 12
horas. Nao houve diferenca significante entre a liberagdo e o aumento de fase oleosa, isto
significa que o aumento da fase oleosa nao alterou o perfil de liberacdo de MJ a partir das

micro e nanoemulsodes.
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Figura 33. Perfil de liberagdo do MJ nos sistemas com propor¢des crescentes de fase

tensoativo (F: 6%, G: 10%, H: 15%, C: 20% e I: 25%) e fase oleosa constante (18%).

Na Figura 33 foi possivel observar que as formula¢des de menor proporgdao de
tensoativo apresentaram o mesmo perfil de liberagdo de MJ enquanto as formulagdes com
maior propor¢do de tensoativo diminuiram esta liberacdo. A formulagdo de menor
porcentagem de tensoativo (6%) liberou 5,4% de MJ em 12 horas, enquanto a formulacdo
com maior porcentagem de tensoativo (25%) liberou 2,9% de MJ em 12 horas, o que
significa que com o aumento da propor¢do de tensoativo ocorreu diminui¢do da velocidade
de liberacao do MJ, isto ocorre porque o aumento da concentracdo de tensoativo predomina
sobre o efeito da fase oleosa. O tensoativo em alta concentracdo ird favorecer a permanéncia
do MJ no interior das goticulas sendo assim, com a difusdo do farmaco dificultada para o

meio externo das micro € nanoemulsdes, a liberagao sera diminuida.
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Quando constante K de liberacao de cada formulagao foi calculada, através do delta
de quantidade de farmaco liberado em 12 horas (quantidade de farmaco liberada no maior
tempo, 12 horas, subtraida pela quantidade liberada no menor tempo, 2 horas) foram obtidos

os seguintes dados mostrados na tabela 16.

Tabela 16. Constante de liberagdo (K) obtida através de calculos de delta de

concentragdo em um determinado intervalo de tempo.

Formulacgoes Fase Kfase oleosa Formulac¢oes Tensoativo | Kiensoativo
oleosa(%) (%)
AMJ 2,5 3,59 FMJ 6 4,42
B MJ 10 3,72 GMJ 10 4,53
CMJ 18 4,18 HMJ 15 2,17
D MJ 24 3,84 CMJ 20 4,18
E MJ 30 3,96 IMJ 25 2,19

Esses dados muito proéximos de constante com aumento de propor¢do de fase oleosa
(Kfase oleosa) confirmam que ndo houve diferenca entre os perfis de liberacdo destas
formulagdes, tendo em vista que K variou de 3,59 até 4,18. J& os dados de variagdo de
propor¢ao de tensoativo (Kiensoativo) Mostram uma variagdo um pouco mais elevada, de 2,17 a
4,53, mostrando uma modificacdo do perfil de liberacio a medida que a propor¢ao de
tensoativo foi aumentada.

Ao comparar as Figuras 32 e 33, foi possivel perceber que ambas apresentaram baixa
cinética de liberagdo inicial. Com o aumento da propor¢ao da fase oleosa nao houve alteragao
do perfil de liberagdo de MJ e com aumento da propor¢ao de tensoativo a liberagdao foi

dificultada e, portanto diminuida.
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Ao comparar a liberacdo do controle (Figura 31) com a liberagdo das micro e
nanoemulsdes (Figura 32 e 33) fica evidente o efeito destas em retardar a liberagdo do
farmaco. O efeito “’burst’’ inicial presente na curva de liberacdo do MJ a partir da solugdo
micelar esta ausente na liberagdo a partir das ME e NE, demonstrando fraca intera¢ao entre o
MJ e a solugdo micelar. A interacdo do farmaco lipofilico com a fase interna das ME e NE,
permite que o MJ fique retido nas goticulas devido maior estabilidade termodinamica na fase
oleosa (6leo de soja). Ja a interagdo do MJ com o sistema micelar ¢ muito mais fraca, tendo
em vista que a micela ndo apresenta um nucleo oleoso e, portanto o farmaco deve ser liberado
com mais facilidade. O processo de liberagdo a partir das micro e nanoemulsdes ocorre em
duas etapas, o que explica a forte interagdo do MJ com fase interna destas formulagdes
(Esquema 1): inicialmente o farmaco se difunde através das goticulas para o meio externo das
micro ¢ nanoemulsdes e depois o farmaco se difunde através da membrana para atingir o
meio receptor. Diferente do que ocorre no controle onde o farmaco na solu¢do micelar tem
que vencer apenas uma etapa para chegar ao meio receptor. Devido a forte interacdo do MJ
com a fase interna das formulagdes estudadas a liberagdo € menor do que na solu¢ao micelar
onde a interagao do MJ é muito mais fraca.

Assim as microemulsdes € nanoemulsdes agem como reservatorio de farmaco,
permitindo uma liberagdo lenta e proporcionando um efeito prolongado (OLIVEIRA et al,
2004; GRASSI, 20006).

Através da andlise estatistica, com o teste ANOVA (Tukey), observou-se que no
tempo inicial de 2 horas, houve diferenca estatisticamente significante entre o perfil de
liberagao da solu¢ao micelar de MJ em relacao a todas as formulagdes, tanto as com variacao
de fase oleosa como aquelas com variagdo de tensoativo (p<0,01), porém ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os perfis de liberacdo das formulagdes onde foi

variada proporcao de fase oleosa (A MJ, B MJ, C MJ, D MJ e E MJ) ou entre as formulagdes
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em que foi variada a proporg¢ao de tensoativo (F MJ, G MJ, H MJ, C MJ e I MJ). Ja no tempo
final de 12 horas, houve diferenga estatisticamente significante entre o perfil de liberagao da
solu¢cdo micelar de MJ em relacdo ao perfil de liberagdo de todas as formulagdes, seja com
variagdo de proporcao de fase oleosa (p<0,01) ou de tensoativo (p<0,05). Novamente nao
ocorreu diferenga estatisticamente significante nos perfis de liberagdo entre as formulagdes
com variagdo de fase oleosa (A MJ, B MJ, C MJ, D MJ e E MJ) ou entre as formula¢des com
variagdo de tensoativo (F MJ, G MJ, H MJ, C MJ e I MJ).

Foram aplicados modelos matematicos nos perfis de liberacdo, com o objetivo de
descrever o mecanismo de liberacdo a partir de cada formulagdo. Um método utilizado para
escolher o melhor modelo de liberacdo de farmacos é o coeficiente de determinagdo R% O
modelo matematico que melhor descreve o perfil de liberacao é aquele que apresenta o maior
coeficiente de determinagdo e que se ajuste ao perfil de liberacdo obtido (COSTA & LOBO,
2001).

O modelo que mais se adequou a liberagdo das formulagdes foi o de ordem zero,
considerando o intervalo de 2 a 12 horas de liberacdo. Todas as formulacdes apresentaram
um R? alto neste modelo. Com excecdo da liberagdo do controle (solucdo micelar de MJ),

como mostra a tabela 17.
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Tabela 17. R? obtido através dos dados da libera¢do in vitro das formulacdes a partir da

equacao de ordem zero.

Formulacoes R Formulacgoes R
AMJ 0,982 FMJ 0,996
BMJ 0,988 GMJ 0,995
CMJ 0,998 HMJ 0,989
D MJ 0,997 IMJ 0,997
EMJ 0,999 SM de MJ controle 0,915

A cinética de liberacdo a partir de micro e nanoemulsdes tem sido demonstrada ser de
ordem zero ou primeira ordem e ela ¢ influenciada pelas propriedades do farmaco e pela
composi¢ao das formulagdes, que irdo determinar a sua localizagdo na interface 6leo/agua e,
portanto, a velocidade de liberagdo do farmaco (BRUXEL et al., 2012). Diversas sdo as
propriedades do farmaco que podem influenciar a sua liberagdo a partir de uma formulagao.
Se um farmaco for mais lipofilico, ele estard mais solubilizado na fase oleosa de modo a ser
liberado mais lentamente do que um farmaco menos lipofilico. O pk do farmaco juntamente
com o pH do meio determinam o grau de ionizagdo, o que influencia a liberacdo. O
coeficiente de particdo e o tamanho da molécula também sdao importantes, quanto maior o
peso molecular mais lenta serd a velocidade de liberacdo (BRUXEL et al., 2012).

Uma formulagdo que assume uma cinética de ordem zero geralmente libera o firmaco
lentamente, muito comum em sistemas transdérmicos, sistemas que contém farmacos pouco
soluveis, formas revestidas, sistemas osmdticos e outros. A forma farmacéutica que segue

este perfil de liberacdo de zero ordem, isto €, que libera mesma quantidade de fArmaco em um
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determinado intervalo de tempo, apresenta um método ideal de liberacdo para realizar um

efeito farmacoldgico prolongado (COSTA & LOBO, 2001).

4.6 Avaliacao da atividade antitumoral em TAE

A formulacao G (18% O, 10% T e 72 %A) (Tabela 1) foi escolhida como tratamento
dos grupos: V, VI e VII devido aos resultados obtidos na caracterizacdo fisico-quimica, como
reduzido didmetro das goticulas apds incorporacdo do farmaco (72,42 nm), baixa
polidispersidade, campo escuro na microscopia de luz polarizada indicando sistema
isotropico, baixo indice de consisténcia (0,09) indicando fluidez da formulagdo e pela
auséncia de sistema estruturado verificado através do SAXS. Devido a todas estas
caracteristicas esta formulagao foi classificada como microemulsao.

A atividade antitumoral in vivo das formulagdes contendo MJ e dos controles positivo
e negativo, foi avaliada usando como modelo animal camundongos Balb/c fémeas. Apods
desenvolvimento do tumor e subseqiiente tratamento de cada grupo, os animais foram
sacrificados e os tumores foram removidos, como mostra a figura 34, para medi¢do, pesagem
e realizagdo de cortes histoldgicos para verificar angiogénese e mitose através de microscopia

(Figura 35).
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Figura 34. Analise macroscopica do tumor evidenciando a massa tumoral desenvolvida

proximo a pata e medi¢do com paquimetro apos a retirada do tumor. Animal tratado com o

controle negativo (salina).

anafase

Mitose atipica tripolar

Figura 35. Analise microscopica do tecido tumoral. No qual ha presenca de mitoses tipicas e
atipicas. As laminas histoldgicas foram coradas com hematoxilina e eosina (H/E) e

observadas em microscopio Optico comum sob aumento de 400x.
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Na Figura 35 ¢ possivel observar a alta freqiiéncia de mitoses, principalmente nos
cortes tumorais de controles negativos (salina ¢ ME vazia), as quais também ocorreram nos
cortes histologicos de controle positivo (doxorrubicina) e nos cortes em que os animais foram
tratados com MJ e MJ incorporado a microemulsdo (MJ-ME).

A mitose esta associada a proliferacao celular, sendo sua presenca indicativa de que as
células tumorais estdo em constante divisdo celular com consequente aumento da massa
tumoral. A mitose esta relacionada ao pior prognéstico de acordo com a classificacdo de
MAGS. A Figura 36 ilustra esta classificagdo onde a maior nota (5) representa campo em que
as c€lulas apresentaram mitose. A nota 4 representa as aberragdes celulares. O campo com
nota 3 foi aquele em que as células apresentaram nucleo aumentado e hipercromatico. A nota
2 foi relacionada ao campo em que as células estdo aumentadas e com nucleo claro, porém
proeminente. O campo com nota 1 estd relacionado com células aumentadas, sem alteragao

no nucleo e a nota 0 foi dada a célula endotelial normal.
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Figura 36. Analise microscopica do tecido tumoral, onde as setas apontam X da classificagao
MAGS: X possui um valor entre 0 e 5 indicando a aparéncia histologica das células
endoteliais na zona de hiperplasia (0 = célula endotelial normal; 1 = célula aumentada, mas
com nucleo normal e claro; 2 = célula aumentada, mas com nticleo claro e proeminente; 3 =
célula com nucleo grande e hipercromatico; 4 = células endoteliais “bizarras”; 5 = células que
apresentem figura mitotica). As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H/E) e
observadas em microscopio Optico comum sob aumento de 400x.

A Figura 37 mostra a presenga de vasos sanguineos em torno das células tumorais.
Esses vasos s3o indicativos da angiogénese. A angiogénese acontece devido a necessidade

nutricional do tecido tumoral para continuar seu desenvolvimento. Para isso € necessaria a
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angiogénese, como uma via dos nutrientes. Além disso, a angiogénese pode fazer com que o
tumor se dissemine, pois pela a via que traz os nutrientes pode disseminar as células tumorais

para outros locais.
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Figura 37. Analise microscopica tumoral onde fica evidente a presencga de vasos sanguineos.
As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (H/E) e observadas em microscopio

optico comum sob aumento de 400x.

Na Figura 38 pode-se observar o resultado da inibi¢ao do volume tumoral. Os tumores
foram retirados dos camundongos apo6s término do tratamento e tempo adequado de espera de
crescimento. Logo apds a retirada os tumores foram pesados e medidos para calcular o
volume tumoral. Com este calculo pode-se entdo calcular a porcentagem de inibigdo do
crescimento tumoral de cada grupo, sendo o grupo tratado com salina equivalente a 0% de
inibicdo, o qual foi usado como base para célculo da inibi¢ao dos outros grupos. O valor foi
expresso em média + desvio padrao, com n=5, ja que cada grupo de tratamento foi composto

por 5 animais.
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Figura 38. Determinagdo da inibigdo do volume tumoral.

Inibigao tumoral (%)

Através da Figura 38 e Tabela 18 foi possivel observar que a maior porcentagem de
inibig¢do tumoral foi da solugdo micelar de MJ com 70 % de inibi¢do do volume tumoral (IT).
A doxorrubicina utilizada como controle positivo apresentou IT de 61% enquanto o grupo de
microemulsdo vazia utilizado como controle negativo obteve inibicao de 23%. Ja os grupos
de tratamento com MJ incorporado nas microemulsdes (2,5; 5,0 e 10,0 mg MJ) apresentaram
um IT de 43%, 67% e 66% respectivamente. As inibigdes do volume tumoral foram em
relacdo ao comportamento do grupo salina, um grupo de controle negativo, utilizado como
base para estes calculos.

Esses resultados mostram que a solucao micelar de MJ apresentou inibi¢ao do volume
tumoral superior ao da doxorrubicina usada como controle positivo. O MJ incorporado nas

microemulsdes, na menor dose (2,5 mg) nao produziu inibicdo do volume tumoral de mesma
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intensidade do controle positivo. Porém nas maiores doses (5,0 ¢ 10,0 mg) a inibicdo
percentual do volume tumoral foi mais intensa do que o controle positivo de doxorrubicina,
mantendo-se com intensidades semelhantes em ambas as doses.

A Figura 39 mostra o grau de angiogénese, determinado nos cortes histologicos dos
tumores fixados em laminas e corados com hematoxilina/eosina, através do Sistema de
Gradagao para Angiogénese por Microscopia (MAGS). Os resultados foram expressos como
a média + desvio-padrdo em valores arbitrarios, obtidos de 10 campos aleatorios em cada

uma das laminas de 5 animais de cada grupo de estudo.

[ salina

I 5 mg/Kg doxorrubicina

Ell ME G vazia

50 A [ 5 mg/Kg MJ-SM
[ 2,5 mg/Kg MJ-ME
I 5 mg/Kg MJ-ME

40 A -"

30 A

B 10 mg/Kg MJ-ME

20 4

Angiogénese

10 A

Figura 39. Determinagdo do grau de angiogénese dos tumores.

Pelos dados da figura 39 e tabela 18 pode-se observar o grau de angiogénese dos
diferentes grupos tratados. Os grupos de controle negativo (salina e microemulsdo vazia)
apresentaram grau de angiogénese de 37,14 e 40,79 respectivamente. Ja a doxorrubicina e a

solucdo micelar de MJ apresentaram grau de angiogénese semelhante: 34,86 e 35,42
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respectivamente. Os grupos tratados com MIJ-ME obtiveram os seguintes graus de
angiogénese: 39,14 (2,5 mg/Kg); 37,08 (5 mg/Kg) e 33,94 (10 mg/Kg).

Apesar de os graus de angiogénese terem sido todos relativamente altos e de valores
proximos, podem ser apontadas ocorréncias significantes: houve uma queda nestes valores
quando tratados com o controle positivo (doxorrubicina) ou com a solu¢do micelar de MJ em
relacdo aos valores do grau de angiogénese dos controles negativos, o que indica que a
DOXO e o MJ inibiram o crescimento de novos vasos sanguineos diminuindo, ainda que de
forma sutil, a forma de nutri¢do desses tumores. E quando os grupos foram tratados com MJ-
ME os valores mantiveram-se altos e semelhantes aos dos controles negativos nas
concentragdes de 2,5 e 5,0 mg de MJ-ME, mas na concentracao de 10 mg MJ-ME o grau de
angiogénese foi o menor entre todos os tratamentos, sendo até mesmo um pouco menor que
os do controle positivo, o que indica que na mais alta concentragdo de MJ incorporado a ME,
a criacdo de novos vasos sanguineos comec¢a a ser inibida de modo a evitar o crescimento
tumoral.

A literatura recente explica a associacdo de terapia anti-angiogénica e antitumorais
para tratamentos de cancer (TAKARA et al., 2012, GEORGE & MOORE, 2006). Pesquisas
relacionadas com este tipo de associacdo t€ém ocorrido, pois alguns tipos de tumores nao
respondem a determinados antineoplasicos ou ndo sdo capazes de conter a angiogénese dos
tumores. Portanto essa associagdo pode ser benéfica e aumentar a possibilidade de sucesso do
tratamento.

A doxorrubicina utilizada nesta etapa como controle positivo, devido a sua alta
eficacia contra tumores, tem sido associada a inibidores angiogénicos, pois sua acao anti-
angiogénica ainda ¢ baixa e pouco conhecida.

Poucos sdo os relatos de metiljasmonato e angiogénese na literatura (ZHENG et al.,

2013; PEREIRA LOPES ef al., 2010, REISCHER et al., 2007). Ao contrario do que sugere
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PEREIRA LOPES et al,, 2010 ao afirmar que a acdo do metiljasmonato seja relevante sobre a
angiogénese, nosso trabalho mostra através da analise da figura 38 que o MJ exerce pouco
efeito sobre a angiogénese quando comparado com a salina (controle negativo). Como a acao
do metiljasmonato ja ¢ conhecida, através de trés mecanismos que podem ou ndo ocorrer
simultaneamente: mecanismo bioenergético, mecanismo de re-diferenciagdo e mecanismo
mediador de espécies de oxigénio-reativo (FLESCHER, 2007), sabe-se que nenhum destes
estd relacionado com a inibi¢ao da angiogénese.

A Tabela 18 mostra os parametros tumorais de todos os grupos apds receberem 0s

diferentes tratamentos e conseqiiente retirada dos tumores apds sacrificio dos camundongos.

Tabela 18. Parametros tumorais ap6s tratamento.

Tratamentos Massa (g) Volume Inibicdo Angiogénese
(mm?3) Tumoral
(%)
Salina 7,0+3,9 6550 0 37,14 5,07
Doxorrubicina (Smg/Kg) 33+£1,5 2539 * 61 34,86 + 1,54
ME G vazia 6,1+ 1,2 5048 23 40,79 + 4,14
SM de MJ (Smg/Kg) 29+2,0 1941 * 70 35,424+0,73
2,5 mg/Kg MJ-ME 44+1,5 3720 43 39,14 £ 3,50
5,0 mg/Kg MJ-ME 3,2+2,0 2132 % 67 37,08 +£ 0,67
10 mg/Kg MJ-ME 2,719 * 2214 * 66 33,94 £ 1,89 **

Estatistica: * p<0,05 em relacdo a salina e ** p<0,05 em relacdo a ME vazia

O volume foi utilizado para calcular a inibi¢do do volume tumoral, por isso os
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resultados sdo equivalentes.

A massa dos tumores também demonstra a relacdo da progressdo tumoral versus
tratamentos. Os grupos de controles negativos obtiveram os tumores de maiores massa: 7,0g
(salina) e 6,1g (ME vazia). O controle positivo (doxorrubicina) apresentou uma média de
peso de 3,3g, mas o grupo da solugdo micelar de MJ obteve um peso menor ainda de 2,9g, o
que indica redu¢@o do peso tumoral com o MJ usado como tratamento. J& os grupos de MJ-
ME obtiveram reducdo no peso a medida que a concentracio de MJ-ME aumentou, sendo
importante ressaltar que o grupo de maior concentracdo 10 mg MJ-ME obteve a menor média
de peso de todos os grupos, o que indica que esta dose de MJ em um sistema de liberagdo
prolongada pode diminuir ou estacionar crescimento tumoral. O mesmo fato ocorreu na
angiogénese onde esta concentragdo 10 mg MJ-ME apresentou o menor grau de angiogénese.

Através da analise estatistica, ANOVA (1 critério) e teste de Tukey, foi possivel
observar que houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos tratados com
salina e os grupos tratados com 10 mg/Kg MJ-ME em relagdo ao peso tumoral (p<0,05),
também houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados com salina e os
grupos tratados com: doxorrubicina, MJ livre, 5 mg/Kg MJ-ME e 10 mg/Kg MJ-ME em
relacdo ao volume tumoral (p<0,05). E em relagdo ao grau de angiogénese houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos de ME vazia e os grupos tratados com 10mg/Kg
MIJ-ME (p<0,05). Todos os outros grupos ndo citados, ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel obter microemulsdes e nanoemulsdes utilizando a metodologia associada
ao uso dos tensoativos: sais de acidos graxos, glicerol e fosfatidilcolina de soja nas
seguintes propor¢des 8:4:1, dgua ultra pura como fase aquosa e 6leo de soja como
fase oleosa.

A organizacdo estrutural destes sistemas ¢ dependente da propor¢do de mistura dos
componentes, assim como da incorporagdo e da propor¢ao de MJ.

O raio hidrodindmico das goticulas diminuiu com aumento da propor¢do de fase
oleosa na auséncia e presenga de MJ e com aumento da propor¢do de tensoativo na
auséncia do farmaco. O raio hidrodindmico aumentou com aumento da propor¢ao de
tensoativo na presenca do farmaco e com o aumento da propor¢cdo de MJ e
incorporagdo do farmaco.

As formulagdes apresentaram transicdo entre comportamento pseudoplastico,
newtoniano, tixotropico e anti-tixotropico.

A maioria das formulagdes apresentou isotropia.

Quando MJ foi adicionado as formulagdes, a maioria destas passou a apresentar
estrutura amorfa.

As curvas de SAXS mostraram que a incorporacdo do MJ gerou uma desestruturagao
dos sistemas.

O potencial zeta das formulagdes de forma geral apresentou valor alto e negativo. A
incorporagdao do MJ e o aumento de sua proporc¢ao gerou uma redugdo dos valores do

potencial zeta, em modulo.
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As ME e NE comportaram-se como sistemas reservatérios in vitro retardando a
liberagdo do farmaco quando comparado com a liberacdo do controle. A velocidade
de liberagdo do MJ foi dependente da proporcao de tensoativo.

A formulagdo G (18% O, 10% T e 72% A) foi selecionada para ensaio de atividade
antineoplasica in vivo por apresentar caracteristicas de microemulsao como isotropia,
reduzido raio hidrodinamico, baixa polidispersidade, baixo indice de consisténcia e
auséncia de sistema estruturado, sendo um sistema viavel para administragdo
intravenosa.

A inibicdo do volume tumoral da solugao micelar de MJ superou a do controle
positivo, doxorrubicina. A medida que a concentragio do MJ-ME foi aumentando a
inibi¢do tumoral manteve constante.

O grau de angiogénese para os grupos tratados com MJ-ME manteve-se alto com
pequena dependéncia da dose.

A média de peso dos tumores para os grupos tratados com MJ-ME foi reduzindo a

medida que a concentragdo de MJ-ME aumentou.
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