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Resumo 

Alice Haddad do Prado 

O p-metoxicinamato de octila (OMC) vem sendo empregado em protetores solares objetivando a 

prevenção do câncer de pele e envelhecimento precoce. Todavia, estudos têm detectado a presença 

deste filtro solar em amostras de sangue, urina e leite após sua administração cutânea. Para 

promover a retenção do OMC nas camadas mais externas da pele, bem como protegê-lo da 

fotodegradação, sua incorporação em carreador lipídico nanoestruturado (CLN) pode ser 

interessante, pois este sistema permite maior retenção cutânea do ativo e consequentemente menor 

permeação pela pele, além de maior proteção e encapsulação. O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

potencial de CLN como estratégia para incorporação do OMC. Os CLNs foram compostos por: 

miristato de miristila (MM) como lipídeo sólido, triglicerídeo de ácido cáprico e caprílico (TACC) 

como lipídeo líquido e tween 80 (T80) como tensoativo (F1), associados ou não à fosfatidilcolina de 

soja (FS) – F2 ou óleo de rícino (OR) – F3. O OMC foi adicionado na fase lipídica na concentração 

de 1,0%, obtendo-se as formulações F1.OMC, F2.OMC e F3.OMC. A caracterização dos sistemas 

foi realizada a partir de análises de diâmetro médio, polidispersidade, potencial zeta, calorimetria 

diferencial exploratória, microscopia de força atômica e microscopia eletrônica de varredura. Foi 

realizada a eficiência de encapsulação das formulações, além de ensaios de determinação do fator 

de proteção solar (FPS), liberação, permeação, retenção cutânea e citotoxicidade in vitro. Também, 

foi desenvolvido um método analítico para a quantificação do OMC por cromatografia líquida de 

ultra eficiência (UPLC) com fase móvel constituída por 80:20 de acetonitrila e água ácida. As 

formulações desenvolvidas apresentaram valores de diâmetro hidrodinâmico médio entre 90 e 250 

nm, índice de polidispersidade de 0,09 até 0,26 e potencial zeta de aproximadamente -20 mV. As 

análises de microscopia de força atômica e microscopia eletrônica de varredura sugeriram que as 

formulações apresentam formato esférico. Os resultados de DSC mostraram que os sistemas 

apresentaram estrutura cristalina, sofrendo alteração com a incorporação de OMC, além do aumento 

no ponto de fusão. Os resultados indicaram valores de FPS de aproximadamente 40 para as 

formulações. Os ensaios de liberação in vitro demonstraram que o OMC foi liberado das 

formulações seguindo o modelo matemático proposto por Peppas. A formulação F2.OMC foi a que 

promoveu maior liberação (55%) de OMC dos carreadores e maior permeação (37%) e retenção 

cutânea (0,17%). A formulação F1.OMC demonstrou menor liberação (30%) e retenção cutânea 

(0,05%) apresentando maior eficiência de encapsulação (60%), enquanto a formulação F3.OMC foi 

responsável pela menor permeação (18%). Os ensaios de citotoxicidade in vitro, empregando 

células HaCaT saudáveis, evidenciaram que as formulações não se apresentaram tóxicas na faixa de 

IC50 entre 0,08 e 0,004%. Os resultados sugerem que a formulação F3.OMC apresenta potencial 

aplicação para incorporação de OMC, objetivando sua aplicação em formulações fotoprotetoras. 

Palavras-chave: metoxicinamato de octila, nanocarreadores lipídicos, filtro solar, nanotecnologia, 

permeação cutânea, administração tópica. 



Abstract 

Alice Haddad do Prado 

The octyl methoxycinnamate has been used in sunscreens aiming at the prevention of skin cancer 

and premature aging. However, studies have detected the presence of this UV filter in samples of 

blood, urine and milk after topical administration. To promote the retention of the OMC in the outer 

layers of the skin and protect it from photobleaching, their incorporation into nanostructured lipid 

carrier (NLC) can be interesting because this system allows greater skin retention of active and 

therefore less permeation through the skin, besides greater protection and encapsulation. The 

objective of this study was to evaluate the potential of NLC as a strategy for incorporating the 

OMC. The NLCs was composed of: myristate miristila as solid lipid, acid triglyceride capric and 

caprylic as liquid lipid and tween 80 as surfactant (F1), associated or not with soy 

phosphatidylcholine (F2) or castor oil (F3). OMC was added to the lipid phase in a concentration of 

1.0% to yield the F1.OMC, F2.OMC and F3.OMC formulations. The characterization of the 

systems was conducted from analysis of average diameter, polydispersity, zeta potential, differential 

scanning calorimetry (DSC), atomic force microscopy and scanning electron microscopy. The 

encapsulation efficiency of the formulations was carried out, as in vitro assays like sun protection 

fator (SPF), release, skin permeation, skin retention and cytotoxicity. Also, an analytical method 

was developed to quantify the OMC using liquid chromatography ultra-efficiency with mobile 

phase of 80:20 acetonitrile and acidic water. The formulations showed hydrodynamic mean 

diameter values between 90 and 250 nm, polydispersity of 0.09 to 0.26 and zeta potential of about -

20 mV. The analysis of atomic force microscopy and scanning electron microscopy suggested that 

the formulations have spherical shape. The DSC results showed that the systems suffering 

crystalline structure changes with the incorporation of OMC, besides the increase in melting point. 

The SPF results indicate values about 40 for all formulations. In vitro release tests showed that the 

OMC was released from formulations following the mathematical model proposed by Peppas. The 

formulation F2.OMC was that promoted the greatest release of OMC (55%) higher skin permeation 

(37%) and retention (0.17%). The F1.OMC showed lower release (30%), skin retention (0.05%) and 

higher encapsulation efficiency (60%), while the F3.OMC formulation was responsible for the 

lower skin permeation (18%). In vitro cytotoxicity assays employing healthy HaCaT cells, 

demonstrated that the formulations did not show toxic IC50 in the range between 0.08 and 0.004%. 

The results suggest that F3.OMC formulation has potential application for incorporation of OMC, 

aiming their use in sunscreens formulations. 

 

Keywords: Octyl methoxycinnamate. Lipid nanocarriers. Sunscreen. Nanotechnology. Skin 

permeation. Topical administration. 
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Alice Haddad do Prado 

1. INTRODUÇÃO 

 A exposição da pele humana à luz solar, em um curto período de tempo, tem efeitos 

terapêuticos; porém, devido à destruição da camada de ozônio nos últimos anos, a intensidade da 

radiação ultravioleta (UV), que atinge a superfície da terra, tem aumentado. Diversos estudos 

demonstraram a influência da radiação solar sobre a pele constatando que os raios UVA e UVB são 

os principais responsáveis por patologias como queimaduras solares, degeneração cutânea, 

fotossensibilidade, elastose actínica e câncer de pele (CHISVERT et al., 2007; GONZALEZ et al., 

2008; WHARTON et al., 2011). 

 A pele é o órgão que sofre maior exposição solar devido a sua ampla superfície de contato. 

Por essa razão, é também a mais afetada quando se trata de efeitos prejudiciais. Existem vários 

mecanismos endógenos de proteção para ajudar a minimizar esses efeitos, entre eles, o estrato 

córneo, camada mais externa da epiderme. Porém, o uso de filtros solares tem sido fortemente 

aconselhado, tanto pelas organizações de saúde como por estudos científicos (BRULS et al., 1984; 

OLIVEIRA et al., 2015). 

Filtros solares UVA e UVB são utilizados como substâncias ativas em formulações 

fotoprotetoras. Para a efetiva proteção solar, prevenção de câncer de pele e outros males, essas 

substâncias devem ser seguras. No entanto, alguns filtros solares podem penetrar a pele, causando 

efeitos como a formação de radicais livres, irritação e envelhecimento da pele, além de maior risco 

de câncer (FERREIRA et al., 2013). O p-metoxicinamato de octila (OMC), por exemplo, pode 

ultrapassar barreiras da pele atingindo a circulação sistêmica e acometendo a regulação hormonal 

(JANJUA et al., 2004; SCHLUMPF et al., 2008). Portanto, é extremamente importante que os 

filtros solares permaneçam no local de ação – superfície da pele – apresentando alta retenção no 

estrato córneo e, dessa forma, evitando a permeação cutânea. 

 Sistemas baseados em nanotecnologia, como as nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), tem 

atraído bastante atenção para incorporação de substâncias de uso tópico, uma vez que apresentam 

maior tolerabilidade e biodisponibilidade quando comparadas com as formulações convencionais. 

No entanto, devido ao alto grau de cristalização dos lipídeos sólidos, a substância ativa tende a ser 

expulsa das nanopartículas, causando uma baixa capacidade de encapsulação e prejudicando o 

armazenamento. Os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) foram então desenvolvidos com 

o propósito de solucionar essa questão ao adicionar um lipídeo líquido em sua composição, 

permitindo, dessa forma, maior acomodação do ativo e reduzindo sua expulsão durante a estocagem 

(LIN et al., 2007). Além disso, esse sistema propicia maior retenção do ativo nas camadas 

superiores da pele, promove a liberação prolongada com redução da absorção sistêmica, além de 

possuir propriedades de proteção do ativo contra raios UV e degradação (PARDEIKE et al., 2009). 
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 Pode-se observar, desta forma, que a incorporação de OMC em CLN pode ser vantajosa, o 

que justifica a realização deste estudo, de forma a obter sistemas que permitam proteção do OMC 

contra a degradação, propriedades de fotoproteção, maior incorporação do filtro na formulação e 

sua retenção nas camadas superiores da pele, de forma a localizá-lo no seu sítio de ação. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Luz solar 

 A exposição da pele humana à luz solar, por pequenos períodos, é essencial para a produção 

de vitamina D. No Brasil, cerca de 15 minutos de exposição já são suficientes para regular a 

produção dessa vitamina, necessária para o metabolismo da função osteoblástica (produção óssea), 

e secreção de PTH (hormônio paratireóide), além de evitar o raquitismo em bebês e crianças 

(CORREA, 2003). Em contrapartida, a exposição excessiva da pele humana à radiação ultravioleta 

(UV) é um importante fator de risco para queimaduras e desenvolvimento de câncer de pele dos 

tipos melanoma e não-melanoma (SHI et al., 2012). 

 A luz solar é composta por um espectro contínuo de radiação eletromagnética (Figura 1) que 

está dividido em três regiões de comprimentos de onda principais: ultravioleta, visível e 

infravermelho. A radiação ultravioleta (UV), potencialmente perigosa para a pele humana, é 

definida pelos comprimentos de onda de 200-400 nm e convenientemente dividida nos grupos: 

UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280 nm). Os raios UVC são bloqueados pela 

camada de ozônio, enquanto que os raios UVA e UVB atingem a superfície da Terra em 

quantidades suficientes para causar consequências para a pele e os olhos (MATSUMURA e 

ANANTHASWAMY, 2004). 

 

Figura 1. Espectro de radiação eletromagnética da luz solar. 

 A radiação UV é absorvida por diferentes cromóforos situados em estruturas da pele tais 

como melanina, DNA, RNA, proteínas e lipídeos, sendo responsáveis por reações fotoquímicas e 

interações secundárias que envolvem espécies reativas de oxigênio, as quais apresentam efeitos 

nocivos (GONZALEZ et al., 2008; WHARTON et al., 2011). Essa radiação pode causar ainda 

eritemas, doenças oculares, alterações no DNA, envelhecimento precoce da pele e 

imunossupressão. Os raios solares UVB são limitados a camadas superiores da pele e 

principalmente relacionados a eritemas e queimaduras. Já os raios UVA atingem camadas mais 

profundas da pele e são capazes de danificar o DNA, geralmente pela produção de espécies reativas 
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de oxigênio (KOCKLER et al., 2012; DEBUYS et al., 2000). 

 A irradiação UV aguda induz lesões no DNA que podem levar a mutações se não forem 

reparadas. Para isso, as células são equipadas de mecanismos de reparação de DNA. Já a exposição 

crônica promove a deterioração progressiva da estrutura e função cutânea, através de recorrentes 

lesões agudas e inflamatórias que podem levar ao desenvolvimento de câncer de pele 

(MATSUMURA e ANANTHASWAMY, 2004). 

 A Organização Mundial da Saúde estabeleceu recomendações importantes para 

conscientizar e alertar a população ao que diz respeito à exposição solar diária mediante o 

estabelecimento do índice de radiação UV (IUV), que é calculado a partir dos níveis de ozônio na 

atmosfera. O IUV é classificado como baixo, moderado, alto, muito alto ou extremo e representa o 

valor de exposição máximo diário referente ao horário de maior incidência de radiação UV, ou seja, 

ao meio dia (CORREA, 2003; OMS, 2013). A Tabela 1 apresenta as categorias dos índices de 

radiação UV e suas respectivas recomendações. 

Tabela 1. Categorias de intensidade da radiação ultravioleta. 

Categoria Índice de radiação UV (IUV) Recomendações 

Baixo 2 Protetor solar 

Moderado 3 a 5 Protetor solar, óculos de sol e evitar 

exposição ao sol do meio dia até 16h. 

Alto 6 a 7 Protetor solar, óculos de sol com filtro UV, 

camiseta e chapéu. Procurar sombra entre 

meio dia e 16h. 

Muito alto 8 a 10 Protetor solar, óculos de sol com filtro UV, 

camiseta, chapéu e guarda-sol. Evitar 

exposição ao sol entre meio dia e 16h. 

Extremo  11 Evitar exposição ao sol. 

2.2 Pele 

 Nas últimas décadas, tem se observado um grande aumento na incidência de câncer de pele, 

o qual está intimamente relacionado com a excessiva exposição à luz solar. Segundo o Instituto 

Nacional de Câncer (INCA) o câncer de pele é o mais comum de todos os tipos de câncer e 

representa mais da metade dos diagnósticos da doença. Existem basicamente dois tipos de câncer de 

pele: o melanoma, representando o mais raro, e o não-melanoma, que é o mais frequente e 

dificilmente responsável por causar mortes. O câncer de pele não-melanoma é o mais incidente no 



Fundamentação Teórica 

20 

Alice Haddad do Prado 

Brasil; quanto ao melanoma, sua letalidade é elevada, porém sua incidência é baixa (INCA, 2016; 

SCHERER; KUMAR, 2010). 

 A pele é a primeira proteção do corpo humano contra a radiação solar e é constituída por 

epiderme, derme e hipoderme, conforme ilustrado na Figura 2. A epiderme, camada mais externa da 

pele, apresenta baixa espessura que varia entre 0,02 mm até 5 mm e contém queratinócitos, 

responsáveis pela produção de queratina, que estão organizados em quatro regiões principais: 

estrato córneo, camada granular, camada espinhosa e camada basal. O estrato córneo (SC) auxilia 

na reflexão de 5 a 10% da radiação solar. É composto por células ricas em queratina que formam 

uma fina barreira evitando a perda de água e penetração de produtos provenientes do meio, porém, 

embora seja considerada uma barreira eficiente, radiações UV podem enfraquecê-la aumentando a 

penetração química (PUGLIA et al., 2014; YAMAMOTO et al., 2008). 

  

 

Figura 2. Ilustração da estrutura da pele (EMAZE, 2016). 

 A derme (1-2 mm) tem como funções a nutrição e sustentação da epiderme (AZZINI, 1999; 

PEYREFITTE et al., 1998). É constituída por: células fixas na matriz extracelular (fibroblastos), as 

quais sintetizam macromoléculas e células migratórias que participam da defesa do organismo. 

Nessa região atravessam diversos vasos e nervos, e estão situadas glândulas sudoríparas e sebáceas, 

pêlos e unhas. A matriz extracelular é composta por fibras de colágeno e elastina envoltas por um 

material amorfo formado por água, sais minerais e macromoléculas, que são representadas pelos 

glicosanimoglicanos e glicoproteínas de estrutura (MORAIS, 2006; SHAHZAD et al., 2015; 

VIGLIOGLIA, 1989). 

 A hipoderme, camada mais profunda da pele, é formada por tecido adiposo (adipócitos) e 

responsável por armazenar nutrientes e energia para o organismo, modelar a silhueta corporal além 

de funcionar como proteção mecânica, suavizando traumas, e isolante térmico, conservando a 

temperatura corporal. Nessa camada transcorrem vasos e nervos cutâneos de maior volume, 

contendo também fibras elásticas, proteoglicanos e colágeno. A reserva energética dos adipócitos é 
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feita pelo armazenamento de lipídios sob forma de triglicerídeos e ácidos graxos em caso de 

necessidade (DI SALVO, 1996; LEONARDI, 2004; MORAIS, 2006; PEYREFITTE et al., 1998). 

2.3 Proteção solar 

 A fotoproteção foi adotada após a percepção dos males causados pela exposição a luz solar. 

A autoimagem se torna cada vez mais importante na sociedade moderna, que tem reforçado o 

interesse na luta contra os efeitos do envelhecimento, particularmente fotoenvelhecimento. Além 

disso, diversas pesquisas na área de oncologia cutânea destacou a radiação UV como um dos 

principais fatores etiológicos no desenvolvimento de câncer de pele (DUMMER; MAIER, 2002; 

GONZALEZ et al., 2008). Estudos demonstraram os benefícios do uso de protetores solares. A sua 

utilização diária pode prevenir o desenvolvimento de ceratoses actínicas, carcinoma espinocelular e 

melanoma. Além disso, há evidências que sugerem que os protetores solares podem diminuir o 

envelhecimento prematuro e impedir as exacerbações da fotodermatoses (MANCEBO et al., 2014). 

 Antigamente, os gregos utilizavam óleo de oliva na tentativa de proteger o corpo dos raios 

provindos do sol; porém, este agente não apresentava bons resultados. Em 1928, nos EUA, foi então 

criado o primeiro filtro solar contendo benzil-salicilato e benzil-cinamato incorporados em uma 

emulsão, sendo pouco utilizado na época. Mais tarde, na Segunda Guerra Mundial, uma série de 

queimaduras solares foram causadas pela exposição dos soldados durante tempo excessivo no sol. 

Por esse motivo, foi desenvolvido por Benjamin Greene um produto denominado petrolado 

veterinário vermelho e conhecido como “redvet pet” – substância vermelha e viscosa – a partir de 

um produto decorrente do petróleo. Já em 1943, uma substância chamada ácido para-

aminobenzóico (PABA) foi patenteada representando o primeiro filtro solar. Porém, somente na 

década de 1970 os protetores solares foram realmente popularizados e diferentes filtros solares 

começaram a ser incluídos em cremes e loções (BAILLO; LIMA, 2012; MONTEIRO, 2010; 

SCHALKA; REIS, 2011). 

 A RDC nº 30 de 01 de junho de 2012 define protetor solar como qualquer preparação 

cosmética destinada a aplicação na pele e lábios, com a finalidade exclusiva ou principal de 

protegê-la contra a radiação UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiação 

(ANVISA, 2012). Os protetores solares são considerados como cosméticos no Brasil, 

diferentemente do que acontece nos EUA onde são incluídos na categoria “OTC” (over the 

counter), denominação dada pelo órgão Food and Drug Administration (FDA) aos medicamentos 

de venda livre. Isso ocorre pelo fato de que filtros solares são utilizados na prevenção de efeitos 

agudos, como eritema, e crônicos, como câncer de pele, causados pela radiação solar (Brasil, 2002; 

FDA, 1999).  
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 Um filtro solar ideal deve absorver a radiação UV em um amplo espectro e, fisicamente, 

cobrir e aderir bem à pele, bem como resistir à remoção pela água. Além disso, para ser eficaz, deve 

permanecer na camada mais externas da pele com permeação mínima para a circulação sistêmica 

(JIMÉNEZ et al., 2004). Protetores solares fornecem uma proteção temporária contra a radiação 

UV. Os tipos de filtros UV utilizados como ingrediente ativo em formulações fotoprotetoras são 

denominados com base na sua composição química e mecanismo de ação e conhecidos como filtros 

orgânicos, ou químicos e filtros inorgânicos, ou físicos. Ambos são amplamente utilizados a fim de 

evitar queimaduras solares, envelhecimento e câncer de pele (DRAELOS, 2006; SHI et al., 2012). 

 Os filtros orgânicos são compostos com estruturas simples ou aromáticas que podem estar 

conjugados com carbono, ligações duplas de carbono e ou grupos de carbonila, e apresentam alta 

capacidade de absorver a radiação UV em comprimentos de onda específicos. Os filtros inorgânicos 

são minerais e têm sua ação pela absorção, reflexão e/ou dispersão dessa radiação. Há vantagens e 

desvantagens associadas a ambos os tipos e é comum ver os dois tipos de filtros presentes em 

formulações disponíveis comercialmente (CHISVERT et al., 2007; GONZALEZ et al., 2008). Na 

Figura 3, é apresentada uma ilustração do mecanismo de ação dos filtros solares, em que se observa 

os filtros UV orgânicos absorvendo a energia da radiação UV, o que causa a excitação dos elétrons, 

sendo a energia liberada na forma de calor ou de luz. A transição de volta ao estado fundamental 

tem o potencial de causar modificações químicas, resultando em filtros menos eficazes. É 

demonstrado, ainda, os filtros UV inorgânicos absorvendo, dispersando ou refletindo a luz UV. 

Estas substâncias são mais estáveis à degradação pela exposição aos raios UV em comparação com 

os filtros orgânicos (MANCEBO et al., 2014). 
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Figura 3. Mecanismo de ação de filtros UV orgânicos e inorgânicos. 

  

 O p-metoxicinamato de octila (OMC – Figura 4) - cinamato mais utilizado globalmente - é 

um filtro UVB orgânico desenvolvido na década de 1950, derivado de ácido cinâmico com um 

grupamento metoxi na posição para e esterificado com 2-etil-hexanol. Seu nome químico é 2-etil-

hexil-3-(4-metoxifenil)-2-propeonato de etilo. Ele está presente em vários produtos cosméticos e, 

em virtude de sua característica de lipossolubilidade, é incluído principalmente nos produtos que 

necessitam de resistência à água. No Brasil, Japão e Europa sua máxima concentração permitida é 

de 10% e nos Estados Unidos é de 7,5% (CHISVERT et al., 2001; JIMÉNEZ et al., 2004; 

ZAMBON, 2011). 

 

Figura 4. Fórmula estrutural plana do p-metoxicinamato de octila. 

 O OMC é um líquido oleoso, transparente, ligeiramente amarelo, inodoro, insolúvel em água 

(solubilidade em água, 0,1g/100 mL a 27 ° C) e solúvel em etanol, propilenoglicol e óleo mineral. O 

seu peso molecular é 290,4 e ponto de ebulição está entre 185 e 195 °C. A sua densidade é de 1,01 

g/cm3. O coeficiente de partição octanol-água é 5,96, indicando que tem elevada solubilidade 

lipídica (MONTEIRO et al., 2012). O OMC apresenta absorção máxima no comprimento de onda 
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de 310 nm, conforme apresentado na Figura 5. Porém, é relatada sua degradação pela luz solar e 

consequente transformação no isômero CIS, cujo pico de absorção é mais baixo (265 nm), o que 

diminui sua eficácia. Portanto, é geralmente associado a filtros solares com espectro mais amplo, 

quando se deseja maior proteção (CABRAL; PEREIRA; PARTATA, 2011; KULLAVANIJAYA; 

LIM, 2005). Além disso, a escolha de um veículo inadequado ou a incorreta incorporação do OMC 

em uma formulação pode causar essa degradação sob luz solar, o que resulta em produtos com 

toxicidade desconhecida e/ou que penetrem a pele, expondo o organismo a possíveis efeitos 

prejudiciais (PUGLIA et al., 2012). 

 

Figura 5. Espectro de absorção do OMC em UV/Vis na concentração de 10ug/mL em isopropanol. 

 Os filtros solares, após a exposição à luz UV, passam por processos de fotólise e reações de 

isomerização que podem produzir espécies reativas e/ou que tenham menor capacidade de absorver 

a radiação UV do que o filtro solar original, comprometendo assim a função do protetor (VILELA 

et al., 2012). Um protetor solar que perde a capacidade de proteção contra a radiação UV durante a 

exposição ao sol proporcionaria um risco para o usuário podendo prejudicar a pele ao invés de 

protegê-la (HUONG et al., 2007). Dessa forma, é importante conhecer o comportamento dos filtros 

solares segundo a sua penetração, alterações na pele ou organismo com ou sem exposição à 

radiação UV. 

Um dos grandes problemas atualmente enfrentados, não somente pelo OMC, mas também por 

outros filtros orgânicos, é a questão da segurança de tais substâncias. Ao ser aplicado em uma 

grande extensão da pele, um filtro solar pode sofrer penetração e bioacumulação em quantidades 

significativas para causar efeitos adversos como desregulação endócrina, toxicidade pela geração de 

radicais livres e até efeitos mutagênicos e carcinogênicos (CHISVERT et al., 2012; VILELA et al., 

2012). Alguns estudos têm detectado OMC em amostras de sangue, urina e leite após sua aplicação 

tópica, o que indica que os seres humanos são sistemicamente expostos a este composto (JANJUA 

et al., 2004; SCHLUMPF et al., 2008). Como exemplo, Axelstad et al. (2010) realizaram um estudo 

com a aplicação de OMC em ratas durante a gestação e lactação e observaram a desregulação 

endócrina nos filhotes com diminuição dos hormônios tiroxina (T4) e testosterona, o que indica que 
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houve absorção sistêmica deste filtro. Por sua vez, Ozáez et al. (2013) realizaram um estudo sobre o 

efeito da exposição em insetos onde o OMC estimulou a transcrição do gene do receptor de 

ecdisona in vivo após a exposição por 24 horas, proporcionando um forte apoio para um possível 

efeito perturbador sobre a via hormonal em animais invertebrados. 

Sabe-se que o desempenho de uma formulação de filtro solar depende não só das 

propriedades físico-químicas dos filtros, mas também do veículo utilizado. A maioria das 

formulações fotoprotetoras baseiam-se em emulsões, óleos e géis que, apesar de suas vantagens, 

também apresentam limitações importantes, como a capacidade de lavagem da água, instabilidade e 

absorção percutânea dos filtros solares (PUGLIA et al., 2014). Assim, com o objetivo de aumentar 

a retenção do filtro solar na pele, bem como protegê-lo da fotodegradação, diversos estudos estão 

sendo desenvolvidos para obtenção de carreadores mais adequados para sua incorporação, como os 

sistemas nanoestruturados (SHI et al., 2012). 

2.4 Sistemas nanoestruturados 

 A nanotecnologia é uma ciência dedicada à criação, modificação e utilização de materiais, 

dispositivos e sistemas na gama de tamanho de nanômetro. Ela explora as características físicas, 

químicas e biológicas de materiais que melhorem ou se diferenciem radicalmente dos materiais a 

granel. Esses nanomateriais podem apresentar diferentes tamanhos, formas e composição química 

(BAILO; LIMA, 2012; DUNCAN; GASPAR, 2011; SANTANA et al., 2008). 

 Dentre os sistemas nanoestruturados, um grande enfoque tem sido atribuído às 

nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), desenvolvidas na década de 1990 como um sistema 

alternativo e diferente de emulsões, lipossomas e nanopartículas poliméricas, por utilizar no lugar 

do lipídeo líquido de uma emulsão, por exemplo, um ou mais lipídeos sólidos, formando uma 

matriz de lipídeo sólido em temperatura ambiente ou corporal. Segundo Wissing e Müller (2002) o 

uso de NLS como sistema de transporte oferece duas vantagens principais: podem atuar 

propriamente como uma proteção física e, também, proporcionar um sistema de liberação 

prolongada, permanecendo, portanto, por mais tempo na superfície da pele. 

Porém, as estruturas cristalinas formadas a partir das NLS se apresentavam tão perfeitas que 

limitavam o espaço para incorporação dos princípios ativos, além de estarem mais sujeitas a 

expulsão do fármaco durante a estocagem, pois o lipídeo sólido pode se transformar em outras 

formas cristalinas, deixando menor espaço para a acomodação de moléculas. Dessa forma, surgiram 

algumas limitações das NLS como menor incorporação do ativo e menor estabilidade físico-

química em longo prazo (MÜLLER; RADTKE; WISSING, 2002). 

 Após a criação das NLS, pesquisas foram realizadas no sentido de incluir pelo menos um 

lipídeo líquido na composição das NLS, causando imperfeições na rede cristalina e dando origem 
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aos chamados carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN), também conhecidos como a segunda 

geração das NLS (PARDEIKE et al., 2009). As imperfeições provocadas propiciam aos CLN 

vantagens em relação às NLS, decorrentes principalmente do rearranjo dos componentes da 

formulação. Quando se utiliza uma mistura de lipídeos líquidos e sólidos, as moléculas podem ser 

diferentemente estruturadas não havendo formação de um cristal perfeito e, consequentemente, 

proporcionando maiores espaços para incorporação de fármacos na forma molecular ou como 

clusters (aglomerados) amorfos, conforme demonstrado na Figura 6 (MÜLLER et al., 2007; 

BROWN; WILLIAMS; KIRWAN, 2011). 

 

Figura 6. Organização da matriz das partículas. 

 

 Durante a última década, o número de estudos utilizando formulações baseadas em CLN 

aumentaram drasticamente. Isso se deve, essencialmente, às diversas barreiras derrotadas dentro do 

processo tecnológico de formulação de nanopartículas à base de lipídeos e maior conhecimento dos 

mecanismos subjacentes de transporte de CLN através de diferentes vias de administração 

(BELOQUI et al., 2016). 

 As nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e os carreadores lipídicos nanoestruturados (CLN) 

têm se destacado para administração tópica por apresentarem diversas vantagens em relação às 

formulações convencionais. Esses compostos lipídicos, além de biodegradáveis, favorecem a 

hidratação da pele através da oclusão do estrato córneo. Devido ao pequeno tamanho das 

nanopartículas, há a formação de um filme lipídico que adere ao estrato córneo aumentando a 

quantidade de ativo na pele e modulando sua permeação (MÜLLER et al., 2011; PARDEIKE et al., 

2009; WISSING; MULLER, 2003). Tanto as NLS como os CLN são capazes de aumentar a 

estabilidade química de ativos sensíveis à luz, oxidação e hidrólise, resolvendo questões 

importantes acerca de cosméticos e produtos farmacêuticos dérmicos (PUGLIA et al., 2012). Além 

disso, esses sistemas são vantajosos por apresentarem menor toxicidade, o que significa excelente 

tolerabilidade, e maior facilidade de transposição para escala industrial (PARDEIKE et al., 2009). 
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2.5 Nanotecnologia em filtros solares 

 Diversos estudos têm incorporado filtros solares em sistemas nanoestruturados protegendo-

os de fotodegradação e impedindo sua permeação através da pele (JIMÉNEZ et al., 2004; 

MESTRES et al., 2010; SANAD et al., 2010; LACATUSU et al., 2011). O filtro solar oxibenzona, 

por exemplo, pode provocar efeitos tóxicos ao permear a pele. Por sua vez, a sua incorporação em 

nanopartículas poliméricas reduziu a permeação cutânea in vitro utilizando como modelo a pele de 

orelha de porco, além de apresentar alto valor de fator de proteção solar (FPS) (MARCATO et al., 

2011). Wissing e Müller (2002) mostraram, empregando estudos de liberação e permeação in vitro e 

tape stripping in vivo, que a incorporação do filtro solar oxibenzona em NLS diminuiu sua taxa de 

liberação em até 50%, quando comparado com sua liberação a partir de emulsões. 

 Estudos demonstram que NLS e CLN podem atuar de forma eficiente como bloqueadores 

UV através da dispersão da luz. Por esse motivo, a incorporação de um filtro solar nesses sistemas 

pode proporcionar maior absorção UV comparado ao filtro solar livre, diminuindo os efeitos 

secundários e permitindo a utilização de menores concentrações de filtro solar (MÜLLER, 

RADTKE; WISSING, 2002). Ensaios de permeação in vitro revelaram o direcionamento das 

partículas para a camada mais superficial da pele, sendo o comportamento ideal para uma 

formulação contendo filtros solares (TEERANACHAIDEEKUL et al., 2008). 

 Em relação ao OMC, Jiménez et al. (2004) realizaram estudos incorporando-o em 

nanocápsulas e emulsões simples. Os autores observaram aumento da retenção cutânea e 

diminuição da liberação e da penetração na pele do OMC nanoencapsulado. Por sua vez, Alvarez-

Román et al. (2001) realizaram um estudo com OMC incorporado em nanocápsulas biodegradáveis 

e gel convencional e observaram melhor proteção aos raios UV e melhor capacidade de inibição do 

eritema induzido para o OMC em nanocápsulas. Perugini et al. (2002) estudaram a influência do 

encapsulamento do OMC em nanopartículas de PLGA (poli-lactídeo-co-glicolídeo) na 

decomposição pela luz solar e observaram redução da fotodegradação. Já Prado (2013), em seu 

trabalho de iniciação científica (Proc. FAPESP no 2013/00485-4), incorporou o OMC em sistemas 

líquido-cristalinos constituídos por 40% de álcool cetílico propoxilado e etoxilado (Procetyl® AWS) 

como tensoativo, 10% de silicone DC 193® como fase oleosa e 50% de Policarbofil 0,5% como fase 

aquosa e observou alta retenção e baixa permeação cutânea deste filtro nos ensaios in vitro 

realizados. 

 A incorporação do OMC foi estudada a partir de NLS e CLN compostos por behenato de 

glicerol, TACC e poloxamer 188, demonstrando redução da permeação cutânea in vitro do OMC 

quando utilizados CLN e maior fotodegradação mediada por UV. Constatou-se ainda que a 
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incorporação de OMC em CLN foi mais eficaz que em NLS. Mais estudos obtiveram as mesmas 

evidências com outros filtros solares como etilhexil triazona (EHT), dietilamino hidroxibenzoil 

hexil benzoato (DHHB) e etilexiloxifenol metoxifenil triazina (Escalol® S). Quando incorporados 

em CLN, a capacidade de permeação dos filtros solares foi drasticamente reduzida, mantendo-se 

principalmente na superfície da pele. Além disso, os estudos também mostraram a manutenção da 

fotoestabilidade quando incorporados no sistema (MONTENEGRO et al., 2015; NICULAE et al., 

2012; NIKOLIĆ et al., 2011; PUGLIA et al., 2014). 

 Dentre os materiais utilizados para a produção de CLNs destaca-se o lipídio sólido miristato 

de miristila, cujas informações como ponto de fusão e massa molecular estão presentes na Tabela 2. 

Tabela 2. Características físico-químicas do miristato de miristila. 

Nome comercial 
Fórmula 

química 

Massa 

molecular 
Ponto de fusão 

CrodamolTM MM C28H56O2 424,74g/mol 37 – 39ºC 

Fonte: FISPQ do fabricante 

 O miristato de miristila (Figura 7) é um éster formado por ácido mirístico e álcool 

miristílico, na presença de um catalisador ácido. Apresenta-se como um sólido cintilante com odor 

característico de cera e coloração branca à amarela clara, sendo possível atingir efeitos pérola com 

uma concentração de 3,5% em certos sistemas. É, portanto, uma cera que se funde à temperatura 

corporal, altamente utilizada em formulações cosméticas e farmacêuticas destinadas a pele, 

apresentando um sensorial bastante agradável. Além disso, vários estudos realizados em animais 

evidenciaram que o lipídeo não apresenta toxicidade tópica, ocular ou oral quando testado em uma 

concentração de 8,0% (BECKER et al., 2010; PRESTON, 1984). 

 

Figura 7. Fórmula estrutural do miristato de miristila. 

 Dentre os lipídeos líquidos utilizados na preparação de CLN, destaca-se o triglicerídeo de 

ácido cáprico e caprílico. É composto por triglicerídeos de cadeia média, obtidos a partir do óleo de 

coco pela esterificação de glicerol com uma mistura de ácido cáprico (C10) e caprílico (C8) 

apresentados na Figura 8. Seu uso é aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e oferece 

vantagens como elevada estabilidade contra a oxidação e boa solubilidade devido ao seu baixo peso 

molecular, além de apresentarem baixo ponto de fusão (C8: 16,7ºC; C10: 31,3ºC) (BACH; 

BABAYAN, 1982; MARTEN 2006). 
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Figura 8. Fórmula estrutural dos ácidos cáprico e caprílico, respectivamente. 

 Na obtenção de CLN, também são empregados tensoativos, como o polissorbato ou Tween® 

80 (T80), que apresenta equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL) igual a 15,0 (WADE E WELLER, 1994) 

e representa um dos tensoativos não iônicos mais conhecidos e amplamente utilizado nas áreas 

farmacêutica e cosmética (ZAHID et al., 2014; PRABHAKAR et al., 2013). Segundo Montenegro 

(2011) a estabilidade de nanopartículas carregadas com OMC pode ser influenciada pelo tensoativo 

utilizado e, portanto, pela lipofilicidade do sistema. Estudos realizados encontraram formulações mais 

estáveis com o uso de tensoativos mais hidrofílicos, como o Tween® 80 apresentado na Figura 9. 

 

Figura 9. Fórmula estrutural do tensoativo Tween® 80. 

 Outros componentes podem ser adicionados nos CLN com a intenção de observar suas 

influências na formulação final, como a fosfatidilcolina de soja (FS) e o óleo de rícino (OR).  

A fosfatidilcolina de soja (FS) é constituída por fosfolipídeos naturais, os quais possuem 

estrutura anfifílica contendo uma extremidade polar composta por um grupo colina e um grupo 

fosfato ligados à uma porção hidrofóbica de cadeias acílicas e estéres de glicerol. Sua estrutura é 

mostrada na figura 10 e representa um produto largamente utilizado como emulsificante e 

excipiente nas indústrias cosmética e farmacêutica (MERTINS et al., 2008). 

 

Figura 10. Fórmula estrututal da fosfatidilcolina de soja. 
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 Estudos comprovaram que a utilização simultânea de tensoativos, como T80 e FS, pode 

produzir sistemas mais estáveis (BARBOSA, 2013; CHEN et al., 2006; HELGASON et al., 2009). 

Além disso, a adição de T80 em combinação com fosfolipídeos pode levar a formação de filmes 

compactos conferindo um maior prazo de validade ao produto final (BRUXEL et al., 2012). Müller 

et al. (2000) relataram que a adição de fosfatidilcolina de soja ao lipídio fundido ocasiona maior 

estabilidade das nanopartículas, correlacionando o aumento da sua concentração com a redução da 

cristalinidade das nanopartículas. 

 O óleo de rícino (OR) é composto por triglicerídeos naturais derivados do óleo de mamona, 

extraído das sementes da planta Ricinus Communis e encontrado em áreas tropicais como o Brasil. 

É um líquido amarelado viscoso constituído por 90% de ácido ricinoleico (ácido graxo insaturado e 

hidroxilado) e 10% de outros ácidos graxos como linoleico e oleico. Apresentado na Figura 11, o 

óleo de rícino é uma substância geralmente utilizada para a produção de nanopartículas e vem sendo 

inserida na área de nanotecnologia por ser considerada econômica e biocompatível, além de auxiliar 

positivamente na estabilidade da formulação (BINDER et al., 1962; GHERCA et al., 2012; MORAIS 

et al., 2015; WENDER et al., 2010). 

 

Figura 11. Fórmula estrutural do óleo de rícino. 
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3. OBJETIVOS 

 Desenvolvimento de carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) para a incorporação do 

filtro solar p-metoxicinamato de octila (OMC); 

 Caracterização físico-química através da determinação do diâmetro médio, potencial zeta, 

calorimetria diferencial exploratória, microscopia de força atômica (AFM) e microscopia 

eletrônica de varredura (MEV); 

 Análise da eficiência de encapsulação (EE) dos sistemas; 

 Análise do fator de proteção solar (FPS) das formulações desenvolvidas; 

 Validação de um método analítico por cromatografia de ultra eficiência (UPLC) para 

quantificação do p-metoxicinamato de octila (OMC); 

 Realização de ensaios de liberação, permeação e retenção cutânea in vitro utilizando células 

de Franz; 

 Análise da citotoxicidade in vitro. 
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4. MATERIAIS & MÉTODOS 

4.1 Materiais 

 Acetonitrila grau UPLC (J. T. Baker, USA); 

 Ácido fórmico 99%; 

 Água deionizada em sistema Milli Q com condutividade 18,2 μS.cm-1; 

 Filtro PTFE 13mm 0,22µm 

 Fita adesiva 750 transparente Scotch® (3M, Brasil); 

 Fosfatidilcolina de soja – Lipoid S 100 (PharmaNostra, Alemanha); 

 Isopropanol grau UPLC (J. T. Baker, USA); 

 Membrana de polissulfona– HT 450Tuffryn® (Pall Corporation, México); 

 Metoxicinamato de octila – OMC (Deg, Brasil); 

 Miristato de miristila – Crodamol MM TM (Croda, Brasil); 

 Óleo de rícino (Mapric, Brasil); 

 Orelhas de porco (Olhos D’água, Brasil); 

 Triglicerídeo de ácido cáprico e caprílico (Via Farma, Brasil); 

 Tween 80® (Deg, Brasil). 

4.2 Equipamentos 

 Agitador magnético com aquecimento Fisatom (752A); 

 Balança analítica – Mettler Toledo® (Classic Plus); 

 Centrífuga Spin Coater – SPI Supplies (KW – 4A); 

 Coluna ACQUITY UPLC® HSS C18 SB 1.8µm (2.1x100mm); 

 DSC (Calorímetro TA Instruments – DSC Q10); 

 DLS (Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK); 

 Espectrofotômetro UV-Vis (Cary 60 – Agilent Technologies) 
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 Lavadora Ultrassônica – Unique®; 

 Microcentrífuga Spectrafuge™ – 16 M (Labnet, USA); 

 Microscópio de força atômica (Bruker, Dimension Icon); 

 Microscópio eletrônico de varredura (JEOL JSM-7500F); 

 Peagâmetro – Gehaka®; 

 Permeador – Hanson Research; 

 Sistema de purificação de água Millipore®, Milli-Q Plus. 

 Sonicador (Ultrasonic, Qsonica – Q700); 

 UPLC® ACQUITY Waters (H Class). 

4.3 Desenvolvimento dos carreadores lipídicos nanoestruturados 

As formulações contendo carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) foram 

desenvolvidas por sonicação, durante 20 minutos com amplitude de 30% (20W de potência), 

através da adaptação do método anteriormente descrito (Lim et al., 2004; Mehnert e Mäder et al., 

2001). As formulações foram constituídas por 2,0% de miristato de miristila (MM), 0,1% de 

triglicerídeos de ácido cáprico/caprílico (TACC) e 1,0% do tensoativo tween 80 (T80) em água 

(F1), adicionadas de 1,0% de fosfatidilcolina (F2) ou 0,88% de óleo de rícino (F3), a fim de avaliar 

a influência dessas substâncias no sistema. O OMC foi incorporado na fase lipídica na concentração 

de 1% em relação ao total do sistema, obtendo-se as formulações F1.OMC, F2.OMC e F3.OMC. 

A pré-emulsão foi formada a partir do aquecimento da fase aquosa (água e tensoativo) a 

aproximadamente 80 ºC e junção com a fase oleosa aquecida à mesma temperatura, mantendo 

agitação em agitador magnético com auxílio de barra magnética. Essa pré-emulsão foi sonicada e 

posteriormente colocada em banho de gelo e resfriadas até a temperatura de 25 ºC. As formulações 

foram centrifugadas a 5000 rpm, durante 10 minutos, a fim de retirar o titânio, interferente que pode 

ser desprendido no processo de sonicação (AGAYAN et al., 2004). 

4.4 Caracterização físico-química 

4.4.1 Determinação do diâmetro médio 

A determinação do diâmetro médio dos CLNs foi realizada pela técnica de espectroscopia de 

correlação de fótons, também conhecida como espalhamento de luz dinâmico (DLS) ou quase-
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elastic light scattering, usando equipamento Zetasizer Nano NS (Malvern Instruments, Malvern, UK). 

A partir desta técnica é possível determinar o movimento Browniano das partículas através da 

incidência de um feixe de luz pela dispersão coloidal. 

Desta forma, a intensidade do espalhamento da luz é captada permitindo o cálculo do raio 

hidrodinâmico das partículas, de acordo com a equação de Einstein-Stokes (Equação 1), realizada 

pelo software Zetasizer: 

 

     (1) 

 

 

onde: D = coeficiente de difusão das partículas; K = constante de Boltzmann (1,3807x10-23 NmK-1); 

T = temperatura absoluta (293,15 K); π = 3,141592; η = viscosidade (1,002x10-3 NM-2); Rh = raio 

hidrodinâmico. 

As dispersões de CLNs foram diluídas em água destilada (1:100 v/v), colocadas em frascos de 

cintilação e analisadas na câmara, de modo que feixes pudessem atravessar a dispersão em toda a 

sua extensão. As leituras foram realizadas nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As leituras foram 

realizadas em triplicata e os resultados tratados estatisticamente pela análise de variância Friedman 

e ANOVA seguida por comparações múltiplas pelo método de Tukey. O nível de significância 

adotado foi (p < 0,05). 

4.4.2 Análise do potencial Zeta 

A análise do potencial zeta foi realizada por determinação da mobilidade eletroforética dos 

CLNs utilizando equipamento Light Scattering (Brookhaven). As amostras foram previamente 

diluídas (1:100) em água. As formulações foram analisadas durante o período de 60 dias e os 

resultados tratados estatisticamente pela análise de variância Friedman e ANOVA seguida por 

comparações múltiplas pelo método de Tukey. O nível de significância adotado foi (p < 0,05). 

4.4.3 Calorimetria diferencial exploratória 

As amostras foram analisadas segundo Puglia (2012) utilizando um calorímetro diferencial de 

varredura (TA Instruments, modelo DSC Q10), num intervalo de temperatura de 10 a 85ºC com 

velocidade de aquecimento de 10 ºC/min sob atmosfera de nitrogênio a um fluxo de 50 cm3/min. 

Para isso, foram utilizados cerca de 5 mg de amostra da formulação liofilizada em um cadinho de 

alumínio selado. Os resultados de DSC foram analisados empregando o software TA Universal 

Analysis. 

As análises de DSC foram realizadas em colaboração com a Profa. Dra. Sandra Pulcinelli do 

Departamento de Físico-Química do Instituto de Química de Araraquara – UNESP. 
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4.4.4 Análise microscópica 

4.4.4.1 Microscopia de força atômica 

A determinação da forma geral dos CLNs foi realizada por microscopia de força atômica 

(MFA) empregando microscópio de força atômica (Bruker, modelo Dimension Icon), sob o modo 

de contato intermitente. A preparação da amostra foi feita de três maneiras diferentes. 

Primeiramente, uma gota da formulação foi pingada no substrato (mica) com o auxílio de uma 

pipeta de Pasteur e centrifugada por Spin Coating, equipamento responsável por realizar em 

primeiro momento uma rotação centrípeta (500 rpm durante 30 segundos) a fim de fixar os CLNs 

no substrato, e em segundo momento uma rotação centrífuga (5000 rpm durante 60 segundos) 

expulsando o solvente ou líquido presente na amostra, neste caso a água. Como segunda 

metodologia adotada, alíquotas da formulação foram coletadas e diluídas (1:100) em água. A 

quantidade de 10,0 µl foi coletada e pipetada sob o substrato e, desta vez, a retirada do solvente foi 

realizada através de secagem à vácuo durante 24 horas. Por fim, uma terceira alternativa foi 

mergulhar o substrato na diluição (1:100 v/v), permanecendo durante 30 minutos e realizada 

secagem em gás de nitrogênio. Após a preparação da amostra, o substrato foi colocado no 

microscópio equipado com uma sonda (cantilever), onde foi realizado o rastreamento da superfície 

da amostra (FERREIRA; YAMANAKA, 2006). O tratamento das imagens topográficas foi 

realizado utilizando o software NanoScope Analysis. 

As análises de MFA foram realizadas no Departamento de Física e Ciências de Materiais 

(FCM) do Instituto de Física de São Carlos da Universidade de São Paulo – USP, em colaboração 

com o Prof. Dr. Marcelo A. Pereira da Silva. 

4.4.4.2 Microscopia eletrônica de varredura 

A microscopia eletrônica de varredura foi utilizada empregando microscópio eletrônico de 

varredura de efeito de campo (MEV-FEG) (JEOL JSM-7500F). Foi aplicada uma gota das NLS em 

um substrato de silício e realizada secagem durante 3 dias em um dessecador sob vácuo. Após este 

período, o substrato contendo a amostra foi retirado do dessecador e recoberto com carbono, no 

Sputter Coater SCD 050, visando criar uma camada condutora na superfície da amostra. 

Posteriormente, fotomicrografias foram obtidas utilizando feixe de elétrons de 10 e 20 kV. 

4.5 Fator de proteção solar 

 O fator de proteção solar foi determinado segundo metodologia in vitro proposta por Mansur 

(1986). As amostras foram diluídas em isopropanol para avaliação por espectrofotometria no 

ultravioleta. Segundo Mansur et al. (1986) as soluções devem apresentar concentrações finais de 0,2 
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mg/mL e as análises realizadas nos comprimentos de onda de 290 nm até 320 nm (UVB) em 

intervalos de 5 nm. As formulações foram mantidas refrigeradas (TºC > 10) e analisadas nos tempos 

1, 7, 15 e 30 dias. 

 Para o cálculo do FPS, foram utilizados os valores da Tabela 3, a qual relaciona o efeito 

eritematogênico (EE) e a intensidade da radiação (I) em cada comprimento de onda. 

 

Tabela 3. Relação entre o efeito eritematogênico e a intensidade da radiação em cada comprimento de onda. 

 

 Os valores de absorbâncias obtidos foram substituídos na equação de Mansur (Equação 2): 

 

FPS espectrofotométrico
320/290= FC. Σ EE (λ). I (λ). abs (λ)   (2) 

 

onde: FC = 10 (fator de correção); EE (λ) = efeito eritemogênico da radiação de comprimento de 

onda (λ); I (λ) = intensidade da luz solar no comprimento de onda (λ); Abs (λ) = valor 

espectrofotométrico da absorbância da solução da preparação no comprimento de onda (λ) 

(MANSUR et al., 1986). 

4.6 Quantificação do OMC por UPLC 

 Um novo método simples e efetivo foi desenvolvido e validado seguindo as normas 

descritas na RDC 899 (29 de maio de 2003) para a quantificação do OMC por UPLC. Os 

parâmetros avaliados foram linearidade, precisão, exatidão, limite de detecção e limite de 

quantificação e robustez. 

4.6.1 Condições cromatográficas 

 O sistema cromatográfico foi definido como: 

 UPLC® ACQUITY Waters (H Class). 
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 Coluna ACQUITY UPLC® HSS C18 SB 1.8µm (2.1x100mm);  

 Detector UV operando em 310 nm; 

 Fase móvel 80:20 acetonitrila e água acidificada (ácido fórmico 0,1%); 

 Fluxo de 0,5 mL/min; 

 Tempo de corrida: 3,5 min 

 Volume de injeção: 2,0 µL. 

4.6.2 Validação do método analítico 

4.6.2.1 Linearidade 

 Soluções de OMC foram preparadas e injetadas em triplicata no UPLC. Para a construção da 

curva foram utilizadas as áreas obtidas para cada concentração e a linearidade foi comprovada pela 

equação da reta, devendo obedecer a especificação de R2 >0,99. 

4.6.2.2 Precisão e exatidão 

 As análises de precisão intersensaio foram realizadas utilizando os controles de qualidade 

definidos como baixo, médio e alto, juntamente com o ponto referente ao limite de quantificação 

(LIQ). Os testes foram realizados em dias diferentes e analisados em triplicata. 

4.6.2.3 Limites de detecção e quantificação 

 O limite de detecção (LD) foi estabelecido por meio da análise de soluções de concentrações 

conhecidas e decrescentes do filtro solar, até o menor nível detectável. Já o limite de quantificação 

(LQ) representa o menor valor que pode ser quantificado com precisão e exatidão aceitáveis. 

4.6.2.4 Robustez 

 A robustez é a susceptibilidade de um método analítico para diferentes condições 

experimentais. Este item foi determinado por alterações nos parâmetros: fluxo, fase móvel, pH da 

fase móvel, tipo da coluna e temperatura da coluna e da amostra. O método deve ser resistente à 

essas pequenas variações. 

4.7 Eficiência de encapsulação 

 A eficiência de encapsulação foi obtida pela medida da concentração de OMC livre presente 

no meio de dispersão. Foi realizada a centrifugação de 1 mL da amostra a 14000 rpm durante 30 

min, afim de separar os CLNs. O OMC livre, presente na fase aquosa foi então coletado e filtrado 
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em filtro PTFE 0,22µm. As amostras foram analisadas em triplicata por UPLC. A eficiência de 

encapsulação (EE%) foi dada pela Equação 3. 

 

(3) 

 

onde: A é a quantidade de OMC encapsulado nos CLNs e B é a quantidade inicial de OMC 

adicionado na formulação. A = B – [OMC não encapsulado]. Os resultados foram tratados 

estatisticamente pela análise de variância ANOVA seguida por comparações múltiplas pelo método 

de Tukey. O nível de significância adotado foi (p < 0,05).   

4.8 Ensaios in vitro 

4.8.1 Liberação in vitro 

 Os ensaios de liberação in vitro do OMC foram conduzidos utilizando o sistema de célula de 

difusão vertical (células de Franz – Figura 12) com volume no compartimento receptor de 7 mL e 

área de contato com a amostra de 1,77 cm2. Para avaliar a liberação, foi utilizada uma membrana de 

polissulfona. O compartimento receptor foi preenchido com solução receptora composta por tampão 

fosfato pH 7,4 com tween 80 a 2,0% (m/v), garantindo a condição sink durante todo o ensaio. 

 As amostras (400µL) foram transferidas com auxílio de uma pipeta para o anel dosador 

colocado sobre a membrana sintética. Os experimentos foram conduzidos a 32 ± 2 °C e a solução 

receptora foi constantemente agitada a 300 rpm. Durante o ensaio, alíquotas de 1,5 mL foram 

coletadas nos tempos 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, filtradas em PTFE 0,22 μm e analisadas em UPLC 

para avaliar a liberação do OMC. 

 

Figura 12. Ilustração da célula de Franz (PUGLIA et al., 2012). 
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 Os resultados da liberação in vitro foram tratados estatisticamente pela análise de variância 

ANOVA seguida por comparações múltiplas pelo método de Tukey. O nível de significância 

adotado foi (p < 0,05). O perfil de liberação de OMC in vitro foi analisado segundo os modelos 

matemáticos: Baker-Lonsdale, Primeira-Ordem, Peppas e Higuchi com o auxílio do software Sigma 

Plot® 11.0. 

4.8.2 Permeação e retenção cutânea in vitro 

Da mesma forma, os ensaios de permeação foram realizados utilizando células de Franz, 

porém, desta vez, entre o compartimento doador e receptor da célula de difusão foi utilizada a pele 

de orelha de porco buscando mimetizar a pele humana. 

 As peles de orelha de porco utilizadas nos experimentos foram obtidas no Frigorífico Olhos 

d’Água logo após o abate dos animais. As orelhas foram lavadas com água corrente, e os pêlos em 

excesso e tecidos não desejados foram removidos com o auxílio de tesoura. Logo após este 

procedimento, essas orelhas foram dissecadas com auxílio de bisturi e pinça. Em seguida, as peles 

foram dermatomizadas retirando-se apenas o estrato córneo, epiderme e a camada mais externa da 

derme com auxílio de um dermatômetro, com espessura de 500 µm. 

Após a permeação cutânea, as peles foram retiradas do equipamento e colocadas em uma 

placa de vidro para a realização da retenção cutânea. O primeiro passo foi a realização da técnica de 

tape stripping, onde, após o período de exposição definido, a camada córnea foi retirada pela 

aplicação consecutiva de fita adesiva (TOUITOU; MEIDAN; HORWITZ, 1998). 

Primeiramente, o estrato córneo foi removido com a utilização de 15 fitas adesivas. As fitas 

foram colocadas em tubos de ensaio contendo 3 mL do solvente extrator isopropanol, os quais 

foram agitados em vortex por 2 minutos e sonicados durante 30 minutos em banho de ultra-som. O 

sobrenadante foi então filtrado e analisado em UPLC para quantificação do OMC retido no estrato 

córneo. 

Após a retirada do estrato córneo, a área em contato com a formulação foi recortada 

utilizando uma tesoura cirúrgica e picotada. A pele foi transferida para tubos de ensaio contendo 

3mL de isopropanol. O mesmo processo descrito acima foi realizado, porém, desta vez, após a 

agitação por 2 minutos, a solução foi triturada durante 1 minuto no turrex, sonicada por 30 minutos 

e centrifugada durante 7 min em 3000 rpm. O sobrenadante foi filtrado e analisado em UPLC para 

quantificar o OMC retido na epiderme e derme. Esse teste secundário foi denominado 

convenientemente neste trabalho como retenção dérmica. 

Os resultados foram tratados estatisticamente pela análise de variância ANOVA seguida por 

comparações múltiplas pelo método de Tukey. O nível de significância adotado foi (p < 0,05).  
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4.8.3 Citotoxicidade in vitro 

As células HaCaT (linhagem de queratinócitos humanos, espontaneamente imortalizadas) 

foram gentilmente doadas pela Dra. Maria José Mendes Giannini (Departamento de Análises 

Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas - UNESP), e incubadas em meio DMEM 

suplementado com FBS 10% e 1% de penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100µg/mL). As 

células foram mantidas em ambiente umidificado a 37 °C com 5% de CO2 e subcultivadas duas 

vezes por semana. 

Um ensaio de redução de resazurina foi utilizado para investigar a citotoxicidade das 

formulações. O ensaio baseia-se na redução do corante indicador resazurina, altamente fluorescente 

em células viáveis. As células não viáveis perdem rapidamente a capacidade metabólica para 

reduzir a resazurina e, portanto, não produzem um sinal fluorescente. 

As células foram descoladas por tratamento com 0,25% de tripsina/EDTA (VitroCell, 

Brasil) e 2,5 x 104 células foram colocadas em cada poço de uma placa de cultura celular de 96 

poços (Costar, EUA) em um volume total de 100 µL. As células foram deixadas durante a noite 

para aderir à placa e, em seguida, foram tratados com diferentes concentrações de OMC. Após 24 h 

de incubação, o meio foi removido e 50 µL de resazurina (Sigma-Aldrich, Alemanha) 0,01% w/v 

em DMEM, foi adicionado a cada poço. As placas foram incubadas a 37 °C durante 3 horas. 

A fluorescência foi medida num leitor de placas Biotek Sinergia H1 (Biotek, Winooski, VT) 

utilizando um comprimento de onda de excitação de 530 nm e um comprimento de onda de emissão 

de 590 nm. As células não tratadas constituíram o controle negativo (células viáveis), e as células 

tratadas com doxorrubicina, a 100 nmol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) constituíram o 

controle positivo (células mortas). Todos os testes foram realizados em três ensaios independentes. 

Os valores de IC50 foram calculados a partir de uma curva de calibração por curvas de 

regressão usando o software Microsoft Excel. 
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5. RESULTADOS & DISCUSSÃO 

5.1 Desenvolvimento dos carreadores lipídicos nanoestruturados 

A quantidade de tensoativo presente no sistema foi definida variando sua concentração de 

1,0 a 5,0% e analisando os resultados de diâmetro médio, polidispersidade e potencial zeta. Os 

resultados são apresentados na Tabela 4 e as características visuais dos sistemas na Figura 13. 

 

Figura 13. Aspecto macroscópico das formulações mostrando a variação na concentração do tensoativo 

Tween® 80 de 1,0% a 5,0%, da esquerda para a direita. 

 

Tabela 4. Variação do diâmetro médio, polidispersidade e potencial zeta em função da concentração de 

tensoativo Tween® 80 (±DP). 

Concentração 

Tween® 

80(%) 

Diâmetro 

médio (nm) 
Polidispersidade Potencial zeta 

1,0 132,9 ± 0,66 0,220 ± 0,00 -33,0 ± 1,70 

2,0 131,3 ± 3,02 0,219 ± 0,01 -33,7 ± 1,53 

3,0 174,5 ± 2,48 0,349 ± 0,03 -12,9 ± 0,51 

4,0 140,0 ± 9,48 0,395 ± 0,06 -12,1 ± 0,72 

5,0 48,49 ± 7,19 0,424 ± 0,07 -9,69 ± 0,97 

 

 A concentração de 1,0% incorporada foi considerada ideal uma vez que não houve grande 

alteração quando utilizada uma concentração de 2,0%. Além disso, um alto valor de potencial zeta é 

requerido para o sistema, uma vez que confere maior quantidade de carga e, portanto, maior 

repulsão das partículas indicando menor propensão à instabilidade e decantação (MULLER et al., 

2000). 

 A Tabela 5 apresenta as concentrações dos componentes utilizados nos sistemas. 
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Tabela 5. Formulações desenvolvidas e concentração dos componentes utilizados. 

 Concentração (%)  

 MM TACC T80 FS OR OMC H20 

F1 2,0 0,1 1,0 - - - qsp* 

F2 2,0 0,1 1,0 1,0 - - qsp* 

F3 2,0 0,1 1,0 - 0,88 - qsp* 

F1.OMC 2,0 0,1 1,0 - - 1,0 qsp* 

F2.OMC 2,0 0,1 1,0 1,0 - 1,0 qsp* 

F3.OMC 2,0 0,1 1,0 - 0,88 1,0 qsp* 
*qsp – quantidade suficiente para atingir 100% de formulação. 

 As formulações finais são apresentadas nas Figuras 14 e 15. Após preparação, os sistemas 

foram acondicionados em vidro âmbar e armazenados em geladeira (<10 ºC), pois o 

armazenamento em temperaturas elevadas (i.e. 37 ºC) pode oferecer energia ao sistema levando a 

agregação das partículas e consequente aumento do diâmetro médio observado (MEHNERT;  

MÄDER, 2001). 

 

Figura 14. Aspecto macroscópico das três formulações (F1, F2 e F3) desenvolvidas contendo carreadores 

lipídicos estruturados (NLCs) livres. 

 

Figura 15. Aspecto macroscópico das três formulações (F1.OMC, F2.OMC e F3.OMC) contendo p-

metoxicinamato de octila (OMC). 
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5.2 Caracterização físico-química 

5.2.1 Determinação do diâmetro médio 

 A técnica de correlação de fótons utiliza o espalhamento dinâmico de luz (light scattering) e 

nos fornece a variação da intensidade da luz dispersa a partir do movimento das partículas presentes 

no sistema. Esta técnica representa uma ótima ferramenta para a caracterização de nanopartículas de 

até cerca de 3 µm; porém, não representa uma medida direta do tamanho da partícula e sim uma 

dispersão da luz que supõe o diâmetro médio e, por esse motivo, pode causar incertezas em relação 

ao seu formato esférico (MULLER, 2000). Os resultados das análises das formulações, a partir de 

24 horas após a preparação, são expressos na Figura 16. 

 

Figura 16. Média e desvio padrão do diâmetro médio (nm) dos carreadores lipídicos nanoestruturados 

(CLNs) livres e carregados com OMC no período de 60 dias. 

Observou-se que a incorporação de fosfatidilcolina de soja causou uma diminuição no 

tamanho médio das partículas, tanto nos CLNs livres quanto nos carregados e a adição de óleo de 

rícino apresentou um aumento no diâmetro médio dos CLN livres e carregados de OMC. Além 
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disso, foi reportado que o diâmetro médio depende da quantidade de lipídeo líquido adicionado à 

formulação. Concentrações de até 20% prometem aumentar o tamanho das nanopartículas; porém, 

essa influência depende da estrutura química dos lipídeos utilizados e de suas interações (LIN et al., 

2007). Em todos os casos não houve grande alteração quando incorporado OMC nas formulações. 

Este resultado pode ser explicado considerando a característica oleosa do filtro solar que reduz a 

viscosidade da mistura de lipídeos diminuindo a tensão superficial e, portanto, formando partículas 

com dimensões menores em comparação com as vazias (PUGLIA et al., 2014). De acordo com 

Jenning et al. (2000), tanto a composição quanto a viscosidade da matriz lipídica podem influenciar 

no tamanho das partículas, pois a formação de diferentes estruturas cristalinas é acompanhada por 

modificações na agregação das partículas. Além disso, essas mudanças também podem afetar a 

estabilidade da formulação, a liberação e a penetração pela pele (SOUTO, 2005). 

Estudos conduzidos por Puglia et al. (2014) com OMC (1,0%) em sistemas compostos por 

compritol 888, TACC e poloxamer 188, obtiveram resultados de tamanho de partículas de 318 ± 

25,4 nm para CLN e 190,6 ± 20,1 para nanoemulsão, com índice de polidispersidade de 0,25 ± 0,02 

e 0,26 ± 0,02, respectivamente. Da mesma forma, Nikolic et al. (2011) desenvolveram CLNs com 

OMC obtendo valores de diâmetro médio de 177,7 nm e 192,3 nm com polidispersidade de 0,13 e 

0,14, respectivamente. Portanto, os resultados de diâmetro médio encontrados neste estudo se 

aproximam dos valores encontrados na literatura para o OMC em sistemas nanoestruturados. 

A homogeneidade nos resultados de diâmetro médio é dada pelo índice de polidispersidade 

das partículas, os quais são expressos na Tabela 6. 

Tabela 6. Polidispersidade das formulações em relação ao tempo em dias (±DP). 

 Tempo 

Formulação t1 t7 t15 t30 t60 

F1 0,19 ± 0,02a,b 0,23 ± 0,07b,c 0,18 ± 0,01a 0,26 ± 0,07c 0,24 ± 0,03c 

F2 0,12 ± 0,04d 0,19 ± 0,03e 0,11 ± 0,02d 0,14 ± 0,04d,f 0,14 ± 0,01d 

F3  0,19 ± 0,05g,h 0,21 ± 0,09g 0,17 ± 0,01g,h 0,20 ± 0,09g,h 0,15 ± 0,01h 

F1.OMC 0,13 ± 0,01i 0,13 ± 0,01i 0,12 ± 0,01i 0,11 ± 0,02i 0,13 ± 0,01 i 

F2.OMC 0,09 ± 0,02j 0,09 ± 0,01j 0,09 ± 0,02j 0,10 ± 0,02j 0,09 ± 0,02j 

F3.OMC 0,14 ± 0,01k 0,15 ± 0,02k 0,14 ± 0,01k 0,14 ± 0,02k 0,15 ± 0,01k 

Símbolos iguais indicam valores sem diferença estatística significativa (p<0,05). 

Segundo Sapra (2016) o valor médio do diâmetro hidrodinâmico das nanopartículas não 

deve variar mais que 20%, enquanto que um índice de polidispersidade superior a 0,5 é relatado 

como má estabilidade da suspensão podendo levar a agregação e/ou sedimentação. As formulações 

apresentaram índice de polidispersidade entre 0,09 e 0,26 indicando boa estabilidade e confiança 
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nos resultados de diâmetro médio apresentados. Além disso, a incorporação de FS no sistema levou 

à melhora do índice de polidispersidade, enquanto o OR não causou alteração aparente. Por sua vez, 

a incorporação de OMC nos CLNs diminuiu a polidispersidade em todos os casos, não 

demonstrando diferença estatística entre os tempos, até 60 dias, e corroborando com uma melhor 

estabilidade dos sistemas. 

5.2.2Análise do potencial zeta 

O potencial zeta é a medida de carga elétrica presente na superfície das partículas indicando 

a estabilidade física dos sistemas coloidais. Com isto, podemos obter informações sobre a 

estabilidade da formulação durante o seu armazenamento. Geralmente, há uma menor probabilidade 

de aglomeração das partículas quando estas estão carregadas, provocando alta repulsão elétrica 

(MULLER, 1996). É relatado que um valor de potencial zeta referente a | 20 mV | indica boa 

estabilidade de suspensões ao longo do tempo (HUNTER, 1981; GONZALEZ-MIRA et al., 2010). 

A Tabela 7 apresenta os valores de potencial zeta das formulações em função do tempo. 

Tabela 7. Potencial zeta das formulações em relação ao tempo (±DP). 

 Tempo 

Formulação t1 t7 t15 t30 t60 

F1 -27,3 ± 8,36a -15,6 ± 1,09b -17,5 ± 3,11b,c -20,2 ± 3,64b,c -19,7 ± 1,04b,c 

F2 -16,5 ± 5,58d,f -10,4 ± 2,35e -12,3 ± 4,22d,e -17,0 ± 4,95d,f -18,8 ± 4,05f 

F3  -15,5 ± 0,50g -21,0 ± 3,71g -17,7 ± 1,58g -21,9 ± 4,98g -18,6 ± 1,33g 

F1.OMC -17,4 ± 3,08h -17,2 ± 3,68h -14,2 ± 2,13i -17,4 ± 1,07h -17,0 ± 1,19h 

F2.OMC -16,9 ± 3,91j -15,8 ± 2,44j -19,7 ± 4,53j -16,7 ± 5,00j -20,3 ± 6,16j 

F3.OMC -16,2 ± 1,04k -19,1 ± 2,56k -18,7 ± 2,66k -19,6 ± 2,91k -16,3 ± 1,75k 

Símbolos iguais indicam valores sem diferença estatística significativa (p<0,05). 

Em geral, os sistemas apresentaram valores de potencial zeta variando de -10,4 até -27,3. 

Não houve grande alteração nos resultados após adição de FS e OR, mantendo os valores de 

potencial zeta quando incorporado OMC. Valores semelhantes foram encontrados em estudo 

realizado por Puglia et al. (2014) com OMC observando resultado de potencial zeta de -26,5 ± 1,8 

para CLN e -13,3 ± 0,5 para nanoemulsão. 

As formulações contendo OMC não apresentaram diferença estatística significativa no valor 

de potencial zeta, durante o armazenamento, demonstrando que esses sistemas são capazes de 

manter o valor de potencial zeta durante 60 dias. 
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5.2.3 Calorimetria diferencial exploratória 

A calorimetria diferencial exploratória é geralmente utilizada para a análise do estado sólido 

das nanopartículas e nos dá informações sobre o estado de agregação do núcleo lipídico 

apresentando como resultado um pico de fusão, o qual pode ser relacionado à temperatura de fusão 

do componente puro ou de uma mistura deles. Diferentes modificações lipídicas possuem diferentes 

entalpias e pontos de fusão, sendo possível monitorar a estabilidade do sistema através da mudança 

desses valores. Geralmente o pico obtido na análise de nanopartículas é mais baixo que o esperado, 

devido provavelmente ao tamanho da estrutura cristalina (MONTENEGRO 2011; MULLER et al., 

2000; MEHNERT E MÄDER, 2001; WESTESEN E BUNJES, 1995). 

Os resultados das leituras dos CLN livres são apresentados na Figura 16. As curvas de DSC 

das formulações F1, F2 e F3 obtiveram comportamento semelhante e temperaturas de fusão de 

36,55ºC; 36,94ºC e 37,07ºC respectivamente. Todas as amostras apresentaram um pico referente ao 

miristato de miristila, o qual possui temperatura de fusão na faixa de 37 – 39ºC. A incorporação de 

FS e OR praticamente não apresentaram variação na temperatura de fusão. 

Além disso, a partir desta análise, observou-se diminuição nos valores de entalpia, conforme 

esperado. Quando adicionado 1,0% de FS (F2) ou 0,88% de OR (F3) ocorre uma diminuição 

relativa da concentração de lipídeo sólido presente na formulação, conforme observados pelos 

valores de entalpia de 60,24 J/g e 54,11 J/g, respectivamente, mostrados na Figura 17. Segundo Lin 

(2007) cristais menos ordenados necessitam de menor energia para derretimento, por esse motivo 

baixos valores de entalpia de fusão indicam arranjos menos ordenados. 

 

Figura 17. Curvas de DSC das formulações F1, F2 e F3 e suas respectivas entalpias. 
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 Em todos os casos, a adição de OMC ao sistema alterou a estrutura dos CLN causando 

deslocamento no pico de fusão. A formulação F1.OMC, F2.OMC e F3.OMC quando acrescidas de 

OMC apresentaram pico de fusão em 65,07ºC; 63,41ºC e 61,69ºC, respectivamente, conforme 

observado na Figura 18. A entalpia do sistema (69,60J/g) também diminuiu com o acréscimo das 

substâncias FS (45,85J/g) e OR (51,13J/g). 

 

Figura 18. Curvas de DSC das formulações F1, F2 e F3 livres e acrescida de OMC (F1.OMC, F2.OMC e 

F3.OMC). 

 Resultados semelhantes em CLN foram encontrados por Puglia et al. (2012), apresentando 

ponto de fusão em 64ºC após incorporação do OMC em CLN, porém, relatando picos de fusão em 

temperaturas mais baixas em comparação com as partículas vazias (71ºC). Isso ocorre devido ao 

uso de diferentes componentes, principalmente o lipídeo sólido, representado pelo behenato de 

glicerol (PF 74ºC). Além disso, estudos anteriores relataram o papel do OMC na modificação da 

estrutura e a estabilização da matriz, evidenciando a diminuição da cooperatividade dos lipídeos 

(MONTENEGRO et al., 2011; PUGLIA et al., 2012). 

5.2.4Análise microscópica 

 A microscopia eletrônica, tais como microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

microscopia eletrônica de transmissão (TEM) e microscopia de força atômica (AFM), são 

amplamente utilizados para caracterizar nanopartículas lipídicas em relação ao seu tamanho e forma 

(IQBAL et al., 2012). 
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5.2.4.1 Microscopia de força atômica 

 A microscopia de força atômica (AFM) é utilizada para obter informações de morfologia e 

topografia dos materiais e demonstrou ser uma ótima ferramenta para a análise de partículas em 

nanoescala (STETTER et al., 2015). A primeira metodologia realizada apresentou, para a 

formulação F1, a formação de um filme com partículas de aproximadamente 30 a 50 nm e uma 

altura máxima de 2 nm podendo ser observada na Figura 19. 

 

Figura 19. Fotomicrografia bidimensional e tridimensional da formulação F1. 

 Uma vez que a AFM representa uma microscopia de contato e analisa somente a superfície 

do material, é necessária delicada preparação da amostra. As formulações F2, F3 e os CLN 

carregados com OMC não apresentaram resultados satisfatórios, pois aparentemente os sistemas são 

altamente oleosos para que a leitura da sonda seja realizada, ocorrendo, portanto, deslizamento da 

sonda pela amostra e consequentemente prejudicando o resultado da análise. Dessa forma, as 

amostras foram diluídas (1:100 v/v) com o intuito de melhorar este resultado. 

 Na análise da formulação F2 foram encontradas poucas partículas apresentando uma média 

de tamanhos entre 100 e 150 nm e altura máxima de 37 nm (Figura 20). 

 

Figura 20.Fotomicrografia bidimensional e tridimensional da formulação F2 diluída. 

 Por sua vez, a formulação F2.OMC foi analisada apresentando também poucas partículas na 

faixa de 300 a 500 nm e altura máxima de 55 nm, conforme observado na Figura 21. 
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Figura 21. Fotomicrografia bidimensional e tridimensional da formulação F2.OMC diluída. 

 Ainda assim, não foi possível analisar todas as formulações. Por este fator, foi aplicada uma 

adaptação da técnica conhecida como dipcoating, onde o substrato é mergulhado na amostra, ao 

invés da mesma ser gotejada no substrato (WU et al., 2015). Dessa forma, a mica foi mergulhada na 

amostra diluída permanecendo por 30 minutos, a fim de aumentar a interação dos CLN com esse 

substrato. 

 A análise da formulação F1 mostrou uma pequena quantidade de partículas com tamanho 

entre 150 e 350 nm. A análise topográfica da formulação F1 mostrou uma altura máxima de 4 nm 

(Figura 22). 

 

Figura 22. Fotomicrografia bidimensional e tridimensional da formulação F1 após diluição e dipcoating. 

 A formulação F2 também pôde ser analisada após diluição e aplicação da técnica de 

dipcoating. Os resultados demonstraram tamanhos de partícula entre 40 e 80 nm e altura menor que 

1 nm, apresentada na Figura 23. 
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Figura 23. Fotomicrografia bidimensional e tridimensional da formulação F2 após diluiçao e dipcoating. 

 Utilizando a mesma técnica, a amostra F1.OMC foi analisada encontrando partículas de 

aproximadamente 200 nm e altura de 4,6 nm observado na Figura 24. 

 

Figura 24. Fotomicrografia bidimensional e tridimensional da formulação F1.OMC após diluição e 

dipcoating. 

 Sabe-se que a remoção do solvente no momento de preparação da amostra pode causar 

alterações influenciando a forma das partículas. É necessária, portanto, a perfeita imobilização dos 

CLN para que seja possível a avaliação da sua morfologia pela minúscula ponta do microscópio de 

força atômica (SATO, 1998; MULLER et al., 2000). 

 A baixa adesão das partículas ao substrato pode ser explicada pelo fato do mesmo ser 

constituído por mica, material altamente hidrofílico e carregado negativamente, não apresentando 

compatibilidade com as características dos CLNs desenvolvidos. Uma possibilidade de resolver 

esse problema é formando um filme ou uma bicamada lipídica na superfície da mica, recobrindo-a 

com algum material que tenha mais afinidade com a matriz lipídica (LEONENKO et al., 2000; 

STETTER et al., 2015). 
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5.2.4.2 Microscopia eletrônica de varredura 

 A microscopia eletrônica de varredura (MEV) possibilita a visualização da estrutura e 

organização das nanopartículas, bem como a homogeneidade da superfície e/ou rearranjo formado 

após a retirada da água do sistema (KOO et al., 2003). As formulações F1 e F3 puderam ser 

analisadas apresentando aglomerados. A escala apresenta um tamanho de 1µm conforme observado 

na Figura 25. 

 

Figura 25. Fotomicrografias das formulações F1 (A) e F3 (B). 

 As formulações acrescidas de OMC foram analisadas e apresentaram aglomeração das 

nanopartículas e formação de um filme, não sendo possível analisar o tamanho das estruturas 

formadas. A escala apresentada tem o tamanho de 10µm conforme observado na Figura 26. 

 

Figura 26. Fotomicrografias das formulações F1.OMC (C), F2.OMC (D) e F3.OMC (E). 

 Acredita-se que ao retirar toda a água da formulação há uma desestruturação do sistema 

havendo junção da fase oleosa e consequentemente aglomeração dos CLNs. Além disso, o feixe que 

incide diretamente na amostra causa imediatamente a degasagem de componentes da formulação 

formando furos/buracos. 

 Na tentativa de separar as nanopartículas, as amostras foram diluídas (1:100) em água e o 

processo para leitura foi repetido. Dessa forma, as formulações F2 e F2.OMC puderam ser 

(A) (B) 

(C) (D) (E) 
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analisadas e além disso, foi possível captar o exato momento da degasagem dos componentes da 

matriz lipídica, conforme observado na Figura 27. 

 

Figura 27. Fotomicrografias das formulações F2 (F) e F2.OMC (G). 

5.3 Fator de proteção solar 

Segundo Garcia et al. (1991) diferentes filtros solares orgânicos com absorção em radiação 

UVB, quando incorporados em diferentes formulações resultam em valores de FPS que podem ser 

correlacionados com a concentração do filtro solar utilizada e fornece importantes informações 

sobre o desenvolvimento da formulação. Sabe-se que as próprias nanopartículas podem proteger a 

pele da radiação UV a partir da formação de uma barreira física, conduzindo assim a um efeito 

sinérgico com o filtro solar adicionado (WISSING; MULLER, 2002a; CENGIZ et al., 2006). O 

fator de proteção solar das formulações foi medido em espectrofotômetro de ultravioleta e calculado 

a partir da técnica de Mansur (1986). Os carreadores livres foram analisados e não apresentaram 

fator de proteção, portanto, não influenciam nos resultados encontrados para os CLN carregados de 

OMC. Uma solução de OMC 0,2 mg/mL (controle) em isopropanol também foi analisada em 

relação ao seu FPS encontrando valor igual a 41. Quando incorporado OMC observou-se FPS de 

aproximadamente 40. Os resultados encontrados em cada tempo são apresentados na tabela 9. 

Tabela 8. Resultados de FPS das formulações obtidos através da técnica de Mansur (±DP). 

FPS 

Formulação t1 t7 t15 t30 

F1.OMC 41,0 ± 1,73 39,6 ± 0,57 41,3 ± 0,57 38,0 ± 0,00 

F2.OMC 41,3 ± 2,08 39,3 ± 1,15 41,0 ± 0,00 38,3 ± 0,57 

F3.OMC 40,6 ± 1,52 39,0 ± 1,00 41,3 ± 0,57 38,0 ± 0,00 

 

(F) (G) 
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Estudos utilizando a técnica de Mansur foram realizados por Santos et al. (1999) com OMC 

em loção, apresentando valor de FPS de 4,6 ± 0,05 quando utilizada concentração equivalente a 

2,0%. Outra formulação apresentou valor de FPS de 9,9 ± 0,01 utilizando 4,5% de OMC. Já a 

concentração de 7,5% obteve resultado de FPS de 15,3 ± 0,002. Da mesma forma, Borghetti e 

Knorst (2006) encontraram resultado de FPS de 9,9 ± 0,03 utilizando concentração de OMC de 

6,0%. Já Silva et al. (2013) analisaram nanoemulsões contendo OMC e obtiveram valores de 3,10 ± 

0,57 para 1,0% de OMC, 7,47 ± 1,05 para 3,0% de OMC e 14,92 ± 1,96 para 7,0% de OMC. 

Os resultados deste estudo sugerem que a inclusão do OMC, na concentração de 1%, em 

CLN apresentou valores de FPS maiores que os encontrados na literatura para sistemas 

convencionais e nanoestruturados. Esse alto valor de FPS pode ser explicado pela encapsulação do 

OMC aumentando a força de proteção solar da formulação e consequentemente sua eficácia. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Nicolae et al. (2012), indicando que CLNs oferecem 

maior absorção da radiação UV em comparação com emulsões contendo filtros solares livres. Além 

disso, apresentam maior capacidade de absorver essa radiação quando comparadas com NLS, 

devido à sua estrutura menos organizada que favorece a acomodação do filtro solar na matriz 

lipídica. Estudos utilizando TACC em NLCs observaram maior perfil de absorção comparado com 

nanoemulsões. Isto acontece devido ao núcleo sólido dos carreadores capazes de espalhar e refletir 

a radiação UV, o que não ocorre no caso das gotículas apresentadas em nanoemulsões (SCALIA;  

MEZZENA, 2009). 

5.4 Quantificação de OMC por UPLC 

 Um novo método simples e efetivo foi desenvolvido e validado seguindo as normas 

descritas na RDC 899 (29 de maio de 2003) para a quantificação do OMC. Os parâmetros avaliados 

foram linearidade, precisão, exatidão, limite de detecção e limite de quantificação e robustez. 

 Os cromatogramas obtidos são apresentados nas figuras abaixo. O branco é representado 

pelo solvente isopropanol, apresentado na figura 28, e o cromatograma exposto na figura 29 

representa uma solução de OMC em isopropanol na concentração de 100 μg/mL. 
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Figura 28. Cromatograma do isopropanol utilizado como branco na quantificação do OMC. 

 

          Figura 29. Cromatograma do OMC 100 μg/ml em isopropanol. 

 Pôde-se observar que o tempo de retenção encontrado foi de 2,0 minutos correspondendo ao 

pico do filtro solar OMC. Resultado aproximado foi obtido por Lee (2008) utilizando UPLC. 

5.4.1 Condições cromatográficas 

O sistema cromatográfico foi definido como: 

 UPLC® ACQUITY Waters (H Class). 

 Coluna ACQUITY UPLC® HSS C18 SB 1.8um (2.1x100mm);  

 Detector UV operando em 310 nm; 

 Fase móvel 80:20 acetonitrila e água acidificada (ácido fórmico 0,1%); 

 Fluxo de 0,5 mL/min; 

 Tempo de corrida: 3,5 min 

 Volume de injeção: 2,0 µL. 
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5.4.2 Validação do método analítico 

5.4.2.1 Linearidade 

 A figura 30 apresenta as curvas analíticas obtidas a partir do método desenvolvido. A curva 

analítica em isopropanol foi construída utilizando 6 pontos (7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125 e 250 

μg/mL) e a curva analítica em solução receptora utilizando 7 pontos (0,25; 0,5; 0,75; 1,5; 3,12; 

6,25; 12,5μg/mL). 

 

Figura 30. Curvas analíticas do OMC em isopropanol e em solução receptora, respectivamente. 

 

5.4.2.2 Precisão e exatidão 

 Os controles de qualidade definidos como baixo, médio e alto foram de 15,6; 62,5 e 250 

μg/mL, respectivamente, para o OMC em isopropanol. Para o OMC em solução receptora, os 

controles de qualidade baixo, médio e alto foram definidos como 0,5; 6,25; 12,5 μg/mL, 

respectivamente.  

 Nas tabelas 10 e 11 são apresentados os valores de precisão referentes as curvas analíticas 

em isopropanol e em solução receptora, respectivamente. A precisão pode ser expressa como 

coeficiente de variação (CV%), não se admitindo valores superiores a 15% (ANVISA, 2014). Os 

resultados de precisão e exatidão indicaram valores de CV adequados, demonstrando repetibilidade 

e reprodutibilidade satisfatórias para a aplicação do método. 

Tabela 9. Precisão intracorrida e intercorridas em isopropanol. 

Intracorrida Intercorridas 

Concentração 

teórica 

(μg/mL) 

Coeficiente de 

variação (%) 
Exatidão (%) 

Concentração 

teórica (μg/mL) 

Coeficiente 

de variação 

(%) 

Exatidão (%) 

250 0,71 99,7 200 1,04 100,9 

62,5 0,27 101,0 62,5 0,18 100,4 

15,6 0,38 99,6 15,6 0,40 94,3 

7,8 1,35 85,0 7,8 0,97 81,1 
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Tabela 10. Precisão intra e inter-corridas em solução receptora. 

Intracorrida Intercorridas 

Concentração 

teórica 

(μg/mL) 

Coeficiente de 

variação (%) 
Exatidão (%) 

Concentração 

teórica (μg/mL) 

Coeficiente 

de variação 

(%) 

Exatidão (%) 

12,5 3,87 100,1 10 2,97 110,9 

6,25 1,16 98,3 5,0 4,29 109,9 

0,5 1,20 83,7 0,5 4,75 116,9 

0,25 2,94 88,1 0,25 2,76 119,2 

5.4.2.3 Limites de detecção e quantificação 

 Segundo a Anvisa (2014) o LD é a relação de 2 ou 3 vezes o ruído da linha de base e o LQ 

representa a menor quantidade do analito que pode ser determinada com precisão e exatidão 

aceitáveis. Dessa forma, foram definidos os valores de 7,8 μg/mL e 0,25 μg/mL como limites de 

quantificação (LIQ), e 3,9 μg/mLe 0,12μg/mL como limites de detecção (LD) para as curvas em 

isopropanol e solução receptora, respectivamente. 

5.4.2.4 Robustez 

 A robustez avalia a capacidade do método de permanecer inalterado quando ocorrem 

pequenas alterações nas condições cromatográficas (KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014). 

Desta forma, os fatores podem influenciar significantemente na resposta do método. Para este 

estudo, as análises foram realizadas utilizando a concentração de 200 μg/mL em isopropanol e 

alterando os seguintes parâmetros: fluxo, fase móvel, pH da fase móvel, tipo da coluna e 

temperatura da coluna e da amostra. Os valores obtidos são mostrados na Tabela 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967314001320
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967314001320
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Tabela 11. Robustez do método com pequenas alterações nas condições cromatográficas. 

Condições cromatográficas Concentração (µg/mL) Exatidão (%) Precisão (%) 

Temperatura da coluna 

22oC 

26oC 

198,61 

198,44 

99,30 

99,22 

0,07 

0,90 

Temperatura da amostra 

21oC 

25oC 

197,02 

196,95 

98,51 

98,47 

0,58 

0,94 

Fluxo 

0,4 mL/min 

0,6 mL/min 

248,11 

163,15 

124,05 

81,57 

0,28 

0,13 

Fase móvel 

78%ACN/22%H2O
- 

82%ACN/18%H2O
- 

197,12 

195,89 

98,56 

97,94 

0,26 

0,18 

pH fase móvel 

pH 2,8 

pH 3,2 

200,80 

201,71 

100,40 

100,85 

0,32 

0,39 

Coluna 

HSS C18 SB (2,1x50 mm) 199,99 99,99 0,32 

 

 Pode-se observar que as pequenas alterações nas condições cromatográficas demonstraram 

exatidão e precisão aceitáveis. Dessa forma, o método foi robusto, exceto para a alteração do fluxo 

para 0,4mL/min, que apresentou exatidão de 124,05%, valor acima do aceitável pelas resoluções 

(80-120%). 

5.5 Eficiência de encapsulação 

 A capacidade de encapsulação é geralmente expressa pela porcentagem do ativo 

incorporado na fase lipídica, podendo variar bastante dependendo de fatores como solubilidade do 

ativo na fase lipídica, miscibilidade do ativo no lipídeo, estrutura dos lipídeos utilizados e 

polimorfismo dos lipídeos. Um pré-requisito para obter uma alta capacidade de encapsulação é a 

alta solubilidade do ativo no lipídeo fundido (MULLER et al., 2000). Além disso, uma baixa 

capacidade de encapsulação pode ser relacionada ao pequeno tamanho das nanopartículas 

(GILBERT et al., 2016). A eficiência de encapsulação das formulações é expressa na Tabela 8. 

Tabela 12. Resultados da eficiência de encapsulação das formulações em porcentagem. 

Formulações EE (%) 

F1.OMC 

F2.OMC 

F3.OMC 

61 

60 

45 
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 A maior eficiência de encapsulação foi representada pela formulação F1.OMC (61%), 

demonstrando maior capacidade de incorporação do OMC na matriz lipídica. Porém, através da 

análise estatística verificou-se que não existe diferença estatística significativa entre os valores 

obtidos para as formulações. 

5.6 Ensaios in vitro 

 Os estudos in vitro são valiosos e determinam o comportamento de formulações de uso 

tópico. Através dos dados pode-se compreender eventos como a aplicação na pele, liberação do 

fármaco, permeação e retenção cutânea (NOKHODCHI et al., 2003). 

5.6.1 Liberação in vitro 

A liberação de uma substância ativa pode ocorrer de forma imediata ou contínua. Os 

sistemas de liberação imediata apresentam um reservatório que vai liberar o conteúdo no momento 

da ruptura do seu envoltório. Esse rompimento pode ser por pressão mecânica ou osmótica, 

variação de temperatura e/ou pH ou, ainda, degradação enzimática. Já nos sistemas de liberação 

contínua ou sustentada, essa liberação ocorre por difusão da substância através da matriz por erosão, 

dissolução, degradação ou permeabilidade da matriz, também podendo ocorrer pela associação 

destes mecanismos (BAKAN, 1973, BRANNON-PEPPAS, 1993; LACERDA, 2009). 

O estudo de liberação in vitro do OMC (%), representado pela Figura 31, mostrou que o 

OMC obteve uma liberação de 55,74% após 12 horas quando incorporado na formulação F2.OMC, 

representando o maior valor de OMC liberado. A formulação F3.OMC liberou 38,37% do OMC 

incorporado no sistema. Já a formulação F1.OMC representou a que liberou menos filtro solar, 

representado pelo valor de 30,57%. Portanto, a formulação contendo fosfatidilcolina de soja 

(F2.OMC) proporcionou maior liberação de OMC. Através da análise estatística, verificou-se que 

existe diferença estatística significativa entre os valores obtidos para as formulações. Em todos os 

casos foi observada uma liberação inicial lenta seguida por uma liberação instantânea no tempo de 4 

horas. Segundo Alvarez-Roman (2001) uma taxa de difusão inicial lenta sugere que o OMC foi 

encapsulado e não adsorvido na superfície externa das nanopartículas. 

A fosfatidilcolina de soja, como um fosfolípideo, representa um emulsionante fraco e sua 

incorporação promete aumentar a rigidez na interface, produzir uma formulação mais estável e 

retardar a liberação do fármaco (PATLOLLA; VOBALABOINA, 2015; PRABHAKAR et al., 

2013). Porém, no presente estudo, apesar de conferir maior estabilidade ao sistema, a formulação 

F2.OMC permitiu maior liberação do OMC quando comparado com os outros sistemas. Já os 

triglicerídeos, como óleo de rícino, apresentam interação com o tensoativo por meio de ligações 
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hidrofóbicas, podendo diminuir a difusão do OMC e, consequentemente, a sua liberação (PUGLIA 

et al., 2012). 
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Figura 31. Perfil de liberação in vitro (%) do p-metoxicinamato de octila (OMC) incorporado em 

carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) em três diferentes formulações (F1.OMC, F2.OMC e 

F3.OMC) pelo período de 12 horas. 

 Os resultados de r2 dos modelos matemáticos utilizados para estudar a cinética de liberação 

são apresentados na Tabela 13 e demonstram que todas as formulações seguem o modelo proposto 

por Peppas. Este modelo relaciona exponencialmente a liberação do fármaco com o tempo 

(Equação 3) onde o mecanismo que prevalece é representado por uma combinação da difusão do 

ativo e do transporte (KORSMEYER; PEPPAS, 1983; LOPES, LOBO & COSTA, 2015; 

PAPADOPOULOU et al., 2006; SIEPMANN; PEPPAS et al., 2000). 

𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝑎𝑡n 

(3) 

onde: a é a constante cinética de liberação controlada, n é o expoente de liberação e Mt/M∞ é a 

fração do ativo liberado ao longo do tempo. 

A equação 3 apresenta a lei da potência, que pode ser aplicada para sistemas com geometrias 

planas, cilíndricas ou esféricas (MEDEIROS, 2013). O modelo descreve o processo de difusão do 

ativo a partir dos sistemas nanoestruturados. Assim, o perfil de liberação das formulações é 

influenciado por vários fatores, incluindo o tipo de sistema lipídico, sólido ou líquido, a polaridade 

e a concentração do ativo (BADEA et al, 2015). 
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Tabela 13. Coeficiente de liberação in vitro do OMC obtido pelos diferentes modelos matemáticos para as 

formulações F1.OMC, F2.OMC e F3.OMC. 

Modelos 

matemáticos 

Valor de r quadrado (r2) 

F1.OMC F2.OMC F3.OMC 

Peppas 0,9838 0,9768 0,9838 

Higuchi 0,8232 0,8909 0,8998 

Primeira ordem 0,9519 0,9752 0,9853 

Baker-Lonsdale 0,8131 0,8707 0,8868 

5.6.2 Permeação e retenção cutânea in vitro 

O estudo de permeação cutânea é importante para otimizar formulações de liberação 

dérmica e transdérmica (LEVEQUE et al., 2003). Para formulações tópicas, no caso de filtros 

solares, o acúmulo na pele com permeação mínima é desejado enquanto que para formulações 

sistêmicas, o oposto é preferido (TOUITOU; MEIDAN; HORWITZ, 1998). O método mais comum 

para a avaliação da permeação cutânea in vitro é a utilização de células de difusão como as células 

de Franz. Diversos estudos confirmam o desempenho deste experimento, porém, não fornece 

informações sobre os efeitos do fluxo sanguíneo na permeação, uma vez que as condições de 

imersão in vivo não podem ser completamente reproduzidas (BARTOZOVA, 2012; BRAIN, 2002). 

Os resultados de permeação cutânea in vitro são apresentados na Figura 32. A formulação 

F3.OMC apresentou menor permeação cutânea do OMC (18%) após 12 horas de experimento. Este 

resultado foi seguido pela formulação F1.OMC (35%) e por fim, pela formulação F2.OMC (37%) 

que apresentou a maior quantidade de OMC permeado (Figura 32). 

O estudo demonstrou que, a partir da formulação inicial, a incorporação de fosfatidilcolina 

de soja (fosfolipídeos) aumentou a permeação cutânea do OMC, enquanto a incorporação de óleo 

de rícino (triglicerídeos) foi responsável pela diminuição da mesma. Além disso, os resultados 

demonstraram que o OMC foi capaz de penetrar na pele, apesar da sua elevada afinidade pelo 

estrato córneo (MONTEIRO et al., 2012). 
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Figura 32. Permeação cutânea in vitro das formulações F1.OMC, F2.OMC e F3.OMC durante o tempo de 

12 horas. 

 A técnica do tape stripping é um método simples e eficiente que permite avaliar a eficácia 

de formulações dermatológicas. Após realizada a aplicação e os ensaios de permeação cutânea, o 

estrato córneo da área de contato é retirado utilizando fitas adesivas, onde permanece retida a 

formulação e, esta é quantificada por métodos analíticos (LADEMANN et al., 2009). O ideal é que 

filtros solares fiquem impregnados no estrato córneo formando uma barreira aos raios UV, sem que 

penetrem em tecidos mais profundos (VARVARESOU, 2005). 

 A determinação da quantidade retida no estrato córneo tem a vantagem de apresentar a real 

localização do filtro, uma vez que representa o seu local de ação. Isso acontece porque o estrato 

córneo pode ser separado da epiderme + derme e desse modo é possível apresentar resultados mais 

refinados, aplicando diversas formas de extração do fármaco nas diferentes camadas de pele. 

Porém, a técnica de determinação na pele total também apresenta vantagem por ser de fácil e rápida 

realização (ANTONIO, 2007). 

Os dados de retenção cutânea são apresentados na Tabela 14. Conforme observado, a 

formulação que mais reteve no estrato córneo foi a F2.OMC. A formulação F1.OMC apresentou o 

maior valor de retenção dérmica do OMC; porém, também foi responsável pela mais baixa 

concentração no estrato córneo. Já a formulação F3.OMC apresentou a menor retenção dérmica. 

Porém, os resultados não apresentaram diferença estatística significativa. 
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Tabela 14. Retenção cutânea no estrato córneo e retenção dérmica das formulações (±DP). 

Formulação 
OMC retido no estrato 

córneo (µg/cm2) 

 

% 

OMC retido na 

epiderme + derme 

(µg/cm2) 

 

% 

F1.OMC 1,17 ± 0,77 0,05 4,82 ± 3,92 0,21 

F2.OMC 3,90 ± 2,15 0,17 3,66 ± 3,17 0,16 

F3.OMC 2,17± 2,23 0,09 1,23 ± 2,31 0,08 

 

Acredita-se, portanto, que a formulação F2.OMC, por conter fosfatidilcolina de soja, 

fosfolipídio semelhante aos constituintes do estrato córneo, tenha maior afinidade com os 

componentes da pele promovendo maior retenção do OMC no estrato córneo e permeação cutânea 

quando comparada com os outros sistemas (MERTINS et al, 2008). Porém, todos os resultados de 

retenção cutânea foram considerados baixos em relação aos estimados para a retenção do filtro solar 

nas camadas mais externas da pele. Acredita-se, portanto, que o método de extração não tenha sido 

totalmente eficaz para detectar o OMC presente nestes locais. 

Como perspectivas, sugere-se a realização de experimentos in vivo, os quais apresentariam 

as vantagens da geração de uma cinética sistêmica e informações sobre o metabolismo (CHIEN, 

2001), além de indicar a penetração real da substância, sua distribuição e excreção (EPA, 1992), 

parâmetros que seriam importantes para predizer a segurança de tais formulações. 

5.6.3 Citotoxicidade in vitro 

Os valores de IC50 representam as concentrações de amostras necessárias para inibir 50% da 

proliferação celular. Apesar da biocompatibilidade das substâncias utilizadas, as células HaCaT 

tratadas com as formulações apresentaram resultados de IC50 entre 0,08 e 0,004%, evidenciando que 

todas as formulações desenvolvidas apresentam citotoxicidade nos valores acima aos estabelecidos 

pelo IC50 neste modelo experimental. Porém, para aplicação do sistema, os nanocarreadores serão 

incoporados em hidrogéis biocompatíveis, não sendo, portanto, utilizados nas concentrações 

empregadas nos ensaios. 

Tabela 15. Valores de IC50 para células HaCat tratadas com as formulações. 

Formulações IC50 (%) 

F1 0,08 

F2 0,03 

F3 0,04 

F1.OMC 0,012 

F2.OMC 0,04 

F3.OMC 0,025 
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 Segundo os resultados, apresentados na Figura 33, as formulações foram diluídas pelo 

menos 4 vezes para que pudessem ser encontrados valores responsáveis por uma menor 

porcentagem de morte celular. Os dados mostram as diluições realizadas e as concentrações testadas 

até ser encontrado o valor de IC50 de cada formulação. 

 

Figura 33. Ensaio de viabilidade em células HaCaT após o tratamento com diferentes concentrações de 

OMC. 

 Os resultados de toxicidade podem estar relacionados à limitação da técnica de ensaios in 

vitro, uma vez que quando as formulações entraram em contato com o meio de cultura ocorreu o 

aumento da viscosidade do meio, o que provavelmente acarretou a redução de trocas gasosas entre 

célula e ambiente. Por fim, sugere-se que demais testes de citotoxicidade sejam realizados com a 

intenção de comprovar e reavaliar as formulações em questão. 
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6. CONCLUSÃO 

 Os sistemas foram obtidos com sucesso uma vez que o OMC foi incorporado nos 

carreadores lipídicos nanoestruturados nas três formulações desenvolvidas. 

 O método desenvolvido analítico atendeu aos requisitos necessários para ser aplicado na 

quantificação do filtro solar em questão, sendo linear, preciso, exato e sensível. 

 Sugere-se a determinação do fator de proteção solar e da citotoxicidade in vitro através de 

outras técnicas, com a intenção de confirmar os resultados obtidos. 

 Nos ensaios in vitro, a formulação F1.OMC obteve o menor valor de liberação do filtro 

solar. A formulação F2.OMC, sistema acrescido de fosfatidilcolina de soja, obteve maior 

liberação, permeação e retenção cutânea. E, por fim, a formulação F3.OMC, sistema 

acrescido de óleo de rícino, apresentou o menor valor de permeação cutânea. 

 Conclui-se, portanto, que a formulação F3.OMC apresenta potencial aplicação para 

incorporação de OMC objetivando seu uso em formulações fotoprotetoras. 
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