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RESUMO

A manteiga de Astrocaryum murumuru possui composicao rica em acidos graxos, como o acido
oleico e laurico, o que favorece a estruturacdo em fases liquido-cristalinas liotropicas quando
em presenca de quantidades ideais de 4dgua e tensoativo. que permitem a incorporacao de
farmacos com diferentes polaridades. A maioria dos tensoativos empregados no preparo desses
sistemas sao sintéticos e podem apresentar irritagdo e toxicidade a pele, além do elevado custo.
Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar um sistema liquido
cristalino de liberagdo modificada de farmaco baseado em manteiga de murumuru (nome
cientifico) sem o uso de tensoativo para aplicagdo em mucosa vaginal. Para isso, foram
preparadas duas formulag¢des, denominadas F1 contendo 50% de manteiga, 40% de tensoativo
e 10% de 4gua, e F2 contendo 90% de manteiga e 10% de 4gua, ambas contendo metronidazol.
A fase oleosa foi aquecida a 40° C, em seguida foram adicionados a agua, metronidazol, e o
tensoativo na F1. Todas as formula¢des foram caracterizadas por microscopia de luz polarizada
(MLP). O método analitico para quantificagdo do farmaco foi validado por espectrofotometria.
Em seguida, foi realizado o ensaio de captagdo de dgua e o perfil de liberagdo in vitro foi obtido
pela técnica de difusdo em membrana de didlise. No ensaio de MLP, as formulagdes
apresentaram caracteristicas de fase hexagonal. O método foi preciso, apresentando desvio
padrao relativo (DPR) de 0,7% para precisdo intra-dia e 1,2% para inter-dia. O teor de
recuperacdo do farmaco foi de 102% (DPR < 5%) para F1 e 99% para o F2. Na captagdo de
agua, a F1 captou 22% de 4gua em 1h, e apresentou taxa méaxima de captagdo de 45% em 12 h,
enquanto F2 captou apenas 26% de agua durante 1h, sugerindo que a formulagdo sem tensoativo
capta agua assim como a formulagdo contendo tensoativo, o que pode ser determinante na
velocidade de liberacdo do farmaco. No estudo de liberagdo in vitro, F1 e F2 promoveu a
liberagcdo de 68% e 74% de farmaco em 12 h, respectivamente, demonstrando um perfil de
liberacao sustentada do farmaco para ambas as formulagdes. Portanto, a formulagdo baseada
em manteiga de murumuru, sem o uso de tensoativo, apresentou-se como um sistema de
liberagdo liquido-cristalino versatil e promissor para a obten¢do de formulagdes verdes,

sustentaveis, com alto valor agregado e baixo custo produtivo.

Palavras-chave: Cristais liquidos. Liberacao sustentada de farmacos. Astrocaryum murumuru.



ABSTRACT

Astrocaryum murumuru butter has a composition rich in fatty acids, such as oleic and uric acid,
which favors the structuring in liotropic liquid-crystalline phases when in the presence of ideal
amounts of water and tensoactive. that allow the incorporation of drugs with different polarities.
Most of the taut stems used in the preparation of these systems are synthetic and may present
irritation and toxicity to the skin, in addition to the high cost. Thus, the present study aimed to
develop and evaluate a crystalline liquid system of modified release of a drug based on
murumuru butter (scientific name) without the use of atensitor for application in vaginal
mucosa. For this, two formulations were prepared, called F1 containing 50% butter, 40%
tensoactive and 10% water, and F2 containing 90% butter and 10% water, both containing
metronidazole. The oily phase was heated to 40° C, then water, metronidazole, and tensoactive
in F1 were added. All formulations were characterized by polarized light microscopy (MLP).
The analytical method for quantification of the drug was validated by spectrophotometry. Then,
the water catchment assay was performed and the in vitro release profile was obtained by the
diffusion technique in dialysis membrane. In the MLP assay, the formulations showed
hexagonal phase characteristics. The method was accurate, presenting relative standard
deviation (PrD) of 0.7% for intra-day accuracy and 1.2% for inter-day. The recovery content of
the drug was 102% (DPR < 5%) for F1 and 99% for F2. In the water collection, F1 captured
22% of water in 1 h, and presented a maximum catchment rate of 45% in 12 h, while F2 captured
only 26% of water for 1 h, suggesting that the formulation without surthesia captures water as
well as the formulation containing suractive, which may be determinant in the speed of drug
release. In the in vitro release study, F1 and F2 promoted the release of 68% and 74% of the
drug in 12 h, respectively, demonstrating a sustained release profile of the drug for both
formulations. Therefore, the formulation based on murumuru butter, without the use of
tensoactive, presented itself as a versatile and promising liquid-crystalline release system for

obtaining green, sustainable formulations with high added value and low productive cost.

Keywords: Liquid crystals. Sustained drug release. Astrocaryum murumuru.
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1 INTRODUCAO

Formas farmacéuticas de liberacdo modificada (FFLM) sdo sistemas desenvolvidos com
tecnologia para possibilitar um melhor aproveitamento do farmaco pelo organismo, se
comparado aos sistemas convencionais. Além de promoverem uma otimizacao da distribuicao
do farmaco pelo organismo, evitam flutuagdes indesejaveis na sua concentragao, o que permite
uma consideravel melhoria na biodisponibilidade. Esses sistemas sdo versateis e capazes de
influenciar o perfil farmacocinético, a velocidade de liberagdo, o local e a duragdo da agdo do
farmaco, exercendo, inclusive, influencia na diminuicdo dos efeitos colaterais (TRAN &
TRAN, 2019).

A via de administracdo oral ¢ a via mais utilizada, mas possui como principal
desvantagem o metabolismo de primeira passagem, o qual acarreta na reducao significativa da
concentragdo do farmaco €, consequentemente, afetando sua biodisponibilidade. Além da alta
frequéncia e risco da ocorréncia de efeitos adversos (ENSIGN, 2012; RAI, 2018).

A pesquisa e desenvolvimento de sistema de liberacdo modificada de farmacos de
aplicagdo topica ¢ uma alternativa eficiente para a farmacoterapia dos antimicrobianos. Uma
vez que, podem garantir concentracdes efetivas do farmaco no local de acdo, evitar a resisténcia
bacteriana pelo uso indiscriminado de antibacterianos por via oral, o que garante a otimizac¢ao
da terapia (REATGHI, 2021; CARRANZA et al., 2012).

Os sistemas de liberagdo sustentada tém um bom valor para aplicagdo clinica, pois sdo
de facil aplicagdo, promovem menos efeitos adversos e sdo biodegradaveis (ABRAHAM et al.,
2020; CHU et al., 2018; KUMAR et al., 2020). Dentre os tipos de sistemas empregados para a
liberacdo modificada de farmacos, destaca-se os cristais liquidos. Os cristais liquidos sdo
sistemas que possuem um estado intermedidrio entre solidos e liquidos, apresentando estruturas
rigidas e fluidez, conhecidas como mesofases, que sdo classificadas como lamelar, hexagonal e
cubica.

Os sistemas mais utilizados no mercado tém como base a monoleina, um material
sintético e biodegradaveis. A monoleina ¢ um lipidio polar biodegradavel monoglicerideo
insaturado de cadeia longa formado pela mistura de glicerideos do &cido oleico e outros acidos
graxos, com capacidade de formar diferentes tipos de cristais liquidos liotropicos na presenga
de agua (SOUZA, 2013; CREMONEZ, 2013; POMORSKI, 2014).

Nos ultimos anos, a industria farmacéutica tem aplicado robustos investimentos em
P&DI para a obten¢dao de novos excipientes € matérias-primas para o desenvolvimento de

FFLMs. Diante desse cenario, as manteigas oriundas de sementes e frutos de espécies vegetais
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amazoOnicas surgem como promissores bioprodutos para o desenvolvimento de novos sistemas
de liberagdo modificada de farmacos, além de promover uma maior agregacdo de valor a
matéria-prima regional e desenvolvimento socioeconomico da regido Norte (REATGUI, 2021;
KUMAR, 2020).

Nesse contexto, o uso de matrizes lipidicas constituida de gorduras e manteigas
amazoOnicas, a exemplo da Astrocaryum murumuru, se destaca com potenciais vantagens
tecnologicas para essa finalidade por produzir sistemas de liberacdo biocompativeis e
biodegradaveis, com propriedades fisico-quimicas ideias para aplicacao em pele e mucosas (BR
10 2015030888-4). Ademais, devido sua propriedade anfifilica, a manteiga de murumuru pode
ser empregada como matéria-prima na obtengdo de sistemas liquido cristalinos quando em
presenca de quantidades adequadas de 4gua e tensoativo, o que ja foi cientificamente provado
na patente de invencao BR 10102015030888-4.

Entretanto, vistos a alta toxicidade e elevado custo para o emprego de tensoativos no
desenvolvimento de formulagdes de uso topico, este trabalho propde uma alternativa
sustentavel para obtengdo de sistemas liquidos cristalinos sem o uso de tensoativos. Diante
disso, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar um sistema liquido
cristalino de liberagdo modificada de farmaco baseado em manteiga de murumuru (nome
cientifico) sem o uso de tensoativo para aplicagdo em mucosas vaginal. Para isso o estudo
avaliou influéncia dos sistemas baseados em manteiga de murumuru com e sem tensoativo no

perfil de liberagdo do farmaco.

2 JUSTIFICATIVA

Os sistemas liquido-cristalinos apresentam vantagens em relagdo aos medicamentos em
formas farmacéuticas convencionais, pois presentam maior estabilidade e resisténcia a erosao
por fluidos corporais pois possuem a capacidade de captacdo de agua, possibilitam a
incorporagdo de farmacos e bioativos com diferentes propriedades, além de permitir a liberagao
sustentada de farmacos e bioativos no local de agao (AQUINO, 2019).

A educagdo em saude frente a prevengdo e o tratamento de infecgdes sexualmente
transmissiveis (IST’s) ¢ essencial, principalmente para as populacdes mais vulneraveis, pois
alguns habitos simples e que devem ser rotineiros nao sao bem estabelecidos nessas populagoes,
como bons hébitos de higiene e vida, e que se ndo tratada corretamente pode gerar
consequéncias sérias. Individuos em situagdo de vulnerabilidade possuem mais dificuldade ao

acesso de tratamentos convencionais, muitas vezes de alto custo, principalmente em casos
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recorrentes (MENZ et al., 2020).

Diante desse cenario, a formulagdo com base em manteiga de murumuru utilizando
como farmaco modelo o metronidazol poderd constituir como alternativa terapéutica
sustentavel no tratamento de IST’s, com perspectivas de baixo custo na sua produgdo o que
podera garantir seu acesso pelas populacdes mais vulneraveis. Além disso, o desenvolvimento
de um sistema biodegradével com base em manteiga de murumuru possibilitara a agregacao de

valor a matéria-prima regional e desenvolvimento socioeconomico da regido.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Desenvolver e avaliar um sistema liquido cristalino de liberagao modificada de farmaco
baseado em manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru) sem o uso de tensoativo para

aplicagdo em mucosa vaginal.

3.1.1 Objetivos especificos:

v" Preparar formulaces baseadas em manteiga de murumuru//agua/metronidazol com e
sem tensoativos

v Avaliar se as condicOes experimentais possibilitam a formacéo de fase mesomorfica
(cristal liquido) por microscopia de luz polarizada;

v"Avaliar o perfil de captacdo de adgua das formulagdes;

<\

Validar método analitico para a quantificacdo do metronidazol por espectrofotometria;
v Realizar estudo de liberacdo in vitro das formulacdes contendo metronidazol pelo
método de dialise;

v Avaliar a toxicidade in silico das formulagdes liquido-cristalinas.

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Sistemas de Liberac@o Controlada de Farmacos
Os sistemas de liberagdo controlada de farmacos tém despertado o interesse da industria

comunidade cientifica. Esses sistemas sdo desenvolvidos com o objetivo de garantir um melhor
direcionamento para a melhor absor¢do dos farmacos pelo organismo, se comparados a um
medicamento convencional. Além de melhorar o aproveitamento de um farmaco especifico no

organismo, melhoram a distribuicdo do farmaco e também evitam flutuagdes indesejaveis de
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concentragdo no organismo, o que pode garantir uma melhor biodisponibilidade (ADEPU &
RAMAKRISHNA, 2021; JAIN, 2020).

Além dessas vantagens, os sistemas de liberagao controlada podem modular o tempo de
distribuicao do farmaco no organismo, definir o direcionamento do principio ativo a locais
especificos onde serd liberado e a duragdo da ag¢do do farmaco, o que pode influenciar
diretamente no surgimento de efeitos colaterais indesejados, facilmente desenvolvidos com o
uso de medicamentos com tecnologias convencionais, que sao desenvolvidos para liberagao
imediata do agente terap€utico no organismo (RAI et al, 2017).

A concentracao dos farmacos incorporados em um sistema de liberagao modificada deve
permanecer no intervalo da faixa terapéutica ideal, que deve estar acima da concentracao
minima efetiva (CMF) e abaixo da concentracdo toxica minima (CTM). Os medicamentos de
liberagao convencional sdo caracterizados pela formagdo de um pico plasmatico por conta da
liberagdo imediata do agente terap€utico no organismo, o que ndo ocorre com os medicamentos
de liberagao controlada (JAIN, 2020).

De acordo com a Farmacopeia Americana (The United States Pharmacopeia - USP), os
sistemas de liberagao controlada sao diferenciados em dois tipos:

- Liberacao Prolongada: Nesses sistemas a frequéncia de administragdo do medicamento
¢ reduzida em relagdo a liberagao imediata de uma forma farmacéutica convencional (PEZZINI,
2007);

- Liberacdo Retardada: Esse sistema ¢ desenvolvido para liberar o farmaco em um tempo
diferente daquele a administracao, conhecido como “periodo de laténcia”, que corresponde ao
intervalo entre a administracao e a detec¢do do agente ativo na corrente sanguinea. Geralmente
sistemas com essa tecnologia apresentam revestimento gastrorresistentes para permitir a
passagem do farmaco pelo suco gastrico sem ser dissolvido, chegando ao intestino para
absorc¢ao (NOEL, 2004).

Outras literaturas apresentam outras classificagcdes para os sistemas de liberagdo, que
sdo:

- Liberagdo Sustentada: Nesse sistema ocorre uma liberagao inicial do agente ativo ja
com a dose terapéutica necessaria no momento da administragdo, e apds isso a liberagdo do
agente ativo ocorre de forma gradual, por um periodo de tempo prolongado e de maneira
constante (RECIFE, 2013).

- Liberag@o Repetida: Uma dose do agente ativo ¢ liberada apds a administragao, e apos
um determinado periodo de tempo uma segunda ou terceira dose ¢ liberada em intervalos

subsequentes. Nesse modelo duas ou mais doses de um farmaco sdo liberadas sem ocorrer a
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necessidade de administragdo de mais de um comprimido (ANSEL et al., 2007).

4.2 Cristais Liquidos

Os cristais liquidos tem sido vastamente investigados pela industria de medicamentos
pois possuem potenciais aplicagdes em formulacdes de liberacao controlada. Esses sistemas sao
caracterizados por possuirem estados intermediarios ou mesofases que combinam propriedades
liquidas e solidas, o que garante a esses sistemas a caracteristica anfifilica, pois possuem as
propriedades fisicas dos liquidos e caracteristicas estruturais dos s6lidos cristalinos (CONHEN-
AVRAHAMI et al., 2012).

Esses sistemas possuem diversas vantagens pois possuem a capacidade de auto-
organizac¢ao espontanea, possibilitam a incorporag¢do de firmacos com diferentes propriedades,
tanto hidrofilicos como hidrofobicos devido a sua caracteristica anfifilica (ABBOTT, 2017)

De acordo com a literatura, os cristais liquidos podem ser divididos em sistemas de
cristais liquidos termotrépicos (TLCs) e sistemas de cristais liquidos liotropicos (LLCSs). Os
cristais liquidos termotropicos apresentam a molécula como unidade fundamental para o
desenvolvimento de uma mesofase e a caracteristica principal é que as transi¢des de fase nesses
sistemas ocorrem pela a¢do da temperatura. Ja os cristais liquidos liotropicos sdo sistemas
caracterizados pelo agregado de moléculas anfifilicas induzidas pelo solvente, e com base
nessas estruturas, e podem ser classificados em fases lamelar, hexagonal e ctbica (KIM et al.,
2002).

As mesofases lamelares sdo compostas por uma bicamada de moléculas tensoativas com
uma camada de 4gua entre elas, e sdo formadas espontaneamente e possuem semelhanga com
a bicamada lipidica da membrana celular (MACEDO, 2020).

A mesofase hexagonal é caracterizada por moléculas organizadas em longos cilindros
anfifilicos, que formam uma rede em forma de hexagono. Além disso, essas estruturas podem
ser do tipo direto, quando a regido apolar da molécula se mantém localizada na parte interna da
camada, ou do tipo reverso, quando a regido polar da molécula se mantém na parte interna
(MACEDO, 2020; ECCHER, 2010).

Os cristais liquidos de fase lamelar e hexagonal sdao considerados materiais
anisotropicos, pois dispdem de propriedades Opticas que possibilitam a birrefringéncia e o
desvio da luz polarizada, onde a luz interage com a formulacdo de formas diferentes
dependendo do posicionamento do material, produzindo um padrao de imagem com brilho. J&

a fase cubica ¢ classificada como um material isotropico, pois ndo possui a capacidade de
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desviar a luz polarizada. Além disso, mudancas na temperatura, captagao de dgua pelo material
ou na concentragdo dos componentes da formulagdo podem provocar a transi¢ao da fase lamelar

para hexagonal (MACEDO, 2020).

Figura 1: Exemplos comuns de tipos de cristal liquido: (a) fase cubica, (b) hexagonal e (c) lamelar.

Fonte: MACEDO, 2020.

A viscosidade dos sistemas liquido-cristalinos ¢ diferente de acordo com a sua mesofase:
sistemas caracterizados pela mesofase clibica apresentam alta viscosidade, ja os sistemas com
mesofase hexagonal possuem viscosidade intermedidria e a mesofase lamelar possui baixa
viscosidade, caracteristica essa devido o arranjo espacial em camadas. Além disso, a capacidade
de intumescimento, ou de captacdo de agua, pode alterar a viscosidade e consequentemente

alterar a mesofase de um sistema (DUARTE, 2020).

4.3 Tensoativos

Os tensoativos sdo substincias caracterizadas pela presenca de uma regido polar e outra
apolar em suas estruturas moleculares, que agem na reducao da tensdo superficial de liquidos
imisciveis, o que facilita a fragmentacdo em particulas menores dessas substancias, e
consequentemente reduz a forca repelente das moléculas. Na industria farmacéutica e cosmética
sdo utilizados para atuarem como agentes estabilizantes de formula¢des, como shampoos e géis
de banho, além de facilitar a incorporagao dos principios ativos na pele (CASTRO, 2014).

O uso de tensoativos sintéticos em formulagdes cosméticas e farmacéuticas € prejudicial
a saude do ecossistema, pois devido a sua origem petroquimica, apresentam efeitos toxicos
sobre organismos vivos, podendo provocar inibi¢do da respiracdo celular e a morte. Na pele

humana, pode provocar irritagdes e outros efeitos adversos (SANTOS, 2018).
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4.4 Astrocaryum murumuru MART.

A Amazodnia possui uma biodiversidade rica em espécies vegetais com potencial para o
desenvolvimento de sistemas sustentaveis. Astrocaryum murumuru € uma palmeira com altura
média e folhas compridas, pertente a familia Arecaceae e ¢ origindria da Amazonia, de areas
alagadas sazonais, e ¢ conhecida popularmente como murumuruzeiro (LOPES, 2019).

A manteiga de murumuru ¢ extraida da fruta de Astrocaryum murumuru, constituindo
uma gordura amarelada, e além disso possui uma composicao lipidica complexa, pois € rica em
acidos graxos como o laurico e oleico, garantindo a manteiga uma caracteristica nutritiva e
anfifilica, o que permite a formacao de fases liquido cristalinas uteis no desenvolvimento de
sistemas de liberacao sustentada de farmacos, além de promover a nutricdo e hidratacdo da
mucosa pois possui a capacidade de captar agua, mantendo a hidratacao, reduzir a perda de
agua pela mucosa oral, além de ser um emoliente natural (NEVES et al., 2018).

Em um estudo recente, foram desenvolvidas nanoparticulas lipidicas sélidas baseadas
em manteiga de murumuru, contendo metronidazol e curcumina, e estes foram incorporados
em hidrogéis, e evidenciou que a manteiga de murumuru ¢ uma matéria-prima promissora para
a obten¢do de sistemas nanoparticulados para liberacdo sustentadas de farmacos, pois mantém
estaveis as caracteristicas fisico-quimicas e também macroscopicas dos principios ativos, se

tornando candidata para o desenvolvimento de um futuro gel de uso topico (REATGHI, 2021).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material
Manteiga de Murumuru (Amazon Oil), PEG-5 Ceteth-20 - Mapric® (Procetyl®),
Metronidazol Base (All Chemistry do Brasil Ltda); Gel comercial de Metronidazol (Prati-

Donaduzzi, 100mg/g). Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

5.2 Preparo das formulagdes liquido-cristalinas

Foram selecionadas duas formulagdes para o estudo: A primeira formulagdo contém
manteiga de murumuru, tensoativo e dgua e, para o preparo, foi realizada a fusdo da fase oleosa,
tensoativo e metronidazol 45°C £ 0,5, seguido da adi¢do da fase aquosa na mesma temperatura
(NUNES et al., 2012). A segunda formulagdo contém manteiga de murumuru e agua, sem o

tensoativo e, para o preparo, foi realizada a fusdo da fase oleosa e metronidazol, e em seguida
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a agua foi adicionada a mesma temperatura. As formulagdes foram mantidas 24h em

temperatura ambiente para atingir o equilibrio.

5.3 Curva analitica e validacao do método de quantificacado do metronidazol

5.3.1 Linearidade

A partir de solugdes estoque contendo 500 pg/mL de metronidazol em etanol ou tampao
fosfato pH 4,5, foram preparadas dilui¢des em etanol com concentragdes de 20ug/mL,
15ug/mL, 10pug/mL, Sug/mL e 2ug/mL, e diluigdes em tampao fosfato pH 4,5 com
concentragdes de 20ug/mL, 15ug/mL, 10ug/mL, Sug/mL, 2ug/mL e 1pug/mL. Foram feitas 3
curvas analiticas com as concentracdes citadas acima para cada solvente. As leituras para a

construcdo das curvas analiticas foram realizadas em espectrofotometro (LGI-VS-721N) no

comprimento de onda de 330nm ANVISA (2017).

5.3.2 Precisao

O teste de precisdo tem como objetivo avaliar a relagdo linear entre a concentracao do
metronidazol e as absorbancias adquiridas. Esse processo deve ser expresso por meio da
repetibilidade (precisdao intra-dia), que sdo medidas obtidas por um mesmo analista, e pela
precisdo intermediaria, que sdo medidas obtidas por dois analistas, com solugdes na
concentragdo de 100%. Foram analisadas 6 replicatas para avaliar a repetibilidade, e 6 replicatas
feitas em dois dias diferentes por analistas distintos, utilizando etanol e tampao fosfato de sddio

como solventes (POLONINI et al, 2011).

5.3.3 Exatidao — Teste de recuperacao

Para a exatidao, foram preparadas 3 solug¢des padrao de metronidazol, nas concentragdes
de Spg/mL, 10pg/mL e 15pg/mL (baixa, média e alta, respectivamente). O teste foi feito em
triplicata para cada concentracdo e o resultado foi expresso como percentagem (%) do

metronidazol em cada formulacao (ANVISA, 2017).

5.3.4 Limites de detec¢do e quantificacao

O limite de detec¢do tem como objetivo determinar qual a menor quantidade de analito
em uma amostra que pode ser detectada. J& o limite de quantificagdo constitui a menor
quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo. Esses

parametros foram determinados a partir das trés curvas de validag@o padrao e foram calculados
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a partir das equagdes seguintes:

3,3xDP
D=1
10 x DP
Le =1
Onde:

DP= desvio padrao do intercepto com o eixo Y;

IC=inclinag¢do da curva de calibragao.

5.4 Identificacdo de fase mesomorfica por microscopia de luz polarizada (MLP)

Apbs 24 horas do preparo, as formulacGes foram colocadas sobre ldmina de vidro,
cobertas com laminula e submetidas a microscopia de luz polarizada em microscopio Linkam
THMSG600, para a identificacdo do comportamento de birrefrigéncia de fase mesomorfica das
formulacées (ABRAHAM, 2020; DUARTE, 2020).

5.5 Perfil de captacido de agua das formulacdes liquido cristalinas por método
gravimétrico

Foi determinada por meio gravimétrico, utilizando dispositivo cilindrico, contendo em
uma das extremidades uma malha. A massa de cada formulagdo, aproximadamente 200mg
(M1), foi cuidadosamente pesada e colocada no dispositivo, e em seguida imersos em 10 mL
de tampado fosfato (pH 4,5) em placas de petri hermeticamente fechadas sob temperatura
ambiente. Em tempos pré-determinados (0,25, 0,5, 1, 2, 6 e 12h) os dispositivos foram retirados,
e o excesso de tampao eliminado com auxilio de papel de filtro e em seguida pesado (M2)
(PERIOLI et al., 2008; JUVENCIO, 2017).

Os experimentos foram realizados em triplicata e a percentagem de captagcdo de agua

foi calculada conforme equagdo abaixo.

(M2 — M1)
— X

% captacgdo de agua 100

Onde:

M1= massa da formulacao;

M?2=massa da formulacao ap6s a captagdo de agua.

5.6 Estudo de liberagao in vitro das formula¢des contendo metronidazol
O estudo de liberag&o in vitro foi realizado usando o método de difusdo de membrana

de dialise. Para o estudo de difusdo do farmaco, a membrana de dialise foi hidratada durante 24
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horas com &gua destilada. Em seguida, os sacos de diélise foram preenchidos com 1g das
formulacGes contendo metronidazol, cada uma em triplicata, para o estudo de liberagéo in vitro
do farmaco, e com 1g do gel comercial de metronidazol, também em triplicata, para avaliar a
liberacdo do farmaco a partir de sua férmula comercial a fim de comparar os sistemas. Em
seguida, os sacos de didlise foram mergulhados em 200 mL de tampéo fosfato (pH 4,5), sob
aquecimento (37 °C) e agitacdo constante. Aliquotas de 5 mL foram coletadas dos meios de
liberacdo nos intervalos de tempo de 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 8; 10 e 12 horas, com
reposicdo do mesmo volume com tampéo fosfato pH (4,5) imediatamente apds cada coleta. A
quantificacdo foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 330 nm, e 0
resultado foi expresso como percentagem (%) do metronidazol liberado (BANSAL et al., 2017).

5.7 Toxicidade in silico das formulacoes liquido-cristalinas

Para analise da toxicidade e risco in silico foi utilizada a plataforma web app Pred-Skin
versao 3.0, que ¢ baseada em modelos QSAR binarios que fornecem informagdes e avaliam os
efeitos de produtos quimicos e cosméticos e sua toxicidade na pele. No estudo, o risco de
sensibilidade da pele foi avaliado para cada um dos compostos presentes na manteiga de
Astrocaryum murumuru, ¢ também do tensoativo utilizado na formulagdo. Para tanto, foi
avaliada a resposta celular in vitro na resposta do tecido/6rgao in vivo a partir da proliferagao

de células T antigeno especificas.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtenc¢ao das formulagdes liquido cristalinas

Os cristais liquidos liotropicos sdo formados a partir da mistura de quantidades ideais
lipidio, tensoativa e um solvente (FOMARIZ et al., 2005). No diagrama de fases foi selecionado
o sistema contendo 10% de 4gua, ja que esse percentual permitiu obter formulacdo com
viscosidade adequada para fécil aplicacdo e boa espalhabilidade na cavidade vaginal, além de
possibilita a transi¢@o in sifu para fases mais viscosas por meio da captagdo de dgua.

e a. Desta forma, a formulacdo base contendo tensoativo foi denominada de

M50T40W 10, e a formulacao sem tensoativo foi denomina de MOOW 10 (Tabela 1).
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Tabela 1: Composi¢do das formulagdes liquido-cristalinas.

Materiais MS0T40W10 MI90W10
Manteiga de Murumuru 50% 90%
Procetyl® 40% -
Agua 10% 10%
Féarmaco 10% 10%

Fonte: Elaborado pelo préprio Autor (2023).

6.2 Curva analitica e validacao do método de quantificacao do metronidazol
6.2.1 Linearidade

De acordo com a RDC N° 166/2017, a faixa de trabalho deve ser estabelecida a partir
dos resultados da linearidade, da precisdo e exatidao para a comprovagao de um estudo de
validagdo analitica. Um método linear ¢ aquele em que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentragao do analito, dentro de um intervalo pré-determinado (POLONINI
etal, 2011).

A curva analitica do metronidazol em etanol mostra linearidade entre as concentracdes
de 2 220 pg/mL com um R? de 0,9994 e equacdo da reta representada por y = 0.0326x + 0.0094,

onde y corresponde a absorbancia em 330 nm e x corresponde a concentragdo do fArmaco.

Figura 2: Curva analitica de metronidazol em etanol.
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Fonte: Autor (2023).

Ja a curva analitica do metronidazol em tampao fosfato, que teve como objetivo simular

o meio de liberagdo, mostra linearidade de 1 a 20 pg/mL com um R? de 0.9961 e equagdo da
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reta representada por y = 0.0469x + 0.0263, onde y representa a absorbancia do firmaco em

330 nm e x representa a concentracdo do metronidazol em pg/mL.

Figura 3: Curva analitica do metronidazol em tampao fosfato pH 4,5.
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Fonte: Autor (2023).

6.2.2 Precisdo

O estudo de precisdao mede o grau de variagcdo dos resultados obtidos pelo método. O
método se mostrou preciso na quantificagdo em etanol, apresentando desvio padrao relativo
(DPR) de 3,57% para precisdo intermedidria e valor de 0,7% para precisdo intra-dia
(repetibilidade). O método também se mostrou preciso para a quantificacdo em tampao fosfato,

apresentando DPR de 2,04% para precisdo intermediaria e 0,89% para precisdo intra-dia.

6.2.3 Exatidao — Teste de recuperacao

Os valores obtidos na determinag¢do do teor real de metronidazol das triplicatas das
formulagdes foram expressos por meio de percentagem (%) de recuperacdo do metronidazol,
que variaram de 97 a 107%, apresentando média de 102% (DPR < 5%), o que esta de acordo
com o preconizado na RDC N° 166/2017, que define como faixa de trabalho ideal para teor e

recuperagdo de analito entre 80% a 120% (ANVISA, 2017).

6.2.4 Limites de deteccdo e quantificacao
A partir da curva analitica foram obtidos os valores de limite de detec¢do, que representa

a menor quantidade de analito que pode ser detectada, e o limite de quantifica¢do, a menor
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concentragdo quantificavel do mesmo. Para a curva analitica do farmaco em etanol, os limites
de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ) foram de 0.14 e 0.45 pg/mL, respectivamente. Ja para a
curva do farmaco em tampao fosfato, o limite de deteccdo foi de 0,12 pg/mL, e o limite de

quantificagdo foi de 0,39 pg/mL.

6.3 Identificacao de fase mesomorfica por microscopia de luz polarizada (MLP)

A potencial utilizagdo de sistemas liquido-cristalinos de mesofase hexagonal para a
liberagdo sustentada de farmacos tem sido evidenciada em diversos estudos. Fases liquido-
cristalinas do tipo hexagonais podem resistir a erosdao pelos liquidos corporais, aumentar o
tempo de permanéncia da formulagdo no local de aplicagdo, além de promover uma liberagao
sustentada de farmacos (LIBSTER et al., 2007; PHELPS et al., 2011)

Ap6s 24 h do preparo das formulacdes, estas foram submetidas a microscopia de luz
polarizada. Porém, as formulagdes ainda ndo apresentaram estruturas bem organizadas, com
caracteristica de alguma mesofase liquido-cristalina. Diante disso, as formula¢des foram lidas

novamente apos 6 dias, e apresentaram estruturas mais organizadas.

Figura 4: Fotomicrografia dos sistemas quando observados ao microscopio de luz polarizada (10x). (A) formulacdo
base M50T40W 10, (B) base M50T40W 10 com metronidazol, (C) formulagdo base MO9OW10 e (D) base MOOW 10
contendo metronidazol.

Fonte: Autor (2023).

Ambas as formulagdes apresentaram anisotropia, ou seja, elas possuem a capacidade de
desviar a luz polarizada. Ambas as formulacdes base M50T40W10 e MO9OW10 contendo
farmaco apresentaram uma estrutura mais organizada e definida que as formulagdes base sem

o metronidazol, possivelmente porque o farmaco pode exercer influéncia na obtencdo da
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mesofase hexagonal, deixando-a mais organizada, com textura mais caracteristica, em forma

de estrias.

6.4 Perfil de captacido de agua das formulac¢des liquido cristalinas por método
gravimétrico

O perfil de captagdo de agua é uma propriedade que pode influenciar no mecanismo de
mucoadesao, na liberagdo do farmaco e transicdo in situ das fases liquido cristalinas
(PEREIRINHA et al., 2016). A captagao de agua, ou intumescimento, ¢ determinado através do
aumento de volume ou de massa de um sistema quando este encontra-se imerso em um solvente,
sendo determinada a quantidade de fluido absorvido pela formulagdo em relagdo a sua massa
inicial (OLIVEIRA, 2013; CREMONEZ, 2013).

A figura 3 ilustra o grafico do perfil de captacdo de agua realizado para as formulagdes
selecionadas. Durante a primeira hora do estudo, a formulagdo M50T40W 10 captou 24% de
agua, e a formulagdo M9OW 10 captou aproximadamente 22%, o que demonstrou que ndo houve
diferenga significativa (p > 0,05) entre o perfil de captacdo das formula¢des com e sem
tensoativo no inicio do ensaio.

Em seguida, a formulagdo M50T40W 10 continuou captando dgua de forma gradual até
12h de teste, onde atingiu a captacdo maxima de 45% de dgua, o que provocou a transi¢ao de
fase hexagonal para cubica (Figura 3). Esse resultado corrobora com os resultados encontrados
por Nunes e colaboradores (2016), os quais relatam que sistemas liquido cristalinos baseados
em monoleato de glicerila captaram até 40% de agua e transitaram para fase cibica. Ja a
formulacao M90W 10 ndo captou mais dgua do meio, tendo sua captagdo maxima em uma hora,

com 22%, mostrando que a absorcao de agua ¢ afetada pela presenca de tensoativo.
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Figura 5: Percentual de captacdo de dgua das formulagdes com farmaco em fung@o do tempo (horas) em excesso
de tampao fosfato (pH 4,5). Os dados apresentaram a média de D.P. n = 3,8 da formulagdo M50T40W10 ¢ D.P.n
= 3,54 da formulagdo M9OW10.
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Fonte: Autor (2023).

De acordo com Béez-Santos et al (2016), a capacidade de captagdo de agua se
correlaciona com a erodibilidade da formulagdo. Apds o término do experimento, as
formulagdes se mostraram altamente viscosas e quebradigas devido a alta captacdo de dgua,
mesmo a formulacdo MOOW 10, que captou apenas 22% de dgua. Isso mostra que o tensoativo
aumenta a capacidade de captacio de agua (BAEZ-SANTOS, 2016).

O perfil de captacdo demonstrado pela formulagdo M50T40W10 ¢ adequado para
liberagdo sustentada de farmacos, pois a mesma apresentou rapida velocidade de captagdo na
primeira hora e em seguida velocidade constante de captagdo. Em vista disso, € possivel sugerir
que a formulagdo M50T40W10 possui um perfil de captacdo melhor que a formulacdo sem
tensoativo (M90W10), uma vez que o tensoativo permitiu maior percentual de captagcdo de
agua, propiciando a mudanga in situ para a fase cubica, como ilustrado na Figura 6. Ademais,
fases mais viscosas como a cubica resultam em maior bio e mucoadesdo em pele e mucosas,

respectivamente (MORAIS, 2006).
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Figura 6: Fotomicrografia das formulag¢des apos 12h da captacdo de agua. (A) M50T40W10 e (B) MOOW10.

Fonte: Autor (2023).

6.5 Estudo de liberacao in vitro das formulagdes liquido cristalinas contendo metronidazol

O perfil de liberagao do farmaco em func¢do do tempo foi realizado para as seguintes
formulagdoes: M50T40W10, M90OW10 e gel comercial (metronidazol genérico prati-
donazuzzi), como ilustrado na figura 7. Durante a primeira hora do estudo, a formulacao
M50T40W10 liberou 9% de firmaco, MOOW10 liberou 13% e o de gel comercial liberou 18%
de metronidazol, demonstrando maior velocidade de liberacdo do farmaco quando comprado

as formulagdes baseadas em manteiga de murumuru.

Figura 7: Perfil de liberagdo in vitro do metronidazol em tampao fosfato pH 4,5 a partir do gel comercial de
metronidazol e das formulagdes M50T40W10 e M90OW10 contendo farmaco. Os dados apresentaram desvio
padrdo n = 2,9 para o gel, n=3.39 para MOOW 10.
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Fonte: Autor (2023).

Em 10h de experimento, ambas as formulagdes com manteiga de murumuru
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apresentaram taxa de liberagdo do metronidazol de aproximadamente 65%, enquanto que o gel
comercial atingiu 100% de farmaco liberado. O que ¢ caracteristico de FFLM com perfil de
liberacao do tipo sustentada, o que pode concentragdes efetivas do farmaco por mais tempo no
local de agao quando compradas ao gel comercial (FORMARIZ et al., 2005).

O ensaio de liberagdo pelo método de didlise durou 48h, e apds 24h do inicio do
experimento, verificou-se que a formulagdo sem tensoativo liberou 82% do metronidazol e a
formulacao sem tensoativo liberou 91%. Em 48h de ensaio, ambas as formulagdes atingiram
100% da liberacdo do metronidazol. Esses resultados evidenciam que ambos os sistemas com
base na manteiga de murumuru propiciam uma liberacao mais lenta e prolongada do farmaco,
o que pode ser benéfico para a eficacia terapéutica e adesdo do tratamento pelo paciente.

O monoleato de glicerila (ou monoleina) ¢ um monoglicerideo insaturado de cadeia
longa, natural, atoxico e biodegradavel, que pode formar fases liquido-cristalinas quando em
presenga de agua, sem depender de um surfactante. A monoleina possui um perfil anfifilico e
isso possibilita a alternancia entre regides hidrofobicas e hidrofilicas dentro da estrutura liquido-
cristalina (PETRILLI, 2013). A manteiga de murumuru possui caracteristicas semelhantes ao
monoleato, pois € rica em acidos graxos insaturados e saturados como o acido laurico (48,1 %),
acido miristico (26,6 %), acido oleico (8,4%), dentre outros constituintes (SENA, 2016).
Portanto, nao necessita do emprego de um tensoativo para formar mesofases de cristal liquido,
somente agua, o que possibilita a organizagdo das fases em determinadas condigdes de
temperatura e hidrata¢do. Além da possibilidade de a incorporacdo de fArmacos com diferentes
polaridades.

Diante dos resultados, € possivel afirmar que as formulagdes baseadas em manteiga de
murumuru, com € sem tensoativo, apresentaram perfis de liberagdo similares, o que confirma a
hipotese de que o tensoativo ndo influencia na liberagdo do fdrmaco quando incorporados
nesses sistemas.

De acordo com Guo et al (2010), o perfil de liberagdo dos sistemas liquido cristalinos
baseados em lipideos esta relacionado com o contetdo inicial da 4gua, a capacidade de captagao
de agua, entre outros. Apesar da formulagdo M50T40W 10 ter apresentado maior percentual de
captacao de 4gua quando comparada a formulagdo M90OW 10, essa propriedade nao influenciou
na liberacdo do farmaco, ja que ambas apresentaram transi¢cdo in situ para fase cubica e
permitiram a liberag@o sustentada do metronidazol.

Os tensoativos sdo excipientes empregados na industria farmacéutica e cosmética para
obtencao de sistemas emulsionados, , suspensdes, detergentes e etc. A maioria dos tensoativos

utilizados em formulagdes cosméticas tem origem sintética (derivados do petroleo) e o seu
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descarte em corpos hidricos provoca danos ambientais sérios. Essa pratica diminui a tensao
superficial da 4gua, o que dificulta a evaporagdo, a espuma formada sobre a superficie dos
mananciais reduz a penetracdo dos raios solares, aumenta a solubilidade dos compostos
organicos, como o oxigénio, ¢ afeta o ecossistema, sendo téxicos para os animais aquaticos,
plantas e bactérias (FELIPE, 2016).

O uso de formas farmacéuticas (FFLM) capazes de liberarem farmacos por tempo
prolongado ¢ interessante, pois assegura a presenca do farmaco no local de aplicagdo por um
determinado periodo, pode potencializar a acdo do farmaco e ainda descarta a necessidade de
repetidas aplicagdes do produto pelo paciente (CARVALHO, 2009). Diante disso, ambas as
formulagdes desenvolvidas possuem potencial para a liberacdo de metronidazol, ja que
apresentam perfil de liberacao sustentada, garantindo a liberacdo prolongada do farmaco o
quando comprada ao gel comercial, apresentando-se como alternativa terap€utica para o
tratamento de doengas vaginais, reduzindo o nimero de aplicagdes pelo paciente, evitando
irritabilidade da mucosa, consequentemente, garantindo a seguranca ¢ eficacia terapéutica

(REATGHI, 2021; JUVENCIO, 2017).

6.6 Toxicidade in silico das formulacées liquido-cristalinas

Diversos sistemas liquido-cristalinos foram desenvolvidos para liberagdo de agentes
ativos em mucosa vaginal e pele de modo geral. Sistemas baseados em lipideos para liberagao
de farmacos sdo extensamente utilizados devido as suas propriedades biocompativeis e

biodegradaveis (SOUZA, 2013; NUNES et al., 2016).

Tabela 2: Potencial sensibiliza¢do da pele dos compostos da manteiga de murumuru e do tensoativo, analisados
através do software Pred-Skin.

Composto Sensibilizacdo da  Probabilidade (Pred-

) pele humana Skin)

Acido Laurico Nao-sensibilizador 97,6 %

Acido Miristico Nao-sensibilizador 97,9%

Acido Oleico Nao-sensibilizador 90,0%
Acido Palmitico Nao-sensibilizador 98%
Acido Esteérico Nao-sensibilizador 98%

Acido Linoleico Nao-sensibilizador 77,2%

Procetyl (tensoativo) Sensibilizador 55,7%

Fonte: Elaborado pelo proprio Autor (2023).
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A partir da andlise de todos os compostos da manteiga de Astrocaryum murumuru para a
predicao de sensibilizag¢do da pele, foi possivel aferir que nenhum dos compostos presentes na
manteiga apresenta risco de toxicidade a pele humana e mucosa, sendo seu uso em formulagdes
farmacéuticas seguro. No entanto o Procetyl apresentou sensibilizagdo na pele humana,

apontando que essa matéria-prima pode ocasionar desconfortos e alergias nos pacientes.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Ambas as formula¢des baseadas em manteiga de Astrocaryum murumuru, com € sem
tensoativo, apresentaram fases liquido-cristalinos do tipo hexagonal, com viscosidade ideal
para aplicacdo em mucosa vaginal, com adequada capacidade de captacdo de dgua e perfil de
liberacdo sustentada de farmaco.

Ja no teste de toxicidade in silico, os componentes presentes na manteiga de murumuru
ndo apresentaram risco de sensibilidade a pele, j4 o tensoativo utilizado na formulacdo
M50T40W10 apresentou risco de toxicidade a pele e mucosa, podendo provocar alergias e
desconforto.

Portanto, os resultados advogam a favor da formulagdo baseada em manteiga de
murumuru sem tensoativo como potencial sistema de liberagao liquido-cristalino de farmacos
e bioativos para o tratamento topico de doengas vaginais.

Ademais a manteiga de murumuru se apresenta como uma matéria-prima amazonica
versatil e promissora para o desenvolvimento de formulac¢des verdes, sustentaveis, com alto
valor agregado e baixo custo produtivo. Nao obstante, a substitui¢ao dos tensoativos sintéticos
em formulacdes farmacéuticas e cosméticas ¢ uma alternativa ecologicamente correta e

benéfica a satde humana.
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