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RESUMO

Estudos recentes demonstram que a sinvastatina (SIN), amplamente utilizada
no tratamento do colesterol, possui propriedades antitumorais, cicatrizantes,
antimicrobianas entre outras. Este trabalho, tem como objetivo propor uma
nova formulagdo farmacéutica a base de gel visando o tratamento tépico
complementar do melanoma através da inibigdo de seu crescimento. Para isso,
o uso do Laponite® XL21 como modificador reoldgico na presenga dos
promotores de permeacédo, miristato de isopropila (MIR) e esqualeno (ESQ),
além da ja mencionada SIN foram selecionados para o desenvolvimento do
gel. A caracterizagdo no estado sélido foi aplicada para melhor entendimento
das propriedades fisico-quimicas dos constituintes da formulagdo e para
assegurar a qualidade da matéria prima. Estudos de pré-formulagdo foram
aplicados e os géis FSP (sem MIR e ESQ), FMIR e FESQ foram propostos a
partir dos melhores resultados apresentados. A caracterizagdo dos géis foi
avaliada através do teor de SIN, viscosidade aparente, microscopia de luz
polarizada (MLP) e permeacdo ex vivo em pele humana. Além disso, a
atividade microbioldgica e a atividade citotdxica in vitro em células de
melanoma (B16F10) foram investigadas. E por fim, foi avaliada a estabilidade
acelerada das melhores formulagdes obtidas foram avaliadas pela variagao do:
teor de SIN, pH, viscosidade aparente, aspecto visual e ensaio microbioldgico
durante o armazenamento de 28 dias a 25 e 40°C. O teor das formulagdes
FSP, FMIR e FESQ apresentaram valores médios acima de 95%. A MLP
apresentou birrefringéncia para os cristais de LAP e indicou que os cristais de
SIN ficam dispersos na FSP e em agregados na FMIR e FESQ. A analise de
variancia (ANOVA) e o teste t demonstraram que estatisticamente a presenca
do MIR e ESQ nao influenciaram na permeacao da SIN, quando comparados
com FSP (p>0,05). Além disso, a atividade microbioldgica para S. aureus,
apenas a SIN apresentou uma CIM de 125 yg.mL" e para E. coli apenas o
ESQ e o MIR apresentaram uma CIM de 250 ug.mL™'. A atividade citotdxica in
vitro da SIN foi promissora apresentando uma CCso de 44,13 e 3,13 pmol.L"
em 24 e 48 h de tratamento, respectivamente. E por fim, a estabilidade
acelerada da FMIR e FSP, foi avaliada. O teor da FMIR a 40°C reduziu
enquanto os demais parametros avaliados permaneceram estatisticamente
iguais nos dias zero, 7, 14 e 28 (p>0,05). Por fim, os dados obtidos indicam
que a formulagao final FSP é promissora para aplicagao tépica, uma vez que
a SIN permeada se concentra na epiderme, podendo atuar como tratamento
complementar ao melanoma, uma vez que a SIN, principio ativo do gel,
apresentou atividade citotdxica.

Palavras chaves: Sinvastatina. Melanoma. Argila sintética. Tratamento
tépico. Permeacéao ex vivo em pele humana.



ABSTRACT

Recent studies have shown that simvastatin (SIN), widely used in treatment of
cholesterol, has antitumor, wound healing, antimicrobial properties, among
others. This work aims to propose a new gel-based pharmaceutical formulation
targeting a complementary topical treatment of melanoma by inhibiting its
growth. For this purpose, the use of Laponite® (LAP) XL21 as a rheological
modifier in the presence of permeation enhancers, isopropyl myristate (MIR)
and squalene (ESQ), besides of the aforementioned SIN were selected for the
development of the gel. Solid state characterization was applied to understand
better the physicochemical properties of the formulation constituents and to
ensure the quality of the materials. Pre-formulation study was applied and the
FSP (without MIR and ESQ), FMIR and FESQ gels were developed from the
best results presented. The gels characterization was evaluated through SIN
content, apparent viscosity, polarized light microscopy (PLM) and ex vivo
permeation in human skin. Furthermore, the in vitro microbiological activity by
microdilution and cytotoxic activities in melanoma cells (B16F10) were
investigated. And finally, the accelerated stability of the best formulations
obtained were evaluated by the variation of: SIN content, pH, apparent
viscosity, visual appearance, and microbiological test during storage for 28
days at 25 and 40°C. The mean values of drug content of FSP, FMIR and FESQ
formulations were above 95%. PLM presents birefringence for LAP crystals and
that SIN crystals are dispersed in FSP and inside aggregates in FMIR and
FESQ. The analysis of variance (ANOVA) and the t test showed that statistically
the presence of permeation promoters did not improve the permeation of SIN,
when compared to FSP (p> 0.05). Furthermore, in vitro microbiological activity
for S. aureus, only SIN shows a MC of 125 ug.mL-" and for E. coli only ESQ
and MIR exhibits a MIC of 250 ug.mL". The cytotoxic activities was promising
by presenting a CCso of 44.13 and 3.13 ymol.L*! at 24 and 48 h of treatment,
respectively. And finally, the accelerated stability of the best formulation
obtained, FMIR and FSP, were evaluated. Drug content of FMIR at 40°C
reduced (p<0,05), while the other parameters obtained remained statistically
equal on days zero, 7, 14 and 28 (p> 0.05). This study indicates that the final
formulation FSP is promising for topical application, since the permeated SIN
is concentrated in the epidermis and can act as a complementary treatment to
melanoma, since SIN, the active principle of the gel, showed cytotoxic activity.

Keywords: Simvastatin; Melanoma; Synthetic clay; Topical treatment;

ex vivo permeation in human skin.
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1 INTRODUGAO

O melanoma (céncer de pele) é uma das formas mais comuns entre
canceres humanos (ZGHAL; DERBEL, 2018). Este é considerado o mais
agressivo tipo de cancer de pele e surge dos melandcitos, que sao células
produtoras de pigmento da pele (KURYK et al., 2020). O controle do melanoma
cutaneo esta associado ao uso de tratamentos auxiliares da doenca em
estagio inicial (MILLER et al., 2020).

As abordagens terapéuticas atuais de tratamento incluem resseccao
cirargica, quimioterapia, terapia fotodindamica, imunoterapia, bioquimioterapia
e terapia direcionada (DOMINGUES et al., 2018). No entanto, o tratamento a
base de medicamentos atraveés da aplicacéo tépica esta se tornando comum
em pacientes que recusam a cirurgia ou nos quais a cirurgia nao € indicada
(BHUIYAN; MAKHUBELE, 2020; SISTI et al., 2015).

Uma forma de aplicagéo tépica que vem ganhando espago no mercado
consumidor nas ultimas décadas, tanto na area cosmética quanto nas
formulagdes farmacéuticas, sao os géis. Os géis sao formulagbes semissolidas
gerados através do aprisionamento de grandes quantidades de liquido aquoso
ou hidroalcodlicos em uma rede de particulas solidas coloidais (ASHARA et
al., 2016). Devido a alta capacidade de sorgao, dilatacdo e area de superficie,
o produto conhecido pelo nome comercial Laponite® (LAP), trata-se de um
mineral de argila sintético, atoxico e biodegradavel, que possui diversas
funcbes, dentre elas a de emulsificante e espessante, o que o torna
interessante para formacéo de géis (TOMAS et al., 2018).

A sinvastatina (SIN) € um farmaco da familia das estatinas, amplamente
utilizada no tratamento da reducdo dos niveis de lipoproteinas plasmaticas
ricas em colesterol e, com isso, diminui os riscos de desenvolvimento de
doencga arterial coronariana (RIZVI et al., 2019). Estudos apontam que a
sinvastatina tem atividade diferente das indicag¢des terapéuticas aprovadas por
entidades reguladoras. Dentre estes, 0 seu uso off-label para cicatrizagao de
feridas e no tratamento de melanoma, principalmente através da indug¢ao do
apoptose e inibicado do crescimento, vém sendo estudados (ALUPEI et al.,
2015; DUARTE et al., 2021; LEDETI et al., 2016). Este estudo tem como
objetivo propor uma nova formulagao farmacéutica em forma de gel a base de

SIN e LAP para auxiliar no tratamento de melanoma.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Propor uma nova formulagéo farmacéutica em forma de gel a base de SIN

e LAP para aplicagao topica de forma a auxiliar no tratamento de melanoma.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Desenvolver e validar as metodologias analiticas por
espectrofotometria de absorgédo no ultravioleta e por cromatografia liquida de
alta eficiéncia capazes de quantificar a SIN nas formulagdes de gel.

(il) Realizar a caracterizacéo em estado solido da SIN e LAP isolados e
das misturas obtidas por rota evaporacdo em diferentes proporcdes dos
componentes por meio de técnicas de espectroscopia de infravermelho (FTIR),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), analise termogravimétrica (TG),
difragao de raios X (XRPD), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e teor
da SIN nas misturas.

(iii) Realizar estudos de pré-formulacdo dos géis contendo LAP e os
promotores de permeagao.

(iv) Desenvolver e caracterizar os géis de SIN e LAP através das
analises de reologia, doseamento (teor) e microscopia de luz polarizada (MLP).

(v) Avaliar a permeabilidade ex vivo da SIN nos géis preparados no item
(iv) em pele humana para avaliar a melhor formulacdo desenvolvida para o
tratamento de melanoma.

(vi) Determinar a atividade antimicrobiana dos constituintes da
formulagcao desenvolvida no item (iv).

(vii) Avaliar a atividade citotéxica in vitro da SIN.

(viii) Realizar estudos de estabilidade acelerada da melhor formulagéo
em termos da viscosidade, doseamento, pH e teste microbiolégico, durante 28

dias.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 SINVASTATINA

A sinvastatina (SIN) pertencente a familia das estatinas, possui agao
redutora do colesterol e € amplamente utilizada para tratar doengas coronarias,
dislipidemia e hipercolesterolemia (RIZVI et al., 2019). A SIN foi desenvolvida
a partir da insergao de uma metila no carbono alfa a carbonila da funcao éster
da lovastatina e atua como inibidor competitivo da HMG-CoA (3-hidroxi-3-
metilgutarilcoenzima A) redutase e, portanto, reduz a biossintese de colesterol
na via do mevalonato (EMAMI et al., 2019). A Tabela 1 mostra sua estrutura
molecular e suas principais propriedades fisico-quimicas reportadas na

literatura.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da Sinvastatina.

Sinvastatina

Estrutura Molecular

Formula Quimica CasH3805
Massa molar (g.mol' ou
Da) 418,574
0,000003 (H20)
540 (DMSO)
610 (cloroférmio)
200 (metanol)
Solubilidade 25 °C (mg.mL- 160 (etanol)
) 30 (propileno glicol)
0,06 (0,1M HCI)
70 (0,1M NaOH
0,0032 (PBS pH 7,4) (SIMOES et al., 2013)
200,12 (tween 80) (ABDELBARY et al., 2013)
pKa 14,91
Log P 4,68
Ponto de fuséo (°C) 135-138

Transigéo vitrea (°C) 33 (URBANOVA et al., 2015)
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Fonte: Dados obtidos da DrugBank e de Oliveira e colaboradores (DE OLIVEIRA et al., 2010;
DRUGBANK, 2005).

3.1.1 Uso off label de farmacos

O uso off de medicamentos trata-se da utilizagdo do farmaco para uma
finalidade diferente da aprovada pela entidade reguladora de um pais. O label,
de um medicamento contém usualmente as indicagcdes e contraindicagdes
terapéuticas, constituintes da formulagao, dosagem, faixa etaria, frequéncia de
administragcdo e via de administragdo. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) é o 6rgdo regulador vinculado ao Ministério da
Saude responsavel pela autorizagado de determinado uso de um medicamento
no territorio brasileiro. Todo medicamento registrado recebe aprovagado da
Anvisa para uma ou mais indicagdes, as quais passam a constar em sua bula
(SILVA, 2018; SILVEIRA, 2019).

As informacdes contidas no /label do medicamento, para que sejam
aprovadas, sao submetidas a avaliagdes em estudos clinicos que comprovem
a qualidade, eficacia e segurangca do farmaco (PEREIRA; RAU, 2013;
SILVEIRA, 2019). Alguns grupos especificos de pacientes sdo raramente
incluidos em estudos clinicos por razdes éticas e até mesmo legais como é o
caso de doentes psiquiatricos, mulheres gravidas, doentes pediatricos, idosos
e portadores de doencgas raras. Assim, a pratica off label torna-se comum
nesses casos, devido a dificuldade de encontrar praticas terapéuticas
aprovadas. Outra situagdao no qual é realizada a prescricao off label € em
doentes terminais ou em pacientes com doencgas degenerativas graves na
presenga de evidencias cientificamente comprovadas (SILVA, 2018).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 1985, afirmou
que o uso de medicamentos € racional quando: o paciente recebe
medicamentos adequados as suas necessidades clinicas, em doses que
atendam as suas necessidades individuais, por um periodo de tempo
adequado, e com o menor custo (PAUMGARTTEN; DE OLIVEIRA, 2020). O
uso off label de farmacos € uma pratica legal em muitos paises, incluindo o
Brasil, mas pode gerar problemas graves uma vez que nao foram avaliados e

aprovados (ZHENG et al.,, 2017). A seguranca do medicamento € uma
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preocupacgao no uso off label e o monitoramento continuo € recomendado,
apesar dessa pratica ser dificil devido a falta de estudos controlados e
observagbes (STEPHENS; GURENLIAN, 2018).

Aperar das preocupacgbes acerca do uso off label, seus beneficios
podem ser proeminentes, desde a questao econdmica, até mesmo o bem-estar
do paciente no qual podera ser submetido a um tratamento mais brando e
menos agressivo. Para isso, um equilibrio do beneficio-dano deve ser
realizado, com base na qualidade, eficacia e segurangca. Em caso de
medicamentos licenciados, sdo os médicos que avaliam o equilibrio beneficio-
dano guiados por fatores relacionados ao paciente, a doenga, os beneficios e
os danos gerados pelo medicamento. O equilibrio beneficio-dano é mais
favoravel quando (i) o paciente tem pouca suscetibilidade aos danos
potenciais, (ii) a doenca é séria e severa, (iii) ha eficacia substancial e bem
estabelecida, e (iv) os danos s&o bem definidos, improvaveis e triviais
(ARONSON; FERNER, 2017).

3.1.2 Uso off label da sinvastatina

Apesar do amplo uso da SIN para o tratamento de doencas coronarias,
a sinvastatina também tem sido estudada com finalidade diferente da aprovada
pelas entidades reguladoras, de forma off-label. Nas Uultimas décadas,
observagoes de estudos com animais e experimentos in vitro mostraram que
as estatinas podem apresentar efeitos anti-inflamatoérios e imunomoduladores
(BAGHERI et al., 2020; GENERALI; CADA, 2015).

Além disso, no final do século XX e inicio do século XXI, estudos com a
lovastatina, com estrutura muito proximo a da sinvastatina, mostraram sua
capacidade de potencializar a eficacia dos agentes quimioterapicos no
tratamento de melanomas malignos (FELESZKO et al, 2002 e 1998;
SHELLMAN et al., 2005). Em 2008, Saito e colaboradores, demonstraram que
a sinvastatina tem um efeito antiproliferativo in vitro contra linhagens celulares
de melanoma humano (A375M, G361, C8161, GAK e MMACc), e esse efeito foi
devido, pelo menos em parte, a indugao de apoptose e a parada do ciclo celular
(SAITO et al., 2008).

Em 2013, Zanfardino e colaboradores relataram que a sinvastatina é

capaz de induzir apoptose em células de melanoma, mas ndo em células
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normais, e também é capaz de retardar o crescimento do tumor em um modelo
experimental de melanoma em modelo murino (ZANFARDINO et al., 2013).
Em 2015, Alupei e colaboradores demostraram em modelo in vivo que a SIN
lipossomal inibe fortemente o crescimento do melanoma B16-F10 (em 85%)
(ALUPEIl et al., 2015). Em 2019, Barone e colaboradores desenvolveram filmes
nanoestruturados hibridos para administracdo tépica de sinvastatina como
tratamento coadjuvante de melanoma (BARONE et al., 2019).

Em 2018, Sameh e colaboradores, em seu artigo de revisao, relataram
que além do efeito redutor do colesterol, a SIN tem muitas modalidades
terapéuticas off label para diferentes disturbios patologicos, tais como:
cicatrizacéo de tecido 6sseo, inibicao de células cancerosas, muitas doengas
inflamatdrias e cicatrizagcao de feridas. A indugao de cicatrizacdo de feridas
SIN surge de sua atividade de angiogénese e atividade antibacteriana. Esta,
pode interferir com a sintese de proteinas bacterianas e inibir as multiplas vias
biossintéticas e processos celulares em bactérias sem os efeitos colaterais dos
antibidticos convencionais ou medo da resisténcia bacteriana (SAMEH et al.,
2018).

Recentemente, Duarte e colaboradores, em seu artigo de revisao,
apontou que o numero de ensaios clinicos em andamento avaliando o
beneficio clinico da sinvastatina no cancer é grande, uma vez que ha uma
variedade de cenarios clinicos possiveis (DUARTE et al., 2021). Apesar de
estudos mostrarem que a sinvastatina pode auxiliar no tratamento de diversos
disturbios patoldgicos, pouco dessa area foi explorada, principalmente no
quesito de formulagdes farmacéuticas de facil aplicacdo e com acéao local
visando auxiliar o tratamento de melanoma, evitando as complicagcdes do

tratamento sistémico.
3.2 MELANOMA

Melanoma é um tumor maligno que surge através da proliferagcao
descontrolada de células produtoras de pigmento, os melandcitos. A forma
mais comum de melanoma é a cutdnea, porém também pode surgir nas
superficies mucosas, no trato uveal e nas leptomeninges (MATTHEWS et al.,
2017). Embora seja responsavel por cerca de apenas 1% de todos os tumores

malignos de pele, o melanoma maligno cutaneo representa a forma mais



28

agressiva e mortal do cancer de pele, sendo responsavel por cerca de 55.500
mortes anualmente (DOMINGUES et al., 2018; SCHADENDOREF et al., 2018).

Fatores de risco estabelecidos para melanoma cutédneo incluem
radiacao ultravioleta por exposicdo ao sol e queimaduras solares,
bronzeamento artificial (especialmente antes dos 35 anos), a presenca de
nevos melanociticos ou displasicos, historico familiar, caracteristicas
fenotipicas, incluindo cabelos, olhos e cores de pele claros e tendéncia a
sardas, e nivel socioeconémico (LEONARDI et al., 2018; SCHADENDORF et
al., 2018).

A identificacdo precoce desse cancer € fundamental para o sucesso do
tratamento do paciente. Ainda, o tratamento depende basicamente das
caracteristicas do tumor, tais como: localizacdo, estagio e o perfil genético.
Devido aos mecanismos de resisténcia associados a heterogeneidade dos
pacientes e dos tumores, a combinagao de diferentes estratégias sao utilizadas
no tratamento de melanoma (DOMINGUES et al., 2018; JENKINS; FISHER,
2021).

Os medicamentos de aplicacao topica estdo se tornando tratamentos
comuns para melanoma em pacientes que recusam a cirurgia ou em pacientes
para os quais a cirurgia nao € indicada (SISTI et al., 2015). Estudos registrados
na literatura apontam uso de ativos e algumas formulagées de aplicagao topica
com potencial tratamento de melanoma como o uso do creme de imiquimod
(IMQ). Este € um modificador de resposta imunoldgica ja utilizado no
tratamento de carcinoma e verrugas genitais induzidas por HPV, entretanto,
demonstrou efeito multifatorial no tratamento de melanoma (SISTI et al., 2015).

O uso de polifendis naturais pouco soluveis em agua tem atraido
consideravel atengdo da comunidade cientifica devido a sua eficacia
quimiopreventiva e quimioterapica. Foi sugerido que polifendis como a
curcumina e o resveratrol, ambos de origem natural, entre outros, possuem
potente efeito antitumoral devido a sua eficacia antioxidante, antiinflamatéria,
antiproliferativa e quimioprotetora (PALLIYAGE et al., 2019). A exemplo o uso
do creme tépico Curaderm BEC5 que contém o ingrediente ativo, Solasodine
Glycosides, derivado da berinjela e uma planta menos conhecida da
Australasia, a Macéa do Diabo. Apds duas décadas de pesquisa, o bioquimico

Dr. Bill Cham descobriu que o creme natural Curaderm BEC5 funciona
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removendo um agucar chamado ramnose, que nao é encontrado em células
saudaveis. Entdo, o sistema imunologico induz a apoptose e remove a célula
prejudicial a saude. Este creme provou ser eficaz em ceratose (manchas de
sol) e até manchas de idade, muitas vezes removendo-as em poucos dias. Em
um estudo de caso reportado pelo Dr. Bill Cham, o uso do creme apresentou
otimos resultados no tratamento de carcinoma em uma paciente que recusou
cirurgia (CHAM, 2020).

3.3 VIAS DE ADMINISTRAGAO DE MEDICAMENTOS

A via de administragdo de um medicamento deve ser escolhida
conforme suas vantagens e desvantagens, pois esta diretamente relacionada
com a biodisponibilidade do farmaco, o que ira afetar no inicio e na duragao do
efeito farmacologico (RUIZ; MONTOTO, 2018). Portanto, a via de liberagcao
dos diferentes ingredientes farmacéuticos ativos (IFA) podem ser projetadas
com intuito de maximizar a resposta terapéutica (AULTON; TAYLOR, 2016).

3.3.1 Via de administragao tépica

A via tépica é o principal meio de aplicagao local de farmacos. Nesta via
a aplicacdo do medicamento ocorre através da pele ou mucosa, apesar que,
pode ser utilizada também para aplicacdo transdérmica no qual o efeito
sistémico é desejado. Na administracéo local as formulagcbes sao aplicadas
diretamente em superficies ou mucosas, tal como a pele, os olhos, o nariz € a
vagina (SINGH et al., 2015).

A administracdo por via topica € um método néo invasivo, sem dor, de
facil aplicagao, com uso de baixas dosagens, habilidade em aplicar farmacos
seletivos a sitios ativos especificos, reduz a toxicidade sistémica, evita o
metabolismo de primeira passagem e irritagao gastrica (CHOUDHURY et al.,
2017; PATIL et al., 2019). Como desvantagens podem provocar irritabilidade
na pele e dermatites devido ao farmaco ou aos excipientes da formulagao.
Ainda, podem causar reacbOes alérgica e alguns IFA possuem baixa
permeabilidade através da pele, principalmente os farmacos com grandes
tamanho de particula, sendo um dos maiores desafios dessa via (PATIL et al.,
2019).
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Naturalmente a pele oferece baixa permeabilidade, consistindo na
primeira linha de defesa do organismo contra particulas exdgenas, agentes
patogénicos e toxicos. Além disso, a penetragao de substancias na pele pode
ser afetada por diversos fatores fisiolégicos, tais como a espessura da pele,
pH, hidratagado, idade, etnia, local de aplicagdo, sexo, algumas patologias,
densidade dos foliculos capilares e das gléandulas sudoriferas (BEGUM et al.,
2019; SUPE; TAKUDAGE, 2021).

A taxa de liberacédo dos IFA esta relacionada com as propriedades
fisico-quimicas do carreador e do farmaco empregado na formulagdo
farmacéutica para aplicacao topica. Propriedades como o coeficiente de
particao (log P), peso molecular, grau de ionizagao e eficiéncia do carreador
sdao importantes e devem ser levadas em conta ao se planejar o

desenvolvimento de formulagdes para via tépica (BEGUM et al., 2019).
3.3.2 Estrutura da pele e mecanismos e penetragao

Para entender sobre a permeacao de IFA através da pele pela aplicagcéo
topica € necessario entender sobre a estrutura da pele e seus mecanismos de
penetracdo. A pele € um érgéo heterogéneo com inumeras camadas celulares
que desempenha a fung¢ao de barreira fisica e protege os tecidos do ambiente
externo (infeccao e perda excessiva de agua), além de regular a temperatura
corporal e atuar como 6rgao sensorial (SHESHALA et al., 2019).

A pele é constituida por trés camadas principais, a epiderme, a derme
e a hipoderme, representadas na Figura 1. Com a intengéo de obter o efeito
local, o farmaco tem acdo mais focada na epiderme, enquanto para o efeito
transdérmico, o ativo precisa permear a camada da derme até os vasos
sanguineos (PARCHEN et al., 2020). A epiderme € a camada mais externa da
pele que desempenha a fungao de barreira fisica e quimica entre o corpo e o
meio externo. A espessura da epiderme pode variar de 50 um nas palpebras a
800 um nas solas do pé ou nas palmas da mao (MALVEY et al., 2019). Essa
camada é responsavel pela formagao do pigmento melanina e é constituida
por 4 principais subcamadas formadas principalmente por queratindcitos. As
subcamadas sao fragmentadas pelos diferentes estagios de mutacdo que
ocorre aos queratindcitos no processo de queratinizagao, no qual as células

movimentam-se da camada mais interna para a superficie. Esse processo leva
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em torno de 28 dias. As quatro camadas da epiderme sdo: estrato basal,
estrato espinhoso, estrato granuloso e o estrato corneo, como demonstrado na
Figura 2 (SOARES et al., 2015; SUPE; TAKUDAGE, 2021).

Figura 1. Estrutura da pele em camadas
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3 s S ] } Epiderme
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Figura 2. Subcamadas da epiderme
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Fonte: Adaptado de Adobe Stock, different cell types populating the skin, n°: 77014250.

O estrato basal é a camada mais interna da epiderme e esta situada
acima da derme, no qual os queratindcitos se dividem e se diferenciam
passando para as camadas mais externas (SUPE; TAKUDAGE, 2021). Nessa

camada uma pequena porgao das células sdo constituidas de melanina que
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sdo acumuladas e transferidas para os queratindcitos adjacentes, no qual
permanecem como granulos. A melanina promove protegao contra a radiagao
de raios ultravioletas e a exposi¢ao cronica a luz aumenta a taxa de melanina
nos queratindcitos (MALVEY et al., 2019). Conforme as células basais
reproduzem e maturam, movem para a camada superior adjacente, o estrato
espinhoso (XIE; SKOTHEIM, 2020).

As células no estrato espinhoso sdo conectadas por desmossomos e
outras pontes que produzem granulos intracelulares lamelares que, ao se
fundirem com a membrana celular, liberam lipidios que atuam como barreira.
No interior de sua camada também se encontram células de Langerhans,
provenientes da medula éssea, que promovem a agao imunoldgica da pele. Os
queratinécitos continuam a madurecer, se movendo para as camadas
superiores, o estrato granuloso. Nesta camada as células perdem seu nucleo
e seu citoplasma parece granular (MALVEY et al., 2019; TSAKOVSKA et al.,
2017).

Por fim, na ultima etapa da queratinizacdo, os queratinécitos sao
encontrados no estrato cérneo, no qual sdo chamados de cornedcito. Essa
camada nao realiza atividade metabdlica, suas células ndo possuem nucleo e
organelas citoplasmaticas, porém sao responsaveis por impedir a penetragao
de substancias exdgenas e a perda de fluidos corporais. Suas células sao
envolvidas por proteinas capazes de reter agua, com formatos e orientagao
que conferem resisténcia mecanica para penetracdo de substancias
provenientes ao meio externo do corpo (MALVEY et al., 2019; SUPE;
TAKUDAGE, 2021).

Da parte mais externa da estrutura da pele para a mais interna, localiza-
se as subcamadas da epiderme: o estrato corneo seguido pelo estrato
granuloso, espinhoso até o basal. Abaixo do estrato basal inicia-se a outra
camada da pele, a derme. A derme € uma camada hidrofilica composta de
vasos sanguineos e células de suporte, tais como mastécito e macrofagos que
possuem acao imunolégica e de defesa, e por fibroblastos que sao
responsaveis pela produ¢do do colageno, da elastina e dos proteoglicanos
estruturais. As fibras de colageno compdem cerca de 70% da derme
conferindo forga e resisténcia, a elastina proporciona a elasticidade enquanto

os proteoglicanos conferem elasticidade e hidratagdo. A derme também é
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composta por glandulas sebaceas e sudoriferas, foliculos pilosos terminagdes
nervosas e por uma pequena quantidade de musculo estriado (MALVEY et al.,
2019; NAGULA; WAIRKAR, 2019; PATIL et al., 2019).

A camada mais interna da pele € a hipoderme, também conhecida como
camada subcutanea. Esta localizada abaixo da derme e acima dos musculos.
E constituida por adipdcitos que promovem a regulagdo da temperatura e
isolamento do corpo, além de armazenar energia (NAGULA; WAIRKAR, 2019).

A permeacdo de um IFA através do estrato corneo, para obter efeito
local, pode ocorrer por trés mecanismo de passagem: o caminho intercelular,
o intracelular e o anexo (ou de derivagdo) conforme € demonstrado na Figura
3.

Figura 3. Caminhos  de penetracdo  do IFA  pelo estrato  coérneo.

Anexo ou
de Derivagao
Intercelular Intracelular

ke

Fonte: Adaptado de KOVACIK et. al., 2020.

No caminho intercelular, o IFA atravessa o estrato corneo através da
matriz lipidica continua presente nos espacos extracelulares. A passagem pela
fase lipidica é a via comumente empregada para as moléculas pequenas. No
caminho intracelular, o ativo passa por difusdo através dos cornedcitos. A
superficie dos cornedcitos é formada por uma monocamada lipidica altamente
hidrofébica, enquanto o seu interior contém queratina que quando hidratadas
promovem um ambiente aquoso favorecendo a passagem de ativos

hidrofilicos. Para que haja passagem por essa via, 0 insumo passa por etapas
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multiplas de difusdo e particdo em ambientes hidrofilicos e lipofilicos. Ja o
caminho anexo ou de derivacido, a molécula atravessa o estrato corneo através
dos poros dos pelos e do suor (KOVACIK et al., 2020; TSAKOVSKA et al.,
2017).

3.3.3 Formulagoes semissodlidas para aplicagao tépica

Raramente os farmacos sdo administrados em sua forma quimica pura,
sendo regularmente utilizados através de formulagdes farmacéuticas,
conhecidos popularmente como medicamentos (AULTON; TAYLOR, 2016). A
formulagao farmacéutica é o estado final de apresentacao dos IFA na adigao
ou nao de excipientes apropriados a fim de facilitar a sua utilizacado e obter o
efeito terapéutico desejado, com caracteristicas apropriadas para uma
determinada via de administragdo (BRASIL, 2011).

Atualmente no mercado existe uma variedade de formulag¢des aplicadas
a pele, desde liquido ao pd. No entanto, as mais populares séo as preparagoes
semissolidas, como, géis, cremes e pomadas (NAMJOSHI et al., 2020). As
formulagcdes semissolidas sdo geralmente multifasicas e complexas no qual
fatores como o tamanho das particulas dispersas, a tensao interfacial entre as
fases e a reologia, entre outros, determinam as propriedades fisicas do sistema
(KANFER et al., 2017). Dentro desse grupo, o uso de gel tépico € uma opgao
segura e eficaz no tratamento de doencas relacionadas a pele (PATIL et al.,
2019).

Os géis sao sistemas semissolidos que consistem em dispersdes de
moléculas pequenas ou grandes em um veiculo liquido aquoso ou
hidroalcodlico em uma rede de particulas sodlidas coloidais, que podem
consistir em substancias inorganicas, como sais de aluminio ou polimeros
organicos de origem natural ou sintética (ASHARA et al., 2016). Além disso,
os géis podem ser formulados para conter IFA, promotores de permeacao,
conservantes antimicrobianos e estabilizadores (ALLEN JR. et al., 2009;
SOUZA, 2017)

3.3.4 Promotores de permeagao

Apesar das vantagens atribuidas a via de administragédo tépica, o seu
maior desafio € superar as caracteristicas de barreira cutdnea para obter a



35

administragcdo dérmica ou transdérmica do IFA (ROY et al., 2017). Para o
farmaco permear passivamente pela via dérmica algumas propriedades fisico-

quimicas sao exigidas e se encontram descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas ideais para permeacao passiva pela administracao
tépica.

Propriedade fisico-quimica Valor ideal
Massa molar <500 g.mol' ou Da
Lipofilicidade (Log P) 1-3
Solubilidade aquosa > 1mg.mL-"
Raio hidrodindmico <2nm
Ponto de fuséo <200°C
Dose 10-40 mg.dia™’

Fonte: adaptado de IQBAL et al., 2018.

No entanto, essas caracteristicas sédo limitadas a apenas alguns
farmacos e muitas vezes essas limitagdes precisam ser contornadas. Para
melhorar a permeacdo dos IFA pela pele e superar a sua baixa
permeabilidade natural algumas alternativas foram desenvolvidas (IQBAL;
ALI; BABOOTA, 2018). Entre estas, ressalta-se as estratégias utilizando
promotores de permeacao, estes sao capazes de aumentar o fluxo do IFA
através da pele, interagindo com os componentes da barreira ou alterando as
propriedades da formulagdo para aumentar o transporte do farmaco (ROY et
al., 2017). Para tal, ha basicamente duas principais abordagens: os promotores

quimicos e os promotores fisicos, que serao apresentados abaixo.
3.3.3.1 Promotores quimicos

Os promotores quimicos atuam por trés principais mecanismos: (i)
gerando perturbagdes na estrutura do estrato cérneo, (ii) interagdo com
proteinas presentes e (ii) melhora a particdo do farmaco com a ajuda do
promotor (ou seja, solvente) (ROY et al., 2017). A agua € o promotor quimico
mais natural e atua aumentando a hidratacido da camada cérnea. Os alcoois,
por exemplo, podem aumentar a permeacgao da pele por varios mecanismos,
gerando o intumescimento do estrato corneo, extragao de lipidios e proteinas

ou melhora da solubilidade do farmaco na formulagdo. Os ésteres e os
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hidrocarbonetos atuam através da particdo na estrutura lipidica da camada
cérnea, como por exemplo o miristato de isopropila (MIR), sendo o éster mais
estudado, e o esqualeno (ESQ) (Figura 4) (KOVACIK et al., 2020; SOARES et
al., 2015).

Figura 4. Estrutura molecular dos promotores quimicos de permeagdo o MIR e o ESQ.
i /I\
/\/\/\/\/\/\)’I\ O

Miristato de isopropila (MIR)

Esqualeno (ESQ)

Fonte: a) RODRIGUES, 2019 e b) COSMETIC INNOVATION, 2018.

O MIR, também chamado de éster isopropilico de acido tetradecandico,
€ uma molécula lipofilica com uma pequena fragao polar no grupo éster. Este
€ conhecido por aumentar temporariamente a taxa de penetragao de farmacos
aplicados topicamente, superando as propriedades de barreira e aumentando
o fluxo de IFA através da pele. Isto ocorre pois, devido a sua natureza
hidrofébica, induzem efeitos desordenadores as membranas lipidicas do
estrato cérneo ao ajustar as lamelas lipidicas. Além disso, o MIR é capaz de
liquefazer parcialmente os lipidios da membrana intercelular do estrato corneo
(EICHNER et al., 2017; ZIDAN et al., 2017).

O ESQ é um hidrocarboneto triterpeno de 30 carbonos amplamente
presente na natureza no azeite de oliva, 6leo de palma, 6leo de gérmen de
trigo, 6leo de amaranto, 6leo de farelo de arroz, entre outros. Dentre suas
aplicagdes, destaca-se seu uso na industria cosmética e farmacéutica uma vez
que possui atividade antioxidante e antiinflamatéria, além de ser utilizado como
emoliente compativel com a pele e protetores de hidratacdo. O ESQ forma
emulsdes viscosas muito estaveis, sendo empregado para solubilizar

moléculas lipofilicas, como adjuvantes e em vacinas visando a atividade de
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transfecgéo e a formacao de goticulas de tamanho pequeno (LIU et al., 2020;
SPANOVA; DAUM, 2011).

Devido as caracteristicas citadas acima, o ESQ e o MIR foram
selecionados como promotores quimicos, que atuam pelo mesmo mecanismo
de particdo na estrutura lipidica da camada cornea, com o objetivo de

potencializar a permeagéo da SIN no gel proposto.
3.3.3.2 Promotores fisicos

As tecnologias de promotores fisicos em estudo sdo a iontoforese, a
eletroporagao, a sonoforese, as microagulhas, a injecdo sem o auxilio de
agulhas, a microdermoabrasao, a microporagao por laser e a ablagao térmica
ou por radiofrequéncia. Porém, os métodos fisicos sao geralmente dolorosos
e ha baixa adesao do paciente (IQBAL et al., 2018). Esses métodos foram
cuidadosamente descritos por Soares e colaboradores em um artigo de revisdo
intitulado: Permeagao cutanea: desafios e oportunidades (SOARES et al.,
2015).

3.4 LAPONITE®

O Laponite® (LAP) é uma argila sintética a base de silicato de magnésio
hidratado em camadas pertencente a familia dos filossilicatos. Este, é formado
por uma folha octaédrica de hidroxido de metal ensanduichada entre duas
folhas tetraédricas de 6xido de silicio, sendo denominado de mineral de argila
2:1 (HAMILTON et al., 2019).

O LAP € um nanomaterial bidimensional (2D) composto de cristais em
formatos de disco com aproximadamente 25 nm de didmetro e 0,92 nm de
altura e possui uma formula empirica Na*o7[(SisMgssLio.3)O20(0H)a]%7. A
presenga de cations de litio substitui aleatoriamente os ions magnésio na
estrutura conforme mostrado na Figura 5. Essa substituicio na camada
octaédrica do cristal resulta em uma carga negativa nas superficies circulares
do cristal, enquanto as bordas possuem carga positiva (ou uma menor
densidade negativa) dependendo da protonagao dos grupos hidroxila expostos
(BULAVIN, 2018; TOMAS et al., 2018).
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Figura 5. Representacdo esquematica da geometria do LAP em forma de disco e estrutura
quimica.
TETRAHEDRAL

o9 LI
; 25 nm
(- 4
E
g,: ;;#écx gr
3 0.92 nm
6.
.. @ .. 9 ®°
TETRAHEDRAL ® Mg, Li
@0OH
® S

Fonte: TOMAS et al., 2018.

As cargas positivas distribuidas nas bordas dos cristais de LAP podem
interagir com as superficies negativas do adjacente cristais, dando origem ao
que é conhecido como castelo de cartas (do inglés, house of cards) ou gel de
automontagem como demonstrado na Figura 6 (TOMAS et al., 2018). A
estrutura do gel é formada por ligagbes ibnicas, ndo afetando a viscosidade
com a variagao da temperatura, mas é facilmente quebradas com a aplicagao
da tensdao de cisalhamento, tendo uma caracteristica tixotropica (BYK
ADDITIVES & INSTRUMENTS, 2014).

Figura 6. Representacédo esquematica do gel de automontagem do LAP.

Fonte: adaptado de TOMAS et al., 2018.

O primeiro registro do LAP na literatura, segundo a base de dados
SciFinder-n (SOCIETY, 2020), ocorreu em 1965 por Neumann em um estudo

sobre o comportamento do uso de argilas sintéticas em dispersdes de
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pigmento e desde entdo suas publicagées ao longo do ano vém aumentando
conforme observado na Figura 7 (NEUMANN, 1965).

Figura 7. Quantidades de publicagdes referente ao LAP na literatura e em patentes obtidas no
dia 30 de novembro de 2020 na base de dados SciFinder-n.
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Fonte: base de dados SciFinder-n (SOCIETY, 2020).

No mercado ha diferentes tipos de LAP, sendo os mais estudados o RD
e 0 XLG (que possui menor teor de metais toxicos). O LAP XL21 é uma
variagao do XLG, portanto também possui menor teor de metais téxicos em
sua composigao, além disso, os grupos hidroxilas (OH") presentes no XLG séo
substituidos por ions fluoreto (F) no XL21. Essa mudanca altera algumas
propriedades fisico-quimicas como demonstrado por Kimura e Haraguchi, no
qual analisaram as variacoes refletidas na viscosidade das dispersées quando
as proporgodes argila-alcool-agua sao alteradas. Em seus estudos, verificou-se
que em dispersdes contendo LAP XL21 foi necessario concentragdes menores
de etanol, em comparacao ao XLG, nos pontos em que a sua viscosidade
comecga a aumentar e € maximizada, isso ocorre pelo fato de que mais agua é
necessario para hidratar o XL21 fluorado do que XLG (KIMURA; HARAGUCHI,
2017).

Este presente estudo utiliza o LAP XL21 proveniente da Colormix (Sao
Paulo, Brasil), que também pode ser chamado de fluorossilicato de sddio e
magneésio e é comercializado no Brasil para uso tépico humano. Segundo a
base de dados do SciFinder-n (SOCIETY, 2020), LAP XL21 teve sua primeira
publicacdo em patente no ano de 2012. Até Novembro de 2020 foram
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encontradas nessa mesma plataforma 38 patentes e apenas duas publicacdes
na literatura, uma na revista Langmuir, no qual foi realizado um estudo sobre
dispersdes ternarias de argila—alcool-agua comparadas com misturas binarias
alcool-agua e avaliadas em termos de viscosidade e absorbancia optica
(KIMURA; HARAGUCHI, 2017).

Em pesquisas com LAP XL21 na base de dados da Google académico
(GOOGLE, 2021) e SciVerse Scopus (ELSEVIER, 2021), foram encontrados
16 artigos, sendo 13 artigos publicados envolvendo o LAP XL21 nos ultimos 4
anos. Dos artigos encontrados, a maior parte esta relacionado a estudos
comparativos entre os diferentes tipos de LAP ou de revisédo (DAS et al., 2019;
KIMURA; HARAGUCHI, 2017; LEBOVKA et al, 2018; RUZICKA;
ZACCARELLI, 2011). Devido a baixa toxicidade, o XL21 se torna uma 6tima
estratégia a ser explorada na biomedicina e na area farmacéutica, uma vez
gue ainda ha poucos estudos tendo em vista o baixo numero de publicacbes
envolvendo esse material para essas finalidades, descrito mais

detalhadamente a sequir.

3.41 Uso do Laponite® XL21 como veiculo de liberagido de

farmacos

Entre os artigos encontrados na pesquisa realizada na base de dados
da Google académico (GOOGLE, 2021) e SciVerse Scopus (ELSEVIER,
2021), os artigos descritos na literatura relacionados ao LAP XL21 como
veiculo de liberacido de farmacos na area farmacéutica foram apenas 4 e estes
estdo sumarizados na Tabela 3. Assim, pode-se perceber que existem poucos
trabalhos sobre o uso do LAP XL21 na area farmacéutica, mesmo este sendo
de alta pureza, baixo teor de metais toxicos, baixo conteudo microbiolégico e
indicado para controle de reologia em formulagdes de cuidados com a pele
estabilizadas em pH 5,5 ou inferior (BYK ADDITIVES & INSTRUMENTS,
2014).
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Tabela 3. Artigos descritos na literatura relacionados ao LAP XL21 como veiculo de liberagao
de farmacos na area farmacéutica nos ultimos 4 anos.

Titulo

Ativo

Objetivo

Referéncia

Formulation and
antibacterial properties of
clay mineral-tetracycline
and T-doxycycline
composites

Lyophilised Biopolymer-
Clay Hydrogels for Drug
delivery

Cell encapsulated and
microenvironment
modulating microbeads
containing alginate hydrogel
system for bone tissue
engineering
Hydrogel Nanocomposites
with Independently Tunable
Rheology and Mechanics

Tetraciclina e

Doxiciclina

Sulfatiazol

Alginato

Hidrogel
dopado com

filossilicato

Tratamento de patégenos

comuns da pele

Argilas contendo farmacos em
combinagéo com hidrogéis
naturais para a preparagao de

xerogéis liofilizados.

Sistema de microesferas-

hidrogel para encapsular

dois/mais tipos de células para a

regeneragao de tecido

heterogéneo.

Ampla aplicabilidade para

aplicagéo topica.

(HAMILTON
etal., 2019)

(KIANFAR et
al., 2017)

(VEERNALA
et al., 2021)

(UNTERMAN
et al., 2017)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.



4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

A sinvastatina utilizada foi proveniente da Henan Topfond
Pharmaceutical Ltda (Zhengzhou, China). O Laponite® XL21 foi obtido da
Colormix (S&o Paulo, Brasil). Etanol 96% da Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda (Sao Paulo, Brasil). A agua ultrapura foi preparada pelo
sistema Milli-Q® da Millipore Corporation (Massachusetts, EUA). O acido citrico
utilizado nos ajustes do pH foram fornecidos pela Labsynth Produtos para
Laboratérios Ltda (Sao Paulo, Brasil). Os promotores quimicos de permeagao
esqualeno da Skin Lab Cosméticos (Sao Paulo, Brasil) e o miristato de
isopropila é da Importadora quimica Delaware (Porto Alegre, Brasil). Para o
preparo do tampao PBS foi utilizado fosfato de sddio dibasico da Quimica
Moderna Industria e Comércio (Sdo Paulo, Brasil), fosfato de potassio
monobasico da Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (S&o Paulo, Brasil),
cloreto de sédio da Nuclear Ltda (Sao Paulo, Brasil) e cloreto de potassio da
Labimpex Industria e Comercio de Produtos para Laboratério Ltda (Sao Paulo,
Brasil). A acetonitrila usada foi a de grau HPLC da Biograde Industries (BioScie

Brazil, Goias, Brasil).
4.2 CARACTERIZACAO NO ESTADO SOLIDO
4.2.1 Preparo dos pés

A fim de analisar o impacto do solvente no preparo dos géis e poder
caracterizar os materiais utilizando as técnicas de caracterizacdo no estado
solido, foram preparadas amostras na forma de pé em proporgdes variaveis de
SIN e LAP por secagem do solvente. Para tal, propor¢des variaveis de SIN e
LAP foram solubilizados em 125 mL de etanol 95%. Os pds gerados apés
secagem em rotaevaporador foram denominadas de formulagdes de acordo
com a proporc¢ao de SIN:LAP, conforme demonstrado na Tabela 4. A secagem
do solvente foi realizada no rotaevaporador Laborota 4000 efficient WB eco da
Heidolph (Schwabach, Alemanha). O solvente evaporou em aproximadamente

15 minutos a uma temperatura de 50°C e uma rotacdo de 120 rpm sob vacuo.
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Tabela 4. Proporcées de SIN e LAP nos poés preparados para a caracterizagdo e
desenvolvimento dos géis a serem estudados.

Proporcdao Porcentagens Etanol 95%

(SIN:LAP) (%) em (mL)

33,34 (SIN) 125
F1:2

66,67 (LAP)

25,00 (SIN) 125
F1:3

75,00 (LAP)

20,00 (SIN) 125
F1:4

80,00 (LAP)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

4.2.2 Caracterizagcao do sélido

Os solidos obtidos no item 4.2.1, juntamente com seus constituintes
isolados e uma mistura fisica homogeneizada por maceragao na proporg¢ao 1:1
(m/m), denominada de MF 1:1 foram caraterizados por espectroscopia na
regidao do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), analise termogravimétrica (TG), difragdo de
raios X de p6 (XRPD), microscopia de varredura eletronica (MEV) e o teor
através da quantificacdo de SIN por espectrofotometria de absorgdo no

ultravioleta (UV). Metodologias descritas detalhadamente a seguir:
4.2.2.1 Espectroscopia na regidao do infravermelho

As espectroscopias na regido do infravermelho foram realizadas em um
espectrédmetro FTIR/NIR Frontier da Perkin Elmer (Massachusetts, EUA),
equipado com acessorio de refletancia total atenuada (ATR) para amostragem
universal. As amostras foram homogeneizadas em gral com pistilo
previamente e foram realizadas uma média de 8 varreduras a temperatura
ambiente em uma faixa espectral de 600 a 4000 cm', com resolugéo espectral

de 4 cm™.
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4.2.2.2 Calorimetria exploratoria diferencial

As anadlises de DSC foram obtidas em célula Shimadzu DSC-50
utilizando cadinhos de aluminio fechados (Quioto, Jap&o). As amostras foram
pesadas em aproximadamente 5 mg enquanto a temperatura variou de 25 a
500°C a uma razio de 10°C.min-'. A atmosfera utilizada foi a de nitrogénio, a

um fluxo de 100 mL.min"".
4.2.2.3 Anadlise termogravimétrica

As analises termogravimétricas foram obtidas em célula Shimadzu
TGA-50 utilizando cadinho de aluminio fechado (Quioto, Japdo). As amostras
foram pesadas em aproximadamente 10 mg enquanto a faixa de temperatura
variou de 25 a 800°C a uma razao de 10°C.min-'. A atmosfera utilizada foi a de

nitrogénio, a um fluxo de 50 mL.min".
4.2.2.4 Difragao de raios-X de poé

As medidas de XRPD foram obtidas em um difratémetro de raios 6-6 D2
Phaser, (Bruker), com radiacao de cobre Ka (A = 1,5418), operando com uma
corrente de 10 mA, voltagem de 30 kV e equipado com detector de cintilagao
unidimensional LYNXEYE. As amostras foram obtidas a temperatura
ambiente, através de uma varredura angular a 26 de 5° a 40°, com intervalo

angular de 0,089° a cada 0,5 s.
4.2.2.5 Microscopia eletrénica de varredura

A avaliacdo da morfologia foi realizada por MEV em um microscépio
Jeol, modelo JSM6390LV na voltagem de aceleragédo de 10 kV, em diferentes
aumentos, acoplado com o detector de energia dispersiva (EDS) para obter a
composicao quimica elementar qualitativa. As amostras foram previamente
fixadas com fita adesiva dupla face em stubs e recobertas com ouro em
recobridora a vacuo Leica EM SCD 500.

4.2.2.6 Teor de SIN nos po6s

O doseamento dos pos foi realizado através da solubilizagao de 100 mg
das formulagdes obtidas por rotaevaporacdo na etapa 4.2.2 em 50 mL de
acetonitrila. As analises foram realizadas em um espectrofotdmetro de

absorcao no ultravioleta através da metodologia descrita no Apéndice A.
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Considerou-se o valor da porcentagem teodrica do LAP presente nas
formulagdes. Para tal, foi preparado uma solugéo de LAP em acetonitrila (1000
ug.mL") e diluido para realizar o branco do equipamento para cada formulagédo
analisada. Em seguida, cada amostra foi diluida em acetonitrila visando uma
concentragéo tedrica de SIN de 15 ug.mL™" e posteriormente quantificadas. As

dilui¢cdes realizadas foram consideradas nos calculos.

4.3 ESTUDOS DE PRE FORMULAGCAO, DESENVOLVIMENTO E
CARACTERIZACAO DOS GEIS DE LAPONITE®

431 Estudos de \viscosidade da pré-formulacao e

desenvolvimento dos géis de Laponite®

O estudo de pré-formulacdo dos géis ocorreu em duas etapas: (i)
avaliacao da influéncia da concentragdo de LAP na viscosidade de uma
solugéo hidroalcodlica e (ii) avaliacdo da influéncia de 5% dos promotores MIR
e ESQ na viscosidade dos pré-géis estudados. O desenvolvimento dos géis de
LAP foram realizados a partir da analise dos resultados obtidos nos estudos

de pré-formulacao. A tabela 4 resume os estudos realizados nesta etapa.
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Tabela 5. Estudos desenvolvidos no estudo de pré formulagao e desenvolvimento dos géis de

LAP.
Siglas Composicao solida  Composicao liquida Estudo
Tempo de gelificagao e
Solugéo . _
G2 2% de LAP viscosidade a 25, 32 e
hidroalcodlica (80:20)
37°C
Tempo de gelificagao e
Solugéo . _
G3 3% de LAP . . viscosidade a 25, 32 e
hidroalcodlica (80:20)
37°C
Tempo de gelificagao e
Solugao
G4 4% de LAP . . viscosidade a 25, 32 e
hidroalcodlica (80:20)
37°C
5% de MIR; Solugao Viscosidade a 25, 32 e
PG-3M 3% de LAP
hidroalcodlica (80:20) 37°C
5% de MIR; Solugéo Viscosidade a 25, 32 e
PG-4M 4% de LAP
hidroalcodlica (80:20) 37°C
5% de ESQ; Solucéo Viscosidade a 25, 32 e
PG-3E 3% de LAP
hidroalcodlica (80:20) 37°C
5% de ESQ; Solucéao Viscosidade a 25, 32 e
PG-4M 4% de LAP
hidroalcodlica (80:20) 37°C
Solugéo . .
3% de LAP; . . Viscosidade a 25, 32 e
FSP hidroalcodlica (80:20
7,5 mg.mL"' de SIN 37°C
agua:etanol)
EMIR 3% de LAP; 5% de MIR; Solugao Viscosidade a 25, 32 e
7,5 mg.mL" de SIN hidroalcodlica (80:20) 37°C
FESQ 4% de LAP; 5% de ESQ; Solucéo Viscosidade a 25, 32 e
7,5 mg.mL-' de SIN hidroalcodlica (80:20) 37°C

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

4.3.1.1 Avaliagao da influéncia da concentragdo do Laponite®

na viscosidade

Os géis de LAP foram preparados nas concentragdes de 2, 3 e 4% de
LAP conforme as recomendagdes da BYK ADDITIVES & INSTRUMENTS,
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uma vez que abaixo de 2% n&o ha a formagéo do gel e acima de 4% o gel fica
muito viscoso. O LAP foi adicionado a uma solugédo hidroalcodlica (80:20
agua:etanol), sem a presenca da SIN e foram denominados G2, G3 e G4 para
as concentracdes de 2, 3 e 4% respectivamente. As solugdes preparadas
foram homogeneizadas por agitagdo magnética durante 10 minutos. O pH das
formulagdes foi avaliado e ajustado a 5,0+0,5 (pH da pele) através de um
pHmetro modelo SP1800 da Sensoglass (Sao Paulo, Brasil) e uma solugao de
20% de acido citrico conforme recomendado pelo manual da BYK (BYK
ADDITIVES & INSTRUMENTS, 2014).

As analises reologicas foram realizadas em viscosimetro LVDV-II + Pro
da Brookfield Engineering Laboratories, INC (Massachusetts, EUA) acoplado
ao banho termostatizado TE-2005 Tecnal (Sao Paulo, Brasil). A fim de
averiguar o tempo de gelificagcdo do gel, a viscosidade aparente dos géis G2,
G3 e G4 foi avaliada a 25°C apods 0, 4 e 24 horas (h) de seu preparo. Para o
G2 e G3 foi utilizado o spindle LV3 a uma rotagao fixa de 30 rpm. Para o G4,
devido a sua maior viscosidade, foi utilizado o spindle LV4 a uma rotagao fixa
de 10 rpm, a fim de manter as recomendacgdes determinadas pelo fabricante.
Com o tempo de gelificacdo definido a 24h, foi analisado a viscosidade
aparente dos géis a 25, 32 e 37°C com o proposito de averiguar a influéncia

da temperatura na viscosidade.

4.3.1.2 Avaliagdo da influéncia dos promotores de

permeacao na viscosidade

Com a intencao de avaliar a influéncia dos promotores de permeacao,
foi preparado pré-géis, ainda sem a adi¢cao do IFA, nas concentragbes de 3 e
4% de LAP na presenca de 5% de cada permeador quimico selecionado, o
miristato de isopropila (MIR) ou esqualeno (ESQ). Os géis foram preparados
através da adicdo do permeador antes da solugao hidroalcodlica, seguindo as
demais etapas de homogeneizacgao e ajuste de pH descrito no item 4.3.1.1 Os
pré-géis contendo MIR a 3% e a 4% de LAP foram denominados de PG-3M e
PG-4M, respectivamente, enquanto os de ESQ, também a 3 e 4% de LAP
foram denominados de PG-3E e PG-4E. As analises ocorreram apés 24 horas
de preparo nas temperaturas de 25, 32 e 37°C.
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4.3.1.3 Desenvolvimento das formulagées propostas

Através dos resultados obtidos nos estudos de pré-formulagcao, foram
propostos dois géis de aplicagdo topica: (i) um contendo 7,50 mg.mL-! de SIN,
3% de LAP (proporgcéo de 1:4 SIN e LAP), e 5% de MIR em uma solugcao
hidroalcodlica na proporcéo 80:20 respectivamente denominada de FMIR e (ii)
outra formulagao contendo 7,5 mg.mL"" de SIN, 4% de LAP e 5% de esqualeno
em uma solugdo hidroalcodlica na proporgao 80:20 respectivamente
denominada de FESQ. A fim de comparar a influéncia dos promotores de
permeacao, foi preparado um gel contendo 7,50 mg.mL-! de SIN e 3% de LAP
em uma solucao hidroalcodlica na proporcéo 80:20 denominada FSP. Todas
as amostras foram homogeneizadas durante 10 minutos com agitacao
magnética e ajustadas ao pH 5,0 (x0,5) com uma solugédo aquosa de 20% de
acido citrico, conforme demonstrado na Figura 8. Apdés 24 horas do seu
preparo, as amostras foram analisadas no viscosimetro de Brookfield com o

spindle LV3 a uma rotacgao fixa de 30 rpm nas temperaturas de 25, 32 e 37°C.

Figura 8. Esquema ilustratico do preparo dos géis e pré-géis desenvolvidos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

4.3.2 Teor de SIN nos géis desenvolvidos

A analise de SIN presente nas formulacbes denominadas FSP, FMIR e
FESQ foi feita através da dissolugao de 150 mg do gel em 50 mL de acetonitrila

homogeneizada em banho de ultrassom (10 min) e centrifugadas a 5000 rpm
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(15 min). O sobrenadante foi diluido em fase movel (85:15 acetonitrila:agua)
na propor¢ao 1:3 e analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) conforme metodologia descrita no apéndice B. As analises foram feitas

em triplicatas.
4.3.3 Estudos por microscopia de luz polarizada

A técnica de microscopia de luz polarizada (MLP) foi utilizada para
avaliar a presenga dos cristais da SIN nas formulagées FSP, FMIR e FESQ.
De forma comparativa, analisou-se os géis G3, PG-3M e PG-4E. Pequenas
quantidades dos géis e das formulagdes finais foram depositadas sobre as
ldaminas de vidro, cobertas com laminulas de vidro e analisadas por MLP
modelo SMZ-168-BL equipado com uma lente polarizadora acoplada a um
sistema de aquisicdo TCS pro500 e um iluminador 6ptico MLC-150 da Motic
Microscopes (Texas, EUA). A avaliagdo das amostras foi feita na presenga da
luz polarizada com magnificagcado 3,0x, no qual as imagens foram capturadas
por fotografia digital. A cristalinidade foi baseada através da observagéo visual
da birrefringéncia dos cristais (quando presentes), em comparagdo com as

regides amorfas ndo-birrefringentes.

4.4 ESTUDOS DE PERMEACAO DA SINVASTATINA ex vivo EM PELE
HUMANA

4.4.1 Obtenc¢ao da pele

A pele humana foi obtida através de cirurgias abdominais realizadas em
um hospital local, sob doacdo anénima. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina sob o nimero
CAE: 87349418.7.0000.0121. As amostras de pele foram coletadas em
tampé&o Krebs' imediatamente apds a cirurgia. Em seguida, as mesmas foram
preparadas com a retirada do tecido adiposo subcutaneo e armazenadas em

folhas de papel aluminio a —20°C até o uso.

"Tamp&o Krebs - NaCl (20mM); KCI (4,7mM); KH2PO4 (1,2mM); NaHCO3 (25mM); CaClz
(2,5mM); MgClz (1mM); glicose (5,5mM), pH 7,4.
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4.4.2 Estudos de permeabilidade da sinvastatina ex vivo

O ensaio de permeagao ocorreu em um equipamento de difusdo tipo
camara de Franz da VHTEX produtos para laboratérios (Santa Catarina,
Brasil), contendo 8 cubas para testes simultdneos. Os valores das areas de
superficie e volume do compartimento receptor foram levados em

consideragao nos calculos realizados e estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Area de superficie e volume do compartimento receptor das cubas utilizados no
ensaio de permeacao.

Area de Volume do compartimento
Cuba superficie (cm?) receptor (mL)
I 1,77 13,85
Il 1,54 13,16
1] 1,33 14,07
\Y, 1,54 13,75
V 1,54 13,91
VI 1,33 14,02
Vil 1,54 13,68
VI 1,77 14,37

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A pele foi retirada do armazenamento e condicionada em temperatura
ambiente na solugao de Krebs. Parte da derme foi removida para garantir que
nao houvesse tecido adiposo e este interferisse nos resultados. Em seguida, a
pele foi seccionada em pedacos e fixadas entre os compartimentos doador e
receptor das cubas da célula de Franz (Figura 10). A solugao receptora foi
preparada a partir de uma solugado de tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4 e
etanol na proporcédo 70:30, respectivamente, e mantida sob agitacao

magnética continua de 240 rpm a 37°C+ 0,1 durante todo o experimento.
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Figura 9. Sistema de montagem da célula de Franz para a permeagéo ex vivo em pele
humana.

Amostra

Camara doadora
— Jungao plana

Pele humana

'z Porta de amostragem
Clrculador @ ¢
de agua
Q
_/

s Cdmara receptora

Circulagdo de agua —) === Barra de agitagdo

(rT

Fonte: Adaptado de GEAR, (s. d.).

O compartimento da solugdo doadora foi preenchido com 2 g dos géis
FMIR e FESQ (n=5) desenvolvidos no item 4.3.1.3 preparados com 24 horas
de antecedéncia. Paralelamente, foi preparado um controle na auséncia do
MIR e do ESQ denominado FSP (n=4) também descrito no item 4.3.1.3, para
observar o desempenho dos promotores de permeacao.

Nos tempos de 12, 14, 16, 18, 20, 22 e 24 horas, aliquotas de 400 pL
foram retiradas da camara receptora e o volume foi completado até sua
capacidade descrita na Tabela 6 com a mesma solucgao inicial. As aliquotas
foram diluidas em 800 uL de acetonitrila, homogeneizadas no voértex e
centrifugadas a 6200 rpm em centrifuga Mini Star Bélgica por 15 minutos com
o objetivo de precipitar as proteinas presentes na pele. A solugéo resultante

(desproteinada) foi analisada por CLAE, conforme descrito no apéndice B.
4.4.3 Avaliacao da retengao cutanea da sinvastatina

Apo6s a ultima coleta, a formulacdo foi removida do compartimento
doador com o auxilio de uma espatula, e a pele foi retirada da camara de Franz.
A pele foi limpa com auxilio de uma gaze e tampao PBS (pH 7,4) para garantir
a remogao do excesso da solugdo doadora, em seguida separou-se a derme
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da epiderme com o auxilio de um bisturi. A extracdo da SIN das camadas da
pele foi feita pela adigdo de 5 mL de acetonitrila homogeneizada por vortex e
banho de ultrassom (10 min). A solugao ficou a temperatura ambiente por 24
horas sendo submetida novamente a etapa de homogeneizagao com posterior
centrifugagcdo a 6200 rpm durante 15 minutos. A solugcéo desproteinada foi

analisada por CLAE conforme metodologia descrita no apéndice B.
4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A determinagédo da concentracao inibitéria minima (CIM) do LAP, da
SIN, da MF 1:1, do ESQ e do MIR foi realizada frente aos micro-organismos:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Escherichia coli (ATCC 25922). As
cepas de S. aureus e E. coli foram replicadas para Caldo Mueller-Hinton (MH)
e incubadas a 36°C por 76 horas. Em seguida, as suspensdes contendo as
cepas foram diluidas em salina estéril até apresentarem a mesma turbidez do
tubo de ensaio numero 0,5 preparado previamente conforme a escala de

McFarland descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Escala padréo de turbidez McFarland.

Ndmero BaCl2 0,048M H2S04 0,36M
Volume (mL) N° Células

(n°) (mL) (mL)

0,5 0,05 9,95 10 1,5x108
1 0,1 9,9 10 3x108
2 0,2 9,8 10 6x10°
3 0,3 9,7 10 9x108
4 0,4 9,6 10 12x108
5 0,5 9,5 10 15x108
6 0,6 9,4 10 18x108
7 0,7 9,3 10 21x108
8 0,8 9,2 10 24x108
9 0,9 9,1 10 27x108
10 1,0 9,0 10 30x108

Fonte: Adaptado de WITKOWSKA-BANASZCZAK et. al., 2015.
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As suspensdes contendo turbidez similar ao tubo numero 0,5 da escala
de Mc Farland foram diluidas (1 mL da suspensdo em 9 mL de salina estéril),
de forma que as concentragbes dos indculos estivessem com
aproximadamente 1,5 x 107 células.mL".

Em seguida preparou-se as amostras, no qual 10 mg de LAP foi diluido
em 10 mL da solugéo salina estéril. Enquanto 10 mg de SIN, 20 mg da MF 1:1
(quantidade equivalente a 10 mg de SIN), 10 mg do ESQ e 10 mg do MIR
foram diluidos em 10 mL de uma solugéo 50:50 (v/v) de salina estéril e DMSO.
Com todas as solucdes preparadas, as amostras foram diluidas em solugao
salina na faixa de 250 yg.mL" a 3,9 uyg.mL"" nos préprios pogos da placa de
microdiluicao.

A inoculagdo nas microplacas foi realizada em duplicata conforme
demonstrado na Figura 10. Nos pocgos da fileira 1 e 2 foram feitas as diluigdes
da SIN, nas fileiras 3 e 4 do LAP, nas fileiras 5 e 6 da MF 1:1, nas fileiras 7 e
8 do MIR e nas fileiras 9 e 10 do ESQ. Na sequéncia foi adicionado 80 uL do
caldo MH e 50 uL da suspenséo de cada micro-organismo a cada pog¢o. Nas
fileiras de 11 e 12 foram feitos os controles positivo e negativo, em duplicata.
Onde se avaliou a esterilidade do meio de cultivo e do diluente, a capacidade
promotora de crescimento do meio de cultivo, a presenga de contaminantes
nas amostras e o efeito do diluente (salina/DMSQO) sobre a inibicao do

crescimento dos micro-organismos.

Figura 10. Representacdo da analise de microdiluicdo em caldo dos micro-organismos
Staphylococcus aureus e Escherichia coli para a SIN, LAP, MF 1:1, MIR e ESQ.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

As placas foram entdo incubadas em estufa a 36°C por 48h.
Posteriormente, para confirmar o crescimento do micro-organismo em cada
orificio, adicionou-se 20 uL de solugdo aquosa de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazélio a 0,5% (m/v) e realizou uma incubagéo adicional de 2 h, a
36°C. Os pogos com crescimento celular adquiriram a coloragao rosa,
enquanto os pogos sem crescimento permaneceram incolores. A concentragao
inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentracao da diluicao

da amostra que inibiu o crescimento microbiano.
4.6 AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA SIN
4.6.1 Linhagens e cultivos celular

As células tumorais utilizadas pertencem a linhagem celular B16-F10 de
melanoma murino e foram adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). Estas foram cultivadas em frascos apropriadas para cultura celular
contendo meio Dulbelco’s Modified Eagle (DMEM) pH 7,4, somado de soro
fetal bovino (SFB) 10% (v/v), 100 U.mL" penicilina, 100 pg.mL"' de
estreptomicina, 10 mM de acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfénico
(HEPES) e mantidas em estufa umidificada, a 37°C, em atmosfera de 5% de
diéxido de carbono (COz2). As células foram subcultivadas assim que atingiram
aproximadamente 80% de confluéncia, utilizando solu¢do tamp&o PBS (1x)
para lavagem e, ap6s, tripsina para dissociagao celular. Os estoques celulares
foram mantidos em DMEM contendo 10% de DMSO a aproximadamente -

180°C, em reservatorio de nitrogénio liquido.
4.6.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada quantitativamente usando o ensaio de
reagente resazurina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células foram
semeadas (1x10* células/pogo) em placa de 96 pogos e crescentes
concentragdes de SIN (Figura 11). Apds o tempo de incubagéo de 24 ou 48 h,
o meio de cultivo foi removido e substituido por DMEM contendo resazurina
(1mg.mL"). Apoés 2 h de incubagdo, a fluorescéncia foi medida em

espectrometro de fluorescéncia (LS 55 Perkin Elmer, excitagdo/emissao:
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530/590n/m). Dois ensaios independentes foram realizados em triplicata, e os
resultados estdo expressos em porcentagem considerando as células controle

como 100% de viabilidade.

Figura 11. Esquema do ensaio da viabilidade celular.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

4.7 ESTUDOS DE ESTABILIDADE ACELERADA DO GEL DE LAPONITE®,
SINVASTATINA E MIRISTATO DE ISOPROPILA

4.7.1 Testes fisico-quimicos

As formulagdes FSP e FMIR descritas no item 4.3.1.3 foram embaladas
em bisnagas brancas opacas de 100 mL e incubadas em estufas a 25+0,1°C
e a 40x0,1°C por 28 dias. Aliquotas das amostras foram avaliadas nos dias
zero, 7, 14 e 28, quanto ao teor de SIN (doseamento), pH e viscosidade

descritos no item 4.3.
4.7.2 Teste microbiolégico

A determinagao do numero total de bactérias mesofilicas e fungos nas
formulagdes foi realizado pela metodologia de contagem em placa Pour plate
conforme descrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019a), no tempo zero
e apos 28 dias de preparo da amostra. As amostras foram diluidas nas
proporcdes 1:10 e 1:100 em tampéao fosfato pH 7,0. Uma aliquota de 1 mL de
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cada amostra foi transferida para placa de Petri no qual adicionou-se agar
caseina-soja para a analise de bactérias e agar Sabouraud-dextrose para
analise de fungos. As placas foram incubadas a 35°C por 3 dias para analisar
o crescimento de bactérias e a 25°C por 7 dias para analisar o crescimento de

fungos.
4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram relatados como a média + desvio padrdo. As analises
de variancia (ANOVA) de uma via e teste de comparacgao entre grupos Tukey-
HSD foram realizados pelo software StatPlus versdo 7.5.0.0 para mac
(AnalystSoft Inc., Walnut, California, EUA) a fim de verificar a significancia
estatistica com um intervalo de confianga de 95%. Um valor de p<0,05 foi

considerado significativo (sendo estatisticamente diferentes).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO SOLIDO

Na etapa de desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica, a
caracterizagao fisica dos sélidos desempenha um papel importante nas fases
iniciais para assegurar o controle de qualidade e a reprodutibilidade da
formulacdo (DE MOURA et al.,, 2017). No estado solido, as propriedades
fisicas de farmacos e excipientes farmacéuticos sdo de interesse pois podem
afetar tanto na formulagao quanto ao comportamento bioldgico da férmula final.
A estrutura da forma cristalina ou da forma amorfa de uma substancia pode
afetar sua estabilidade no estado sdlido, suas propriedades e
biodisponibilidade. (FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

Os estudos na etapa de pré-formulacao de uma forma farmacéutica se
concentram em avaliar a estabilidade do IFA isolado e na presenca dos
excipientes, criando informacdes uteis que podem ser usadas para
desenvolver uma formulacdo estavel e comercializada assegurando a
qualidade do produto (BANDOPADHYAY et al., 2018).

Segundo a Farmacopeia Brasileira: o controle de qualidade € o conjunto
de medidas destinadas a garantir, a qualquer momento, a produgéo de lotes
de medicamentos e demais produtos, que satisfagam as normas de identidade,
atividade, teor, pureza, eficacia e inocuidade (ANVISA, 2019a). Segundo a
resolu¢do RDC n° 301, de 21 de agosto de 2019 sobre as Boas Praticas de
Fabricagdo de Medicamentos (BPF), o Sistema da Qualidade Farmacéutica
pode se estender ao estagio do desenvolvimento farmacéutico, de forma a
facilitar a inovacdo e a melhoria continua, e fortalecer o vinculo entre o
desenvolvimento farmacéutico e as atividades de fabricagao.

Devido a importancia da correta caracterizacdo do estado soélido dos
constituintes da formulagao farmacéutica, o emprego de multiplas técnicas de
modo integrado, tais como analises térmicas, microscodpicas,
espectroscopicas, cristalograficas e de avaliagdo de desempenho sé&o

empregadas na caracterizagao dos IFA e seus excipientes (RIBAS, 2015).
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5.1.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada
de Fourier

Dentre as abordagens espectroscopicas, o FTIR € uma das mais usuais
para a caracterizagcao de amostras solidas. Esse fato, se justifica por se tratar
de uma técnica ndo destrutiva, que utiliza uma quantidade minima de amostra
para medir a absorbancia da radiagdo no infravermelho de liga¢des dipolo dos
grupos funcionais de moléculas corresponde a frequéncia de vibragdo dos
atomos de uma parte da amostra analisada (JONES, 2000; VALAND et al.,
2020). A Figura 12 apresenta os espectros obtidos por FTIR para SIN, LAP,
MF1:1 e as formulagdes F1:2, F1:3 e F1:4 descritas no item 4.2.1.

Figura 12. Espectros de infravermelho da SIN (cor preta), do LAP (cor vermelha), da MF1:1
(cor azul), da F1:2 (cor rosa), F1:3 (cor verde) e da F1:4 (cor roxa).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

O primeiro espectro da Figura 12 mostra bandas caracteristicas da
estrutura da SIN no comprimento de onda em 3549 cm” devido ao
alongamento da ligagdo OH, entre os comprimentos 2955 e 2870 cm™' obteve-
se 0s picos referentes aos carbonos primarios e secundarios da molécula. O

pico em 1694 cm™' é devido ao estiramento carbonilico (C=0), em 1265 cm"’
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teve-se o pico referente ao desdobramento C-O-C da lactona (éster ciclico) e
em 1162 cm™' devido a ligagdo C-O-C de ésteres.

O segundo espectro mostrado na Figura 12 demonstra bandas
caracteristicas da estrutura do LAP. No comprimento de onda em 955 cm'o
espectro exibiu uma grande banda tipica da vibragdo Si-O. Em 651 cm™’
observa-se a banda de flexdo do grupo hidroxila Mg-OH e em 1620 cm
referente a curvatura da agua entre camadas. Ja, em 3405 cm-'observa-se
uma leve banda referente a vibragdo de alongamento atribuida aos grupos
hidroxila Mg-OH (PERARO et al., 2020).

Nos espectros seguintes apresentados na Figura 10, ao analisar seus
comprimentos de onda, observa-se um leve deslocamento nos picos dos
espectros da SIN e do LAP. Com isso, demonstra-se que a SIN e o LAP
interagem entre si. Além disso, pode-se perceber que a intensificagdo das
bandas referente ao LAP nas formulagées no qual a proporgdo da argila
sintética é superior, enquanto ha uma diminuicdo nas bandas caracteristicas
da SIN.

5.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial

Dentre as diversas técnicas térmicas de caracterizacdo de amostras
soélidas, destaca-se como as mais usuais a TG e a DSC. A analise por DSC
permite o conhecimento das propriedades termodinédmicas tais como:
capacidades térmicas, temperaturas das transicbes de fase e entalpias,
através do monitoramento de eventos endotérmico ou exotérmico em fungao
da variagéo de temperatura (PENALVER et al., 2020). A Figura 13 mostra as
curvas referentes as analises de DSC da SIN, do LAP, da MF1:1 e das
formulagdes F1:2, F1:3 e F1:4.
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Figura 13. Curvas referentes as andlises de DSC da SIN, do LAP, das formulac¢des F1:2, F1:3,
F1:4 e da MF1:1.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A SIN apresentou um evento endotérmico referente a temperatura de
fusdo em 139,99°C com calor de fusdo (AH) de -128,67 J.g' que esta de
acordo com o relatado na literatura (DRUGBANK, 2005).

A analise do LAP relatou um evento em 86,34°C com absorcao (AH) de
-365,72 J.g™', neste evento o Laponite® perde a agua presente em sua
composi¢cdo. Esse componente ndo apresenta nenhum evento endotérmico
relativo a fusdo, por se tratar de um precipitado amorfo (BYK ADDITIVES &
INSTRUMENTS, 2014).

As analises das formulacbées F1:2, F1:3 e F1:4 demonstraram um
primeiro evento endotérmico em 79,95°C com AH de 122,57 J.g™', 85,46°C com
AH de 125,81 J.g' e 65,35°C com AH de 108,14 J.g' respectivamente,
referentes a perda das moléculas de agua presentes em sua composigao. O
segundo evento das formulagdes ocorrera a 139,11°C com AH de 12,61 J.g™",
138,74°C com AH de 8,08 J.g' e 138,14°C com AH de 1,17 J.g"
respectivamente devido a fusdo da SIN que ocorre a uma temperatura até

1,85°C abaixo da reportada anteriormente pelo IFA isolado, no qual gerou
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consequentemente uma redugdo no calor de fusdo envolvido conforme a
proporcao do LAP aumenta na mistura. Por fim, em 276,21°C com AH de 8,43
J.g", 265,44°C com AH de 35,95 J.g"' e 306,79°C com AH de 12,45 J.g"’
devido ao evento exotérmico associado a degradacédo do IFA.

E por fim, a andlises da mistura fisica de SIN:LAP na proporgéo 1:1
(m/m) teve o primeiro evento em 71,79°C com AH de 480,45 J.g"' devido
liberacdo de moléculas de agua; o segundo evento a 139,11°C com AH de
41,12 J.g" referente a fusdo da SIN; e o Ultimo evento ocorreu em 277,92°C
com AH de 72,57 J.g", indicando a degradagdo da SIN. Com a andlise da
Figura 11 constata-se que a rotaevaporacgao influencia no primeiro evento das
analises, referente a liberagdo de moléculas de agua, sendo evidenciado na
analise da mistura fisica, no qual a proporcao de LAP é menor, e ainda assim
seu evento é mais intenso. Isso ocorre, pois, a solugéo preparada no item 4.2.2
fica submetido a uma temperatura de 60°C sob vacuo por aproximadamente
15 min, favorecendo a liberagdo das moléculas de agua presentes na estrutura
do LAP.

5.1.3 Analise termogravimétrica

A TG propicia uma analise quantitativa através do monitoramento da
variacdo de massa da amostra em relacdo ao tempo ou a temperatura
enquanto a mesma é programada (isotérmica ou rampa) sob uma atmosfera
especifica (inerte ou ar) (PENALVER et al., 2020). A Figura 14 mostra as
curvas referentes as TG: (a) SIN, (b) LAP, (c) MF 1:1 e das formulacées (d)

F1:2, (e) F1:3 e (f) F1:4, bem como suas respectivas primeiras derivadas.
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Figura 14. Curvas referentes as andlises termogravimétricas de: (a) SIN, (b) LAP, (c) MF1:1
e das formulagdes (d) F1:2, (e) F1:3 e (f) F1:4 e suas respectivas primeiras derivadas.
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A partir da derivada da TG apresentada na Figura 14 (A), observa-se
que a SIN sofre um processo de decomposi¢cao a 323,40°C, no qual ocorre
uma perda de massa de aproximadamente 99,9%, que corresponde a uma
degradacao total do esqueleto da estatina (LEDET]I et al., 2016).

Na Figura 14 (B) obtém-se um evento unico para LAP a 90,24°C
referente a perda de moléculas de agua adsorvidas na amostra, evidenciando
que até 800°C, temperatura analisada, ocorre a perda de massa do LAP,
porém de forma mais branda, ocorrendo uma perda percentual de 8,52459%
em uma variagao de mais de 700°C.

Na Figura 14 (C, D, E e F) verifica-se um evento antes de 90°C devido
a perda de agua presente no LAP referente a mistura fisica 1:1, formulagao
1:2, 1:3 e 1:4, respectivamente. A presenca do pico de degradagédo da
sinvastatina ocorreu em 306,50°C, 284,30°C, 274,90°C e 279,20°C,
respectivamente. Esses dois eventos ocorrem em temperaturas menores que
as reportadas na imagem A e B que tratam dos constituintes isolados, pois
trata-se de uma mistura, que ao contrario das substancias puras, suas
propriedades nao sao fixas, pois dependem da proporcdo dos componentes
presentes. A desidroxilagdo das camadas estruturais da argila sintética
tornam-se mais acentuadas em eventos a 435,00°C, 434,30°C, 528,70°C e
538,6°C respectivamente para MF1:1, F1:2, F1:3 e F1:4 (GHADIRI;
CHRZANOWSKI; ROHANIZADEH, 2014).

5.1.4 Difragao de raios-X de p6

A XRPD ¢é uma técnica cristalografica importante para a identificagao
direta de fases cristalinas em misturas complexas. Consiste no desvio da
diregdo, em angulagdes especificas, como uma propriedade intrinseca de cada
substancia sob a incidéncia de raios X (COSTA, 2017; VANMEERT et al.,
2018). A Figura 15 mostra os difratogramas da SIN e do LAP isolados, da
mistura fisica na proporg¢ao 1:1 SIN:LAP e dos pds obtidos no item 4.2.1 nas
proporcdes F1:2, F1:3 e F1:4 SIN:LAP.
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Figura 15. Difratogramas da SIN, do LAP, da MF1:1 e das formulagdes F1:2, F1:3 e F1:4.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

O padrao de difracdo de p6 de raios-X da SIN mostrado na Figura 15,
detectou picos intensos em 9,29° e 10,87° e dupletos intensos em 17,45° e
18,91°, caracteristicos da estrutura organizada de natureza cristalina da SIN
sem a presenca de polimorfos. Os resultados estdo de acordo com o reportado
na literatura, reforcando o resultado obtido pelo DSC o qual apresenta apenas
um evento endotérmico caracteristico da fusdo da SIN (FERREIRA, 2017; LU
et al., 2019).

O LAP XL21 apresentou baixas intensidades de difragao explicado pela
sua orientagao aleatéria corroborando com o perfil obtido pelo DSC (ZHOU et
al., 2018). Os desvios de difracdo mais intensas foram em 7,05°, 19,83° e
35,11°, indo de acordo com o relatado na literatura (HAMILTON et al., 2019).

Nos difratogramas da F1:2, F1:3 e F1:4, pode-se observar o padrao de
desvio observados para a SIN e o LAP isolados, reduzindo apenas a
intensidade da SIN conforme diminui sua quantidade nas proporgoes
analisadas enquanto aumenta a intensidade do LAP. Isto demostra que a

rotaevaporacgao do etanol nao influenciou na forma cristalina da SIN.



65

5.1.5 Microscopia eletrénica de varredura

As técnicas microscoépicas, tanto optica quanto a eletronica, possibilitam
uma anadlise qualitativa e quantitativa dos sdlidos através da observacao da
homogeneidade e determinacdo do tamanho e forma das particulas. A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) quando acoplada a espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X (EDS), além de fornecer informagdes sobre a
morfologia da amostra, pode trazer dados qualitativos de identificacdo dos
elementos quimicos presentes (BANDOPADHYAY et al., 2018; RIBAS, 2015).
A Figura 16 mostra as fotomicrografias referentes a analise por MEV da SIN e
do LAP isolados, das formulacdes F1:2, F1:3, F1:4 e da mistura fisica MF1:1.

Figura 16. MEV da a) SIN, b) LAP, c) F1:2, d) F1:3, e) F1:4 e f) MF1:1.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Na Figura 16, imagem A é possivel observar a morfologia em forma de
agulha caracteristica da SIN. Na imagem B, observa-se o agregado do LAP
XL21 com algumas camadas em sua superficie. Padrées do agregado do LAP
e dos cristais de SIN também s&o observados nas demais imagens (C, D, E e
F). O EDS foi realizado para identificar a composi¢cao da superficie em cada
mistura, e esta apresentado na Tabela 8. Para tal, foram identificas a presenca

de carbono, oxigénio, fluor, s6dio magnésio e silica.

Tabela 8. Anadlises de EDS para identificagdo de carbono, oxigénio, flior, sédio magnésio e
silica.

Atomos (%)

C 0] F Na Mg Si
85,88 5,91
SIN e e e e
(£#1,09) (+1,63)
8,72 45,04 0,85 1,50 10,92 24,78
AP (£1,02) (+1,61) (x0,10) (+0,21) (%0,25) (%1,78)
52,56 17,39 0,78 4,83 11,73
e (£33,22) (+13,68) (x0,6) (£5,25) (+11,47)
47,41 26,26 1,18 5,64 12,35
i (£33,81) (+16,04) (£0,51)  (+4,88) (+10,86)
24,67 35,85 0,54 8,01 19,32
A (£20,53) (+9,89) (+0,05) (£3,86)  (+8,28)
82,43 8,87
MF1:2 e 6,15 - -

(£5,01)  (+0,90)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Através da analise de EDS foi possivel verificar a presenca de apenas
carbono e oxigénio na analise da SIN pura e a presenca de fluor, sédio,
magnesio e silica além do carbono e oxigénio como os principais componentes
do LAP XL21 isolado, conforme descrito na literatura (KIMURA; HARAGUCHI,
2017).

Além disso, sugere-se que em algumas misturas de SIN e LAP nao

foram observados o fluor, sédio, magnésio e/ou silica, nas condigdes de



67

preparo de amostra utilizadas, evidenciando que as substituicbes do fluor
ocorrem de forma aleatéria e que a amostragem e a homogeneizagdo das
amostras sdo de extrema importancia.

Todos os dados apresentados até este momento evidenciam a pureza
dos materiais utilizados. Ainda apontam que a rotaevaporagao e adi¢gdo do
alcool na solugéo contendo SIN e LAP nao interferiu nas caracteristicas fisicas
de composigao e morfologia da superficie, ordenacéo cristalografica e vibragcao
dos atomos, apenas influenciando nos eventos de liberagdo da agua presente

na estrutura do LAP nas analises térmicas.
5.1.6 Doseamento

O doseamento consiste em um ensaio que tem como objetivo
quantificar o teor de substancia ativa podendo avaliar a qualidade das
formulagdes desenvolvidas através do auxilio de diversas técnicas analiticas.
O procedimento descrito na etapa 4.2.1 resultou em trés massas sélidas de
diferentes proporcées de SIN e LAP com seus respectivos rendimentos
apresentados na Tabela 9. Todas as solugbes obtiveram um rendimento
superior a 90%, sendo que a F1:3 obteve um rendimento acima de 100%,
possivelmente por néo ter secado o etanol por completo. Os resultados do
doseamento da SIN (Tabela 8) indicam que todas as amostras apresentaram
uma concentracgao (teor) na faixa preconizada na Farmacopeia Brasileira, que

indica valores nas monografias geralmente entre 90-110% (ANVISA, 2019a).

Tabela 9. Solugdes preparadas para secagem de solvente por rotaevaporacdo e seus
respectivos rendimentos.

Formulagao Porcentagens (%) Rendimento (%) Doseamento (%)

33,33 (SIN) 94,71 (+2,55)
F1:2 90,8581

66,67 (LAP)

25,00 (SIN) 96,42 (+4,58)
F1:3 103,4679

75,00 (LAP)

20,01 (SIN) 102,51 (+8,34)
F1:4 92,4564

79,99 (LAP)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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5.2 ESTUDOS DE PRE FORMULAGAO, DESENVOLVIMENTO E
CARACTERIZACAO DOS GEIS DE LAPONITE®

5.21 Estudos de viscosidade da pré-formulagciao e

desenvolvimento dos géis de Laponite®

De forma qualitativa, foi feita a analise comparativa do gel preparado
em agua ultrapura (UP) e em uma solugao hidroalcodlica contendo 80% agua
UP e 20% de etanol na concentracéo de 4% de LAP. Os géis formados a partir
da solugao hidroalcodlica solubilizam mais facilmente e possui uma coloragao
mais esbranquicada e menos translucida que as solucdes preparadas com
apenas agua ultrapura. Com os testes qualitativos realizados, observou-se
também que a formagao do gel ocorre visualmente a partir das solugdes

preparadas com 2% de LAP em um curto intervalo de tempo.

5.2.1.1 Avaliacéo da influéncia da concentragcéo do Laponite®

na viscosidade

A reologia € a ciéncia que estuda a resisténcia mecanica dos materiais
quando submetidos a tensdes ou deformacgdes, sob diferentes condigbes
termodinamicas (COSTA, 2021). Compreender as propriedades reoldgicas €
de grande importancia pois podem fornecer alguns parametros capazes de
auxiliar no entendimento da estrutura fisica ou quimica do material, fornece
uma analise comparativa, modelar o comportamento dinamico e o fluxo de
materiais, analisar os fendmenos reoldgicos especiais como transi¢cao sélido-
liquido, entre outros (SHAKEEL et al., 2019)

A viscosidade € o parametro da reologia mais estudado no qual avalia
a resisténcia de um material a deformacgéao ou ao fluxo por meio da fricgcdo ou
do tempo de escoamento de uma solugao sendo depende das caracteristicas
fisico-quimicas e da temperatura (LOPES et al., 2019). O seu entendimento
em formulagdes farmacéuticas € importante pois a velocidade de liberagao do
IFA e a concentragdo no local de agao estdo relacionadas a viscosidade
aparente, além disso, o conhecimento das propriedades de fluxo de um
produto como um gel para aplicagéo tépica pode ser usado para prever a
aceitabilidade dos consumidores (AULTON; TAYLOR, 2016).
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A anadlise da viscosidade aparente pode fornecer caracterizagao
estrutural de géis em termos da termodinédmica do processo de gelificagéo e
da concentragao critica dos gelificadores e solventes. O processo gelificagao
para a formacédo de um gel dependem de fatores como as interagdes soluto-
soluto e soluto-solvente (KAROYO; WILSON, 2017). Na intencao de averiguar
o tempo de gelificagcao das pré-formulagdes de LAP, a viscosidade aparente a
25°C para G2, G3 e G4 nos tempos 0, 4 e 24 h foram analisados e se

encontram descritas na Figura 17.

Figura 17. Viscosidade aparente a 25°C do G2, G3 e G4 ap6s 0, 4 € 24 h de seu preparo.
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a ANOVA demonstrou que estatisticamente a viscosidade aparente é diferente da
viscosidade de Oh (p<0,05). Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A viscosidade aparente do G3, por exemplo, foi de 17571605, 3675124
e 3709+275 cP para 0, 4 e 24h respectivamente. A analise estatistica entre
grupos demonstrou que o tempo de gelificagdo do LAP XL21 em solugéo
hidroalcodlica, em 0 e 24h apds seu preparo sao estatisticamente diferentes
(p<0,05), comprovando que o tempo de gelificagao influencia na viscosidade
aparente do gel e deve ser levado em consideragao. Enquanto a analise de 4
e 24h apos o preparo dos géis demostrou que estatisticamente sdo iguais
(p>0,05). No entanto, foi selecionando o tempo de 24 horas como tempo de

gelificacdo necessario para atingir a estabilidade dos géis.
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A analise da Figura 17 permite observar que a concentragdo de LAP
influéncia na viscosidade aparente da solugdo, sendo quanto maior a
concentracdo, neste caso de 4%, maior a viscosidade conforme descrito na
literatura (TOMAS et al., 2018).

A avaliacdo das mudancas nas viscosidades dos sistemas produzidos
em fung&o da temperatura, no qual foram selecionadas levando-se em conta
a temperatura ambiente (25°C), a fisioldgica da superficie da pele humana
(32°C) (OH et al., 2020) e do corpo (37°C). Os ensaios foram realizados e os

resultados se encontram na Figura 18.

Figura 18. Viscosidade aparente do G2, G3 e G4 descritas no item 4.3.1.1 ap6s 24 horas do
seu preparo a 25, 32 e 37°C.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A viscosidade aparente apds 24h do preparo para o G2 foi de 1417175,
21321250 e 63014 cP para 25, 32 e 37°C respectivamente, para o G3, foi de
37091275, 3744+217 e 30971387 para 25, 32 e 37°C, respectivamente.
Enquanto para o G4 foi de 3455315778, 3087314179 e 2367513884 cP para
25, 32 e 37°C respectivamente. A analise estatistica entre grupos demonstrou
que a variagao da temperatura a 25, 32 e 37°C para G2, G3 e G4 sao
estatisticamente iguais (p>0,05) indo ao encontro com o que é reportado na
literatura (BYK ADDITIVES & INSTRUMENTS, 2014). Vale ressaltar que para

cada analise foi utilizado uma aliquota nova da solucao preparada, tendo em
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vista que o LAP é um fluido com caracteristica tixotrépica sensivel ao
cisalhamento.

Nitidamente se observa uma discrepancia entre a viscosidade aparente
dos géis G2 e G3 para o0 G4, e isso devido a mudanga do spindle LV3 para o
LV4. Essa mudanca foi necessaria para obter dados confiaveis e reprodutiveis
segundo as recomendagdes do fabricante do equipamento, uma vez que a
solucéo de G2 é pouco viscosa enquanto a de G4 é muito viscosa.

Com os ensaios realizados anteriormente foi possivel definir como 24 h
o tempo necessario para o processo de gelificacao finalizar e estabilizar. Além
disso, como as viscosidades aparentes do G2 nas temperaturas analisadas
demonstraram-se mais baixas comparadas as demais decidiu-se exclui-lo das

proximas etapas deste estudo.

5.2.1.2 Avaliagdo da influéncia dos promotores de

permeagdo na viscosidade

Quando se compara as propriedades fisico-quimicas ideais para a
permeacao na administracao tépica (Tabela 2 do item 3.3.4) e as propriedades
fisico-quimicas da SIN (Tabela 1 do item 3.1), observa-se que apesar da SIN
possuir 0 peso molecular e o ponto de fusdo dentro dos valores ideais, seu Log
P € maior que o recomendado e sua solubilidade aquosa € muito menor que a
recomendada, nao conferindo uma boa permeacao na pele humana. Com isso,
o incremento de promotores quimicos de permeacao que atuam por
mecanismos diferente ao da solucdo hidroalcodlica se torna interessante
visando o aumento da permeacgao da SIN. Por esta razdo, os ensaios de
viscosidade dos pré-géis foram realizados a fim de avaliar as mudancas nas
propriedades reoldgicas dos sistemas produzidos em fungédo da concentragao
de LAP na presenca de 5% dos promotores de permeacgao, MIR e do ESQ,

sem a presenca do IFA. Os resultados se encontram na Figura 19.
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Figura 19. Viscosidade aparente dos pré-géis PG-3E, PG-3M, PG-4E PG-4M apés 24 horas
do seu preparo a 25, 32 e 37°C.

4500 -

500 - [ !

N

o

o

o
1

-

i
r | II —_T
500 -

PG-3E PG-3M PG-4E PG-4M
W25°C 32°C w37°C

Viscosidade aparente (cP)
= 2 N N W W
(e}
o
o

* a ANOVA demonstrou que estatisticamente viscosidade aparente € diferente da viscosidade
do PG-3E (p<0,05); ** estatisticamente a viscosidade aparente é diferente do PG-3M (p<0,05).

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Através da Figura 19 constata-se que a presenga dos promotores de
permeacao alterou a viscosidade aparente dos géis. A viscosidade aparente
do PG-3E a 25°C foi de 1120126 cP, enquanto para o PG-4E na mesma
temperatura foi de 2771+243 cP, sendo 2,47 vezes maior, conforme esperado,
ja que a concentragao de LAP é maior na solugao. Com isso, entende-se que
as insaturagdes presentes no ESQ néao influéncia de forma negativa na
formacéao do castelo de cartas do LAP. A analise estatistica comprovou que os
pré-géis de ESQ contendo 3 e 4% de LAP possuem viscosidades diferentes
(p<0,05). Portanto, para o ESQ definiu que a composigao do gel para preparar
uma formulagao contendo SIN e LAP a 4%, o qual foi nomeado de FESQ.

Para o MIR, a viscosidade aparente foi de 1713+38 cP e 773+8 cP para
o PG-3M e PG-4M respectivamente, reduzindo 2,21 vezes com o aumento de
1% de LAP. Acredita-se que o grupamento éster presentes no promotor
influéncia na formacao do castelo de cartas do LAP. A anadlise estatistica

também comprovou que suas viscosidades sao estatisticamente diferentes
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(p<0,05). Portanto, para O MIR definiu-se a concentragéo do LAP a 3% para a
formulacao contendo SIN, nomeada de FMIR.

5.2.1.3 Anadlise da viscosidade dos Géis de Sinvastatina e

Laponite®

As formulacbes contendo SIN apresentaram uma coloragdo branca,
conforme demonstrado na Figura 20, diferente das solugdes contendo apenas
a solucao hidroalcodlica ou agua. Para a formulagdo denominada FPS, sem
ESQ ou o MIR, definiu-se a concentracédo de LAP de 3% para nado precisar
haver a troca de spindle nas analises dos géis propostos. Os resultados da
viscosidade aparente da FSP, FMIR e FESQ se encontram na Figura 21,
juntamente com os valores obtidos anteriormente do G3, PG-3M e PG-4E, sem
a presenca do IFA com intuito comparativo.

Figura 20. Gel FSP apds 24h do seu preparo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Figura 21. Viscosidade aparente das formulagbes FMIR e FESQ a 25, 32 e 37°C em
comparagao com o G3, PG-3M e PG-4E.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A viscosidade das formulagdes a 25°C foram de 17311113, 980167 e
1820+£79 cP para FSP, FMIR e FESQ, respectivamente. A presenca de SIN
reduz 2,14, 1,74 e 1,52 vezes a viscosidade aparente das formulacdes FSP,
FMIR e FESQ quando comparados o seu pré-gel correspondente sem o IFA
(G3, PG3M e PG-4E, respectivamente). Portanto a formulagcao final mais
viscosa proposta foi a FESQ enquanto a menos viscosa foi a FMIR. Com as
viscosidades dos géis e suas composi¢des definidas foi feito a analise do teor

de SIN presente, o qual foi descrito a seguir.
5.2.2 Doseamento das formulagoes

O doseamento das formulacgdes foi realizado por CLAE com o obijetivo
de quantificar a SIN presente nos géis propostos. Os resultados obtidos foi de
95,64+12,58, 99,85+25,40 e 103,19+26,33% para o FSP, FMIR e FESQ,
respectivamente, estando de acordo com o preconizado na farmacopeia
brasileira (90-110%) (ANVISA, 2019a). Os resultados foram expressos em
funcdo da porcentagem de farmaco presente na formulagdo em relagdo ao
adicionado inicialmente, levando em consideracao as dilui¢cdes realizadas e a

massa do gel pesado a cada replicata.
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5.2.3 Estudo por Microscopia de Luz Polarizada

A MLP é um ensaio simples, barato e bem estabelecido para rapida
visualizagdo de dominios cristalinos qualitativamente nos materiais produzidos
(POLOWSKY et al., 2018). Este ensaio baseia-se na diferenca de
birrefringéncia dos dominios cristalinos sendo observadas pela presenca ou
auséncia de particulas luminosas. Por definigdo, a birrefringéncia é diferenca
entre os indices de refragdo gerado pelas diferentes dire¢cdes de propagacao
da luz (JUNIOR, 2020; PINTO, 2018). As imagens obtidas pela analise por

MLP se encontram na Figura 22.

Figura 22. Imagens de microscopia na presenca da luz polarizada com magnificagéo 3,0x para
a) G3, b) FSP, c) PG-3M, d) FMIR, e) PG-4E e f) FESQ.

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Na Figura 22 (imagem A) observa-se a birrefringéncia dos cristais
proveniente da presenga do LAP na solucdo hidroalcodlica. Isto confirma que,
apesar do processo de sintese envolvendo a combinagédo de sais de sodio,
magnésio e litio com silicato de sdédio a taxas e temperaturas controladas
produzirem um precipitado amorfo, na sequencia o LAP €& submetido a
cristalizagao parcial, justificando a presenca de cristais observados na imagem
(BYK ADDITIVES & INSTRUMENTS, 2014). Os cristais de LAP também séao
observados na imagem C e E no qual ndo ha a presenca da SIN nas amostras
analisadas.

Na imagem B, observa-se a birrefringéncia dos cristais de SIN dispersas
em solucdo da FSP, enquanto na imagem D os cristais se encontram
majoritariamente  em vesiculas formadas pelo MIR (TRUCILLO;
CAMPARDELLI; REVERCHON, 2019) e na F parte dos cristais se encontram
dispersos na FESQ e parte se encontram em vesiculas geradas na presenca
do promotor utilizado.

Considerando as propriedades lipofilicas da SIN (Tabela 1 item 3.1), o
IFA tende a se agregar mais facilmente com moléculas organicas em um meio
hidrofilico. Quando os promotores de permeacao sédo adicionados, a SIN se
agrega junto destes aumentando o empacotamento das cadeias organicas,
gerando sistemas com grandes aglomerados, que podem serem observados
em formas de microdominios hidrofébicos conforme as imagens D e F, Figura
20.

5.3 ESTUDOS DE PERMEACAO DA SINVASTATINA ex vivo EM PELE
HUMANA

Produtos tépicos destinados a acao local ndo se destinam a serem
absorvidos. No entanto, a liberacao do IFA a partir da formulagao farmacéutica
€ um pré requisito para que ocorra a acgao local (KANFER et al., 2017). Para
o transporte do IFA através da pele, os farmacos em geral devem ser liberados
na superficie da pele. Com o farmaco sdlido dissolvido na formulagdo, as
moléculas mais proximas a superficie da pele penetram o tecido e estas devem
ser repostas por outras moléculas que se difundirdo pela formulacdo em
diregdo a superficie da pele (AULTON; TAYLOR, 2016). O estudo de
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permeacdo ex vivo foi realizado com o intuito preditivo do desempenho das
formulagbes farmacéuticas em liberar a SIN simulando condigbes mais
semelhantes ao que ocorreria in vivo.

A permeacao da SIN na pele é regida por diversos fatores fisico-
quimico, tais como seu peso molecular, seu tamanho de particula,
componentes presentes na formulagdo, entre outros. Na Figura 23 pode-se
observar a quantidade de SIN permeada apds 24 horas de experimento para
cada formulacdo testada. Os dados apontam que ocorreu a permeagao de
menos de 0,01% de SIN para todas as formulacdes. A SIN demostra ter uma
alta interagcao com os constituintes lipidicos da pele, o que reduz sua taxa de
difusdo, dificultada também devida a sua alta massa molar, entdo de certa

forma esse resultado ja era esperado.

Figura 23. Quantidade de SIN permeada em 24 horas de ensaio ex vivo para a FSP, FMIR e
FESQ e seus respectivos desvios padrdes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Para a solucao receptora foi adotado o tampao PBS na faixa de pH
fisioldgico (7,4) na presencga do etanol na proporgao 70:30 no intuito de manter
a condigao sink para a SIN (PARHI; PADILAM, 2018). Ao avaliar-se o total
permeado, a maior parte da SIN permaneceu retida na epiderme, como
mostrado na Figura 24. A afinidade da SIN pela epiderme em relagéo a derme
(Figura 22) pode ser atribuido ao carater lipofilico da molécula (log P = 4,68)
(DRUGBANK, 2005). Esta alta interagdo com os constituintes lipidicos da pele

reduz a taxa de difusao na pele.
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Figura 24. Quantidade de SIN retida na derme e na epiderme para a FSP, FMIR e FESQ com
seus respectivos desvios padroes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A retencdo da SIN na epiderme para FSP, FMIR e FESQ foi de
3,46+0,96, 4,69+0,69 e 3,49+1,54 ug.cm2, respectivamente. Por se tratar de
um ensaio biolégico, conforme preconizado pelo guia n° 20, referente aos
requisitos de qualidade para o registro de produtos topicos e transdérmico, o
emprego de tecido humano propicia certa variabilidade aos resultados
(ANVISA, 2019b). Com objetivo de atingir resultados mais exatos, as analises
foram realizadas com maior nivel de repeticdo. Devido a isso, os desvios
encontrados foram mais elevados, porém sem prejudicar a confiabilidade dos
resultados. Visualmente, constata-se (Figura 24) que a FMIR permeou mais
que o FSP e FSQ, porém, a ANOVA e andlise entre grupos Tukey-HSD
demonstraram que estatisticamente a presenca dos promotores de
permeacao, ESQ e MIR, nao influenciaram na permeagao da SIN (p>0,05).

Levando em consideragdo que as trés formulagbes possuem agua,
etanol e o proprio LAP em comum atuando como promotores de permeacgao a
presenga do MIR e do ESQ ndao demonstrou o desempenho satisfatério na
intensificagcao da retengao da SIN na epiderme e na derme. Sendo o FMIR com
os valores médios maiores e os desvios menores obtendo o melhor
desempenho na retengao da SIN na derme e na epiderme. A Tabela 10
apresenta os valores em porcentagem da SIN na solugcdo receptora, na
epiderme e derme em comparacao a quantidade de SIN presente na solugao

doadora.
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Tabela 10. Porcentagem de SIN presente na solugdo doadora no tempo zero e a permeada
apos 24 horas de ensaio, em relagcao a quantidade presente na solugdo doadora, para a FSP,
FMIR e FESQ presentes na solugdo receptora, na epiderme e na derme e seus respectivos
desvios padrdes.

Doseamento FSP (n=4) FMIR (n=5) FESQ (n=5)

Solugao

doadora 120 (%) 9870 (£0.69) 99,85 (£25,40) 103,19 (+26,33)

Solugao
receptora (%)

Epiderme (%)  0,0152 (£0,0030) 0,0233 (+0,0095) 0,0120 (£0,0049)
Derme (%)  0,0099 (0,0012) 0,0147 (+0,0047) 0,0120 (£0,0071)

0,0049 (+0,0014) 0,0056 (+0,0039) 0,0056 (+0,0021)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A inclusdo do ESQ e do MIR no gel foi realizada na intengdo de
aprimorar a permeacéao da SIN na pele, ja que ambos atuam por particado na
estrutura lipidica no estrato cérneo diferentemente da agua e do etanol.
(SOARES et al., 2015).

No item 5.2.1, foi discutido que a viscosidade aparente das formulagdes
farmacéuticas influenciam na velocidade de liberagao do IFA e a concentracao
no local de acéo (AULTON; TAYLOR, 2016). No item 5.2.1.3 foi evidenciado
que a viscosidade da formulacdo FMIR é menor que a da FESQ e FSP,
podendo ser esse o fator que esta influenciando na maior liberagao da SIN na
FMIR, mesmo que em baixa intensidade.

Para um melhor entendimento, necessita-se de mais estudos a fim de
compreender melhor como o LAP influencia na permeagao do IFA na pele. A
literatura disponivel até o momento também ndo traz informag¢des mais
detalhadas sobre esta questado, principalmente por se tratar de um produto
que, apesar de antigo, ainda foi pouco explorado na area farmacéutica.

A tabela 10 indica que a maior parte da SIN n&o atingiu a pele,
permanecendo em sua maior parte na solugdo doadora, mas revela que, ao
romper a barreira do estrato cérneo, fica em sua maior parte concentrada na
epiderme devido a sua alta interagdo com os constituintes lipidicos da pele.
Como a intengao do gel proposto foi a de obter o efeito local, para a SIN poder
atuar no tratamento tépico do melanoma, a maior concentragcéo do farmaco na

epiderme é desejada (PARCHEN et al., 2020). Com isso, demonstra-se que o
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gel proposto é promissor para o tratamento topico do melanoma, assim que a

barreira do estrato cérneo é rompida.
5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A analise antimicrobiana é medida através da concentragao inibitéria
minima (CIM) que analisa a menor concentragdo de substéncia necessaria
para inibir o crescimento bacteriano (VAN DE VEL et al., 2017). A atividade
antibacteriana de substancias pode ser avaliada por diferentes métodos, sendo
0s mais conhecidos: o método de difusdo em agar por pocgo, disco-difuséo e
métodos de macrodiluicdo e microdiluicdo. Para medir quantitativamente a
atividade in vitro de uma substancia, tanto os métodos de difusdo em agar ou
em diluicbes em caldo sao igualmente aceitaveis (BONA et al., 2014).

No entanto, como a diluigdo do agar € um meétodo tedioso e demorado
em relacido a outros testes de sensibilidade, ndo é usado rotineiramente nos
laboratorios de microbiologia. A microdiluigdo em caldo é a técnica base para
a maioria dos testes de sensibilidade automatizados, portanto é o método mais
utilizado na determinacéo da CIM (BALLESTERO-TELLEZ et al., 2017). Além
disso, 0 método da microdiluicdo utiliza pequena quantidade de amostra e de
solventes, e ainda possibilita a realizagdo de analises simultaneas em uma
mesma placa.

Como descrito no item 3.5.1, estudos disponiveis na literatura apontam
a SIN como um ativo em potencial no tratamento de diversos disturbios
patolégicos. Outra aplicagdo da SIN off label que se torna interessante no
tratamento do melanoma € a cicatrizacao de feridas e a agao antimicrobiana
para Staphylococcus aureus, uma bactéria que frequentemente causa infecgao
em humanos (SURINI et al., 2018).

Foi reportado na literatura que as ligagdes 2:1 entre as folhas
tetraédricas de duas camadas sao mais fracas, como ocorre com o LAP. Isso
ocasiona, para as argilas neutras, um espacgo desocupado entre as camadas
ou ocupado por cations contrabalanceados. Propriedades como essas sao
adequadas para aplicacdes onde o excesso de liquido precisa ser removido,
incluindo em feridas auxiliando na cicatrizagdo (GASKELL; HAMILTON, 2014).
Devido a isso, foi feita a avaliagao da atividade antibacteriana dos constituintes

dessa formulagao proposta isoladamente em bactéria gram-positiva e gram-
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negativa, uma vez que esta agdo é desejada em feridas de melanoma por
auxiliar no processo de cicatrizagdo como tratamento auxiliar.

Estudos realizados por Hamilton e colaboradores demostraram que o
LAP XL21 ndo apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus
epidermidis (gram-positiva), Pseudomonas aeruginosa (gram-negativa) e
Cutibacterium acnes (gram-positiva). Uma das justificativa levantada pelos
autores € devido aos cations presentes na camada interna do LAP serem
predominantemente Na*, que nao tem atividade antibacteriana inerente ao
contrario de outros cations metalicos, como prata, cobre e zinco (HAMILTON
et al., 2019). Como n&o foi encontrado nenhum trabalho associando o LAP
XL21 na avaliagdo da atividade antimicrobiana contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, decidiu testar sua acado de forma
isolada para estas bactérias e na presenca da SIN.

Para a SIN um estudo recente realizado por Akbarzadeh e
colaboradores avaliando-se as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli por microdiluicdo em caldo apresentou uma CIM de 125 pg.mL-’
(AKBARZADEH et al., 2021) exatamente o mesmo valor encontrado nos
ensaios realizados nesse projeto. Os resultados para a cepa Staphylococcus
aureus e Escherichia coli encontram-se na Tabela 11 e 12, respectivamente.
Para a bactéria gram-positiva, o LAP e a MF 1:1 nao inibiram o crescimento

em nenhuma das concentracdes testadas.

Tabela 11. Resultado do estudo microbioldgico da SIN, LAP, MF 1:1, MIR e ESQ para a
bactéria Staphylococcus aureus. Incolor = sem crescimento microbioldgico, rosa = com
crescimento microbioldgico.

Bactéria gram-positiva: Staphylococcus aureus

Concentragdes MF 1:1 ESQ
SIN (n=2) LAP (n=2) MIR (n=2)

(hg.mL™) (n=2) (n=2)

250,00 Incolor Rosa Rosa Rosa Rosa

125,00 Incolor Rosa Rosa Rosa Rosa

62,50 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa

31,25 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa

15,62 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa

7,81 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa

3,90 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Tabela 12. Resultado do estudo microbiolégico da SIN, LAP, MF 1:1, MIR e ESQ para a
bactéria Escherichia coli. Incolor = sem crescimento microbiolégico, rosa = com crescimento
microbiolégico.

Bactéria gram-negativa: Escherichia coli

Concentragdes MF 1:1 ESQ
SIN (n=2) LAP (n=2) MIR (n=2)

(Wg.mL") (n=2) (n=2)
250,00 Rosa Rosa Rosa Incolor Incolor
125,00 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa

62,50 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa
31,25 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa
15,62 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa
7,81 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa
3,90 Rosa Rosa Rosa Rosa Rosa

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Para a cepa gram-positiva (Tabela 11), apenas a SIN isolada
apresentou uma CIM de 125 ug.mL-' enquanto o LAP, ESQ, MIR e a MF1:1
nao demonstraram uma CIM para concentragcdes analisadas. Enquanto, para
a bactéria gram-negativa (Tabela 12), o LAP, a SIN e a MF1:1 néo
apresentaram inibicdo no crescimento nas concentracoes testadas, entretanto
o0 ESQ e o MIR obtiveram uma CIM de 250 pg.mL-".

Os controles realizados na presenca dos microrganismos no caldo, na
solugcdo salina e na solugcdo salina na presengca de DMSO demonstram
crescimento como esperado. Isto comprova que as solugdes testadas nao
inibem o crescimento da bactéria. Nos controles realizados com as amostras
nao foram observados o crescimento de micro-organismos, comprovando que

as solucgdes utilizadas e as amostras estavam estéreis.
5.5 AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA SIN

Conforme demonstrado no item 3.1.2, a SIN foi reportada na literatura
com potencial acdo no tratamento de melanoma via inibicdo de seu
crescimento. A fim de confirmar essa ac¢ao, a avaliagao in vitro da atividade

citotoxica da SIN foi realizado em parceria com o Grupo de Estudos de
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Interagdes entre Micro e Macromoléculas (GEIMM) na UFSC, e observou que
a SIN, possui acgao citotéxica inibindo o crescimento do melanoma murino
(B16-F10) confirmando seu potencial uso no tratamento de melanoma

conforme reportado na literatura.

O ensaio de citotoxicidade da SIN nas células B16-F10 por 24 e 48h se
encontram na Figura 25. As células foram incubadas com concentragdes
crescentes de SIN e a viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio
com resazurina. Os resultados expressam a média + erro padrdo da média
(EPM) de dois ensaios independentes realizados em triplicata.

Figura 25. Efeito citotdxico da sinvastatina na linhagem B16-F10 apds 24 (A) e 48 h (B) de

tratamento.
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Fonte: Elaborado por Adny Henrique Silva do GEIMM — Grupo de Estudos de Interagbes entre
Micro e Macromoléculas da UFSC, 2017.

De acordo com a Figura 25, a CCso da sinvastatina para linhagem
B16F10 foi de 44,13 e 3,13 umolL' em 24 e 48 h de tratamento,
respectivamente. Com os valores obtidos compreende-se que o tratamento de
48 horas é mais eficaz por apresentar um CCsomenor. Este resultado evidencia
a eficacia da SIN em inibir o crescimento das células de melanoma, indo ao

encontro com o reportado na literatura.

5.6 ESTUDOS DE ESTABILIDADE ACELERADA DO GEL DE LAPONITE®,
SINVASTATINA E MIRISTATO DE ISOPROPILA

O teste de estabilidade de produtos farmacéuticos € um procedimento
complexo realizado para avaliar a qualidade, seguranca e eficacia das

formulagdes (GAYATRI et al., 2019). Este ensaio verifica a capacidade do IFA
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em um determinado sistema de embalagem em permanecer dentro das
especificacdes estabelecidas para manter a qualidade e manter o desempenho
desejado durante o periodo analisado (NARAYAN; MANUPRIYA, 2017).
Segundo a ANVISA, agéncia reguladora brasileira, através da resolugao
RDC N° 318, de 6 de novembro de 2019, os estudos de estabilidade acelerado
sdo analise projetada para averiguar as possiveis alteragdes fisicas, quimicas
e microbiolégicas de IFA ou formulagdes, em condigbes forcadas de
armazenamento (ANVISA, 2019c). Esse estudo foi realizado em periodo de 28
dias, a 25 e a 40°C, sendo avaliada nos tempos zero, 7, 14 e 28 dias, conforme

Figura 26.

Figura 26. Esquema exemplificando os estudos de estabilidade acelerada realizada com a
FMIR e FSP.

Estudos de estabilidade acelerada pp
Condicoes de armazenamento: estufas a 25+0,1°C e a 40+0,1°C E

Zero 7 dias 14 dias 28 dias

teor teor teor teor
pH pH pH pH
viscosidade viscosidade viscosidade viscosidade
Contagem microorganismos Contagem microorganismos
vidveis vidveis

Fonte: Elaborado por Hellen Stulzer, 2021.

Devido a questao de tempo, optou-se em fazer um estudo reduzido de
4 semanas, como realizado por Gayatri e colaboradores (GAYATRI et al.,
2019). Além disso, salienta-se que a FESQ ndo foi testada devido ao resultado
insatisfatorio apresentado anteriormente no ensaio de permeacao descrito no
item 5.3. Portanto, testou-se a FSP juntamente com a FMIR a fim de comparar
o impacto do MIR na estabilidade do gel e o resultado do teor, pH e da

viscosidade aparente se encontram nas Figuras 27, 28 e 29, respectivamente.
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Figura 27. Teor da SIN na FSP e FMIR durante 28 dias no estudo de estabilidade acelerada.
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(p<0,05). Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Figura 28. Acompanhamento do pH para a FSP e a FMIR durante 28 dias no estudo de
estabilidade acelerada.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Figura 29. Viscosidade aparente da FSP e da FMIR durante 28 dias no estudo de estabilidade
acelerada.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Em relagédo aos ensaios fisico-quimico do teor da SIN realizado (Figura
27), no dia zero, foi de 83,74%16,11 e 83,57%=0,12 para FSP a 25°C e 40°.
Ja para a FMIR a 25°C e 40°C os valores calculados a partir dos dados
experimentais foram 79,94%+15,39, 74,47%+4,88, respectivamente. Através
da andlise grafica, observa-se que a temperatura de armazenamento influencia
no teor de SIN mais intensamente na FMIR do que na FSP. Esse fato pode
estar relacionado a degradacao da SIN na presenca do MIR, que devido a uma
temperatura mais elevada, foi acelerada comparado com a FMIR a 25°C.

As formulagdes foram preparadas 24 h antes do envase e tiveram seu
pH ajustado ao valor de 5,00+0,50 (pH para aplicagdo topica). Pode-se
observar que no dia 0, ap6s 24h do preparo, o pH das formulagdes aumentou
durante o processo de gelificagdo para 6,52+0,01, 6,51+£0,01, 5,85+0,01 e
4,8810,01 para FSP e FMIR a 25 e 40°C, respectivamente. O pH médio obtido
no dia 28, considerando os valores obtidos para as replicatas a 25°C e a 40°C,
para a FSP foi de 7,00+0,05 e da formulacdo FMIR de 6,25+0,11. Com isso,
conclui-se que os valores de pH aumentaram, sendo que a FMIR teve uma
variagao menos acentuada quando comparado a FSP. Essa variagao pode ter
sido ocasionada devido ao LAP que em solugao possui um pH elevado (pH>9).

Visualmente observa-se que a partir do dia 7 o pH dos meios sao estabilizados
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(Figura 28), mesmo que estatisticamente os valores ndo possuem diferenca
quantitativa (p>0,05).

A viscosidade aparente (Figura 29), no dia zero, foi de 2331+56,
17531409 cP para FSP a 25°C e 40°C, respectivamente. Para a FMIR os
valores nas mesmas temperaturas foram 278+14 e 264163 cP,
respectivamente. Quando comparados os valores para a FSP a 25°C descritos
no item 5.2.1.3, a FSP que foi armazenada a 25°C teve sua viscosidade
aumentada em 1,35 vezes nas primeiras 24h, enquanto a amostra em 40°C
permaneceu com valores préximos aos descritos no item 5.2.1.3. Para FMIR
observou-se uma redugdao de 3,52 e 3,71 vezes para as amostras
armazenadas a 25°C e 40°C, respectivamente. Como trata-se da producao de
novos lotes dos géis uma pequena variagao dos valores analisados ja eram
esperados, porém, como a variagao foi alta, um estudo mais aprofundado dos
fatores que possam estar influenciando a formacdo do gel teria que ser
realizado, uma vez que foram mantidas as condi¢cées experimentais.

Para cada amostra a cada temperatura nos dias zero, 7, 14 e 28 foram
analisados através da ANOVA os resultados apresentados para o doseamento
(Figura 27), pH (Figura 28) e viscosidade aparente (Figura 29) comprovando
que estatisticamente os valores obtidos sao iguais (p>0,05). Portanto ndo ha
diferencga estatistica entre os dias nos resultados para cada grupo analisado.

Foi aplicado também a analise entre grupos para cada amostra, a cada
ensaio, comparando o armazenamento na temperatura de 25°C e 40°C,
comprovando que o doseamento apenas da FSP, o pH e a viscosidade de
ambas as amostras avaliadas sao estatisticamente iguais para as
temperaturas analisadas (p>0,05). Enquanto o doseamento da FMIR nas
temperaturas a 25°C sao estatisticamente diferentes ao de 40°C (p<0,05)
comprovando o que foi observado na Figura 27.

Os testes microbiologicos de contagem do numero total de micro-
organismos mesofilicos em placa, tanto para a FSP quanto para FMIR, ndo
apresentaram crescimento de bactérias e fungos nos dias testados em
nenhuma das replicatas realizadas. Assim, demonstra-se que mesmo sem o

uso de conservantes, durante o tempo analisado ndo houve crescimento



88

bacteriano ou fungico, fato este que é relevante, visando um futuro uso do gel
no tratamento do melanoma.

Apesar do estudo em tempo reduzido, foi possivel indicar que a
formulagdo FSP é mais estavel, em relagdo aos parametros analisados, da
FMIR. Ainda, a producgéo do gel FSP & mais simples e barata devido a menor
quantidade de matéria prima necessaria, trazendo vantagens econémicas para
a industria farmacéutica, uma vez que a ANOVA demonstrou que
estatisticamente tanto a FSP quanto a FMIR desempenharam a mesma

capacidade de permeacao em pele humana.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho, o desenvolvimento de duas formulagdes, denominadas
FSP e FMIR, para auxiliar no tratamento de melanoma foram desenvolvidas e
caracterizadas com sucesso. A analise do teor de SIN demonstrou valores
meédios acima de 95%, estando de acordo com os valores previstos na
Farmacopeia Brasileira em inumeras monografias de medicamentos. Os
ensaios preliminares da citotoxicidade da SIN em células de melanoma murino
foram promissores, apresentando uma CCso de 44,13 e 3,13 umol.L-"em 24 e
48 h de tratamento, afirmando o efeito da SIN relatado na literatura.

Além disso, os promotores de permeacao ESQ e MIR ndo influenciaram
estatisticamente a permeagao ex vivo da SIN (p>0,05). Enquanto os ensaios
de estabilidade acelerada, mesmo que realizado em 28 dias, demostraram que
a formulacdo FSP permaneceu estavel em condicdo de armazenamento de
40°C, diferentemente da FMIR, no qual o teor de SIN reduziu, sugerindo a
degradacéao do IFA na formulagao.

Esses resultados demostraram que a formulagdo FSP é promissora para
atuar no tratamento auxiliar do melanoma, uma vez que este estudo indicou
que o IFA dispde de atividade citotdxica, podendo inibir o crescimento das
células tumorais, e de atividade microbiana contra S. aureus, inibindo o
crescimento bacteriano nas feridas tratadas, auxiliando no processo de
cicatrizagdo. Além disso, o LAP, utilizado como modificador reolégico, ainda &

pouco explorado pela industria farmacéutica e cosmética.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante os experimentos realizados com o LAP, foi observado que a
quantidade do gel preparado, seja de 50mL ou 300mL, influéncia nas
propriedades mecanicas do gel. Portanto, gostaria de realizar uma otimizagao
mais aprofundada na forma de preparo dos géis, com controle da temperatura
ambiente e de armazenamento, ja que esta etapa demostrou influenciar
diretamente na reprodutibilidade dos resultados de caracterizacdo dos
mesmos. Além disso, os microdominios observadas por MLP na FMIR nao
eram esperados e chamaram atengéo para futuras investigagdes na influéncia
da liberagéo do IFA através da pele.

Ademais, deseja-se concluir os estudos em células de melanoma com
LAP XL21 isolado e em mistura com SIN e futuramente aplicar o gel in vivo,
através do uso de modelo animal, para se ter uma avaliagdo mais precisa do

seu comportamento e eficacia.
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APENDICE A - Desenvolvimento e validagdao da metodologia analitica
por UV/Vis

1. METODOLOGIA

A metodologia analitica foi desenvolvida levando-se em conta os dados
descritos na literatura e na Farmacopeia Brasileira (ANZILAGGO, 2017;
CONVENTION, 2019). Para tal, utilizou-se um espectrofotdbmetro de absorgao
no Ultravioleta de duplo feixe no modelo Cary 50 da Varian (Califérnia, Estados
Unidos da América) tendo como comprimento de onda selecionado para as
analises de 238,5 nm.

A validagdo do método analitico foi realizado seguindo os parametros
de especificidade, linearidade, limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ),
exatidao e precisao preconizados na Resolugdao RDC n° 166 de 24 de Julho
de 2017 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017) e Q2R1

Guideline International Conference on Harmonization (ICH) (ICH, 2005).
1.1 Especificidade

A especificidade do método foi determinada através de uma varredura em
modo SCAN de 200 a 400 nm de uma solugéo contendo 15 ug.mL" de SIN e
LAP em acetonitrila. Além disso, foi realizada a comparagao da absorbancia
de uma solugdo A contendo 10 ug.mL"" de SIN em 50:50 metanol/agua e uma
solugdo B e C contendo 10 pg.mL" de SIN em metanol/0,5% de LAP aquoso
(50:50). A solucao A e B teve o equipamento zerado com uma solugéo 50:50
metanol/agua, enquanto a solugdo C teve o equipamento zerado com uma
solugao de metanol/0,5% de LAP aquoso (50:50).

1.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela regressao linear através da
construcao de trés curvas de calibracdo nas concentracdes de 5, 10, 13, 15,
18 e 20 yg.mL™" preparadas a partir de uma solugdo padrao de 1000 pg.mL"’
de SIN. Para a solucao padrao, pesou-se 10 mg de SIN que foi adicionada em
baldao volumétrico de 10 mL e dissolvida em acetonitrila. Aliquotas da solugao
padrao foram diluidas em baldo volumétrico de 5 mL em acetonitrila e tendo
as leituras analisadas em cubeta de 3 mL de quartzo com o caminho éptico
de 1 cm.
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O limite de detecgéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinadas a

partir das equacdes 1 e 2:
LD =33 (1)
LQ =10% (2)

onde o é o desvio padrao do intercepto das curvas com eixo Y e S é a
inclinac&o da curva de calibragcao (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

1.3 Precisao e Exatidao

A precisdo e a exatidao foram calculadas através do coeficiente de
variacao (CV), também chamado de desvio padréo relativo (do inglés, relative
standard deviation, RSD), no qual a precisdo foi determinada pela
repetibilidade (intradia) através da quantificagdo de seis amostras da F1:3 de
mesma concentracgdo de SIN (15 uyg.mL-") realizadas no mesmo dia. A exatidao
do método foi avaliada pelo ensaio de recuperacgao a partir da sextuplicada da
amostra F1:3 na concentragao tedrica de 5 yg.mL™", no qual foi fortificado com

10 ug.mL"" de padrao da SIN, obtendo uma concentragao final de 15 ug.mL-".
1.4 Robustez

A robustez do preparo de amostra foi realizado através da analise da
estabilidade da amostra F1:3 e do padrao preparados em acetonitrila 72 horas

apos sua preparacao em triplicata.
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2. RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente foi realizada uma varredura de uma solucédo de SIN e LAP
em acetonitrila na mesma concentragao (15 yg.mL"), conforme observado na
Figura 28. A sinvastatina apresentou dois picos de absor¢ao maximo, em 239,5
nm e outro em 230,1 nm. Assim, o comprimento de onda de 238,5 nm foi
selecionado para quantificar a SIN conforme descrito na literatura
(ANZILAGGO, 2017). Enquanto o Laponite® apresentou picos de absorgio
entre 200 a 350 nm, porém sem um pico de absor¢ao maxima (Figura 30). A
especificidade da SIN também foi realizada através da comparacdo da
absorbancia de trés solucdes: A, B e C conforme descrito no item 4.2.2. Os

resultados se encontram na Tabela 13.

Figura 30. Especificidade do método a partir da analise em modo SCAN no espectrofotdmetro
de absorgédo no UV na faixa de 400 nm a 200 nm, no qual: a) linha preta: sinvastatina e b)
linha vermelha: Laponite® na mesma concentragéo (15 ug.mL").

1 -
0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 N—_

0

Absorbancia (u.a.)

200 230 260 290 320 350 380
Comprimento de onda (nm)
——LAP 15 yg/ml ——SIN 15 pg/ml

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Tabela 13. Comparagao entre as absorbancias da solugdo A, B e C que refere a solugao
contendo SIN em metanol/agua (50:50), SIN em metanol/0,5% de LAP aquoso (50:50) e SIN
em metanol/0,5% de LAP aquoso (50:50) com o equipamento zerado com uma solugdo de
metanol/0,5% de LAP aquoso (50:50), respectivamente.

Solugao Absorbancia (u.a.)
A 0,6122 (+0,0142)
B 0,9361 (+0,0193)
C 0,6009 (+0,0244)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Através da analise dos resultados obtidos na Tabela 13 péde-se verificar a
necessidade de considerar a absorbancia do Laponite® no comprimento de
onda selecionado para a quantificagdo da sinvastatina pelo método descrito.

A linearidade, LD, LQ, precisao, exatidao e a robustez do método analitico

para a determinacdo da sinvastatina podem ser encontrados na Tabela 14.

Tabela 14. Linearidade, LD, LQ, precisado, exatidao e a robustez para validagdo do método
proposto.

Concentragéo ug.mL-"

: : CV (%)
(médiatdesvio padrao)
Preciséao 14,64+0,35 2,40
Exatidao 14,00+0,70 5,04
Robustez (padrao) 14,55+0,51 3,51
Robustez (amostra
F1:3) 14,87+0,38 2,56
Linearidade 5-20
Regresséo Linear y =0,057x - 0,0629
r 0,9998

LD 0,74 -
LQ 2,25 -

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Conforme a resolugcédo n° 166 de 24 de Julho de 2017 da ANVISA, o
critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) deve ser = 0,99,
enquanto o valor maximo aceitavel para a precisao e exatiddo do método nao
pode ser superiores a 5% (ANVISA, 2017). Foi aplicado o teste t de Student
no teste de robustez em relagdo a curva de calibragdo mostrando que sao
estatisticamente iguais (p > 0,05). Portanto, o método proposto pode ser

considerado linear, preciso, exato e robusto.
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APENDICE B - Desenvolvimento e validagdao da metodologia analitica
por CLAE

1. METODOLOGIA

A metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para quantificacdo da SIN teve como base na Farmacopeia Brasileira
e os dados descritos na literatura (ANZILAGGO, 2017; CONVENTION, 2019).
As anadlises foram desenvolvidas em um cromatégrafo Shimadzu LC-10A
(Kyoto, Japao) equipado com bomba LC-10A, degaiseficador DGU-14A,
detector de luz UV SPD-10A em 238 nm e auto injetor SCL-10A. As condi¢des
cromatograficas incluem a utilizacdo de uma coluna de fase reversa
Phenomenex Luna® 5u C18 (250 x 4,6 mm) mantida a temperatura de 25 °C.
A fase moével foi composta por acetonitrila e agua (85:15 v/v) com fluxo de 1,0
mL.min"" e volume de injecdo de 20 pL. Os dados obtidos foram avaliados
através do software CLASS-VP® V 6.14.

A validagdo do método analitico foi realizado seguindo os parametros
de especificidade, linearidade, limites de detecc¢ao (LD) e quantificacdo (LQ),
exatidao e precisdo preconizados na Resolu¢cdao RDC n° 166 de 24 de Julho
de 2017 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA,
2017) e Q2R1 Guideline International Conference on Harmonization (ICH)
(ICH, 2005).

1.1 Especificidade

A especificidade do método foi determinada através das analises
comparativas das areas e do perfil do pico das amostras fortificadas na
concentragéo de 5 ug.mL-' de SIN na presenca dos constituintes interferentes
das formulacdes propostas e nos ensaios realizados. Assim, analisou a SIN na
presenca da pele apdés o contato com acetonitrila, para precipitacdo das
proteinas presentes e apds o contato com o meio receptor (tampao PBS pH
7,4 e etanol na proporgao 70:30). Além disso, analisou-se a SIN na presenga
do LAP, ESQ e MIR a 1% diluido em fase mével para garantir que os
constituintes das formulacbes e do ensaio ex vivo ndao absorvessem no

comprimento de onda selecionado para quantificar a SIN.
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1.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela regressao linear através da
construcao de trés curvas de calibragédo nas concentracgdes de 0,30, 0,50, 1,00,
2,50, 5,00, 10,00 e 15,00 yg.mL"" preparadas a partir de uma solugdo padrao
de 1000 pug.mL" de SIN. Para a solugéo padréo, pesou-se 10 mg de SIN que
foi adicionada em baldo volumétrico de 10 mL e dissolvida em acetonitrila. A
partir da solugdo estoque padrao foi preparado em acetonitrila solugdes
contendo 50 yg.mL" e 5 ug.mL-! de SIN para facilitar as diluigdes. As diluigbes
foram realizadas nos vials diretamente em fase movel.

O limite de detecgéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinadas a

partir das equacgdes 1 e 2.

LD = 3,3% (1)
LQ = 10% (2)

onde o é o desvio padrdo do intercepto das curvas com eixo Y e S é a
inclinacéo da curva de calibragcao (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

1.3 Precisao e Exatidao

A precisao e a exatidao foram calculados através dos coeficientes de
variagdo (CV), no qual a preciséao foi determinada pela repetibilidade (interdia)
através da quantificacdo de seis amostras de SIN (5 pg.mL™"). A exatiddo do
método foi avaliada pelo ensaio de recuperagado a partir da sextuplicada do
doseamento do gel contendo 7,50 mg.mL-'de SIN, 5% de MIR e 3% de LAP.
Para tal, pesou-se aproximadamente 150 mg do gel com o auxilio de uma
espatula (apés homogeneizagdo mecanica), adicionou-se 50 mL de acetonitrila
e levou-se a um banho ultrassénico por 10 minutos. Apds esse tempo, com
auxilio de tubos falcon, uma parte da solugao foi centrifugada por 15 min e

diluida em fase movel na proporcéo de 1:3 e quantificadas por CLAE.
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2. RESULTADOS E DISCUSSOES
2.1 Especificidade

O ensaio de especificidade foi realizado com o intuito de garantir que os
demais constituintes utilizados nas formulagdes e nos ensaios nao
interferissem na metodologia analitica desenvolvida para quantificar a SIN. Os

resultados obtidos podem ser observados na Figura 31.

Figura 31. Especificidade do método desenvolvido por CLAE para analise de SIN na presenca
de: na pele em acetonitrila, na pele em meio receptor utilizado no ensaio de permeagao, em
fase movel na presenca de 1% de LAP, 1% de ESQ e 1% de MIR.

L

0o 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 50 85 70
Tempo de retencao (min)

— SIN5ug.mL’ — Pele emACN; SIN5ug.mL! — Pele (meio receptor); SIN 5 ug.mL"
— 1% LAP; SIN5ug.mL” — 1% ESQ; SIN5 ug.mL”’ — 1% MIR; SIN 5 ug.mL™
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

As analises resultaram em um CV menor que 5%, garantido que os
interferentes nao sao retidos no mesmo tempo que a SIN na fase estacionaria

sob as condigdes de analise proposta.
2.1 Linearidade

A linearidade, LD, LQ, preciséo e exatiddo do método proposto para a

determinacao da SIN podem ser encontradas na Tabela 15.

Tabela 15. Linearidade, LD, LQ, precisdo e exatiddo para validagdo do método por CLAE
proposto.

Concentragéo pg.mL™’

(médiatdesvio padrao) CV (k)
Precisdo 4,711£0,18 3,90
Exatidao 5,86+0,07 1,13
Linearidade 0,30 a 15,00 -—--

y = 60985x — 3007,8

Regresséo Linear

r 0,9999 -
LD 0,04 -
LQ 0,11 -

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Conforme a resolugao RDC n° 166 de 24 de Julho de 2017 pela
ANVISA, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagéo (r) deve ser =
0,99, enquanto o valor maximo aceitavel para a precisao e exatidao do método
nao pode ser superiores a 5% (ANVISA, 2017). Portanto, o método proposto
pode ser considerado linear, preciso e exato.
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