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RESUMO

TIVELLI, N.l. Preparacao de sistema nanoestruturado para limpeza da regiao
dos olhos: uso veterinario. 2021. no. f. Trabalho de Conclusdao de Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2021.

Palavras-chave: Sistema nanoestruturado, Regido dos olhos, Nanotecnologia, Uso
Veterinario.

INTRODUGAO: A populacéo de animais de estimacdo vem crescendo anualmente.
Em 2018, o IBGE contabilizou 139,3 milhdes de animais. O mercado de produtos
para cuidados desses animais acompanhou esse crescimento. Esse mercado
movimentou, em 2019, R$22,3 bilhdes somente no Brasil. Tais numeros
representam mudanca na composicao de familias no Brasil. Essa mudancga pode ser
reflexo da opgdo das familias por nao ter filhos e criar um pet no lugar. Nesse
mercado destaca-se a linha de cuidados com a saude e a higiene dos pets (Pet
care), em especial, a linha de produtos desenvolvida para o cuidado da regido dos
olhos. A higienizagdo dessa regidao tem o intuito de evitar infecgdes, mau cheiro,
melhorar a aparéncia e aumentar a qualidade de vida do animal de estimacado. Os
produtos convencionais para a limpeza dessa regiao sao geralmente compostos por
tensoativos, conservantes e veiculo (agua). Esses produtos nem sempre alcangam a
eficacia prometida. Nesse sentido, a presente proposta refere-se ao
desenvolvimento de preparagao nanoestruturada visando oferecer maior eficacia e
seguranga no procedimento de limpeza da regido de olhos. Espera-se obter
formulagcdo que n&o irrite os olhos do animal prevenindo infec¢gées e melhorando sua
qualidade de vida. OBJETIVO: Otimizar e caracterizar nanoemulsao com aplicagao
veterinaria para limpeza da regido dos olhos de cides. MATERIAIS E METODOS: A
preparagao nanoestruturada foi obtida pelo método da homogeneizagdo a alta
pressdo. Adicionaram-se a fase oleosa (6leo de ricino) o tensoativo (cloreto de
cetalcénio), 6leo essencial de camomila azul e a vitamina E e a fase aquosa foi
constituida de agua purificada, e o estabilizante (poloxamer 407). Ambas as fases
foram aquecidas a temperatura de 80°C. A fase aquosa foi adicionada a fase oleosa
e submetida a agitacdo magnética e em seguida mecanica. A emulsdo grosseira
formada foi submetida a homogeneizacdo a alta pressdo. Para a caracterizagao
fisica da solucao, foram avaliados o potencial zeta, a distribuicdo do tamanho médio
das particulas e o indice de polidispersao. As amostras foram diluidas em agua
purificada, de modo a otimizar a intensidade do sinal. Os resultados correspondem a
média de trés determinagdes para cada caracteristica, sendo utilizado o
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK). A analise
estatistica foi feita utilizando-se o software Minitab versdo 17 (State College PA,
USA).

RESULTADOS: A formulagao otimizada foi obtida empregando-se analise estatistica
visando o menor tamanho de particula. O tamanho médio de particula obtido foi de
175,7 £ 3,9 nm, indice de polidispersao de 0,276 + 0,005 e potencial zeta de 45,0 +
3,5 mV, maior que 30 mV indicando adequada estabilidade fisica da preparacao.
CONCLUSAO: O produto final obtido apresentou propriedades fisicas adequadas. A
abordagem estatistica resultou em formulagéo otimizada baseada no conhecimento
adquirido. Futuramente, esses conhecimentos poderao ser utilizados na preparagao
de produto veterinario inovador.



1. INTRODUGAO

A adequada manutenc¢do da higiene de animais contribui para a melhoria da
sua qualidade de vida. Tendo em vista a prevencdo de complicacdes de saude, a
higiene apropriada é de fundamental importancia. Esse processo pode ser
trabalhoso para os donos de pets. Considerando esse trabalho, foram desenvolvidos
diversos produtos de higiene e cuidados para animais de estimagdo em um mercado
que demonstra forte tendéncia de crescimento. Essa tendéncia refere-se a
mudancas de estilo de vida nos ultimos anos. A ABINPET (Associagao Brasileira da
Industria de Produtos para Animais de Estimagdo) descreveu o motivo do
desenvolvimento deste mercado mesmo em tempos de crise como ‘o
reconhecimento dos beneficios da interacdo entre humanos e animais, para a saude
de ambos. Os animais de estimacéao, hoje, sdo parte da familia. A longevidade e o
estilo de vida solitario nas grandes cidades fazem dos pets parte importante na vida
das pessoas”.

“‘As mudancgas do perfil das familias brasileiras tém grande impacto nessa
relacdo entre humanos e pets. Houve um aumento de casais que optam por nao ter
filhos, ou somente um filho, e buscam a companhia de um pet. Como membro da
familia, o animal vive cada vez mais dentro de casa, especialmente em
apartamentos. Tal fato deve-se a verticalizagao dos centros urbanos, fazendo com
que os donos aumentem os cuidados com a saude do animal’.

Em 2019, a industria brasileira de produtos para animais de estimagao faturou
R$22,3 bilhdes e o mercado de cuidados com a saude e higiene (pet care)
representou 8,5% desse total. Em 2018, considerando-se apenas produtos para
cuidado dos olhos de pets, o mercado global foi avaliado em US$140 milhdes e se
projeta crescimento para 209 milhdes até o final de 2025 (ABINPET, 2021). Ainda
em 2018, no Brasil, o IBGE registrou 139,3 milhdes de animais de estimagao, sendo
que, destes, 54,2 e 23,9 milhdes eram apenas cées e gatos, respectivamente. Esse
namero é significativamente maior que o de criangas (pessoas com até 12 anos),
que sao 35,5 milhdes de uma populagao de 208 milhdes.

O crescimento desse mercado representa aumento no niumero de donos que
buscam oferecer a melhor qualidade de vida para os seus animais pela utilizagao de

produtos eficazes e produzidos conforme as regulamentagdes vigentes de BPF.



Dentro do mercado de produtos para pet care, aqueles que tém como foco a
higienizacado da regido dos olhos visam: evitar infec¢goes, mau cheiro e melhorar as
complicagdes na aparéncia decorrentes da epifora e cromodacriorreia. A epifora é
um sintoma caracterizado pela perda ou alteragdo na produgao de lagrimas devido a
processo inflamatério ou obstrugdo do canal lacrimal. A cromodacriorreia € o
aparecimento de manchas avermelhadas ao redor dos olhos, que é mais evidente
em ragas com pelagem branca. Existem diversos mecanismos propostos para o
aparecimento dessas manchas, dentre eles o excesso de umidade na regido devido
a problemas anatébmicos dos dutos lacrimais e a presenca de compostos similares a
lactoferrina (ligadas a moléculas de Fe). Esse composto confere cor amarronzada
ao pelo. Adicionalmente, as bactérias, cuja presenga € promovida pela umidade,
também secretam compostos que causam a mancha (SLATTER, 2008).

Nesse crescente mercado nao foi observado qualquer produto que apresente
formulagcdo nanoestruturada (pesquisa dos produtos no mercado apresentada na
Tabela Suplementar 1). Segundo a FDA, nanoparticulas entre 1 e 100 nm “devem
apresentar diferentes propriedades quimicas, fisicas ou biolégicas em comparagao a
suas contrapartes em maior escala” (FDA, 2014). Os beneficios do uso de
nanotecnologia devem ser avaliados caso a caso. O tamanho da particula, o
potencial zeta e o indice de polidisperséao séo atributos criticos de qualidade no

desenvolvimento de uma nanoestrutura.

1.1. Nanoemulsées: consideragoes gerais

O uso de nanoemulsées tem sido impulsionado na area de sistema de
liberacdo de farmacos (drug delivery) e em cosméticos ao oferecer atributos
desejaveis como melhorar a absorg¢ao de farmacos com baixa solubilidade em agua,
baixa biodisponibilidade, melhorar a aparéncia, dar um aspecto agradavel e maior
seguranga ao produto. Emulsdes sdo sistemas instaveis compostos por duas fases
imisciveis: fase oleosa, fase aquosa. O tensoativo interage com essas duas fases
formando a emulsdo (YUKUYAMA et al., 2015). O tipo de emulsado € definido pela
quantidade de cada fase dispersa no sistema e pela caracteristica do tensoativo
(hidrofilico e lipofilico). No caso da maior parcela da emulsao ser composta pela fase
aquosa e a menor parte, composta pela fase oleosa, o sistema sera emulsao éleo

em agua (o/a). No caso inverso, tem-se uma emulsédo de agua em dleo (a/o). Apesar



de existirem outros tipos de emulsées com aplicagdes diferentes, as formas mais
utilizadas comercialmente sao as emulsdes o/a e a/o. (MCCLEMENTS et al., 2018).

As nanoemulsbes diferem das emulsbes quanto a sua estabilidade. A
desestabilizacdo de emulsdes ocorre pela tendéncia natural de se reduzir a forga
interfacial entre as duas fases insoluveis. Essa reducédo ocorre devido ao contato
entre particulas promovido por for¢gas de cisalhamento e gravitacionais por meio de
duas formas: floculagcdo seguida de coalescéncia e ostwald ripening (aumento
gradual das particulas por meio de agregacdo). Para garantir a estabilidade do
produto e preservar suas caracteristicas utilizam-se excipientes na formulagcado que
previnem o contato entre as goticulas. Os dois principais fenbmenos que permitem
essa separagao sao a repulsao eletrostatica e estérica (MCCLEMENTS, 2012).

A FDA nao possui definicdo regulatéria para nanotecnologia, porém o
National Nanotechnology Initiative Program define a nanotecnologia como “O
conhecimento e controle da matéria em dimensdes de aproximadamente 1 e 100nm
que possibilita aplicagcdes inovadoras" (National Nanotechnology Initiative, 2014).

Apesar disso, a FDA disponibilizou um guia que orienta se um produto
envolve ou ndo a aplicagdo de nanotecnologia. O produto (final ou excipiente) deve
ter sido desenvolvido de maneira intencional na escala nanométrica. O produto
obtido deve apresentar pelo menos uma dimensao interna ou externa na faixa de 1
nm a 100 nm. Além disso, as nanoparticulas devem apresentar diferentes
propriedades quimicas, fisicas ou biolégicas em comparagdo a suas contrapartes
em maior escala, incluindo dimensbes de até 1000 nm, que sejam atribuidas a

escala nanométrica (FDA, 2014).

1.2. Caracterizagao fisica das nanoemulsodes

Para a caracterizagao fisica dos nanocarreadores lipidicos avaliam-se o
potencial zeta, o tamanho médio das particulas e o indice de polidispersdo (medida
da amplitude da distribuicdo do tamanho das particulas) (ZHANG et al., 2010).

O potencial zeta € uma propriedade fisica presente em qualquer particula em
suspensdo. Em sistemas coloidais como emulsdes, as particulas dispersas no meio
tendem a se agregar e aumentar de tamanho por meio de diversos fenbmenos
fisicos, e a forma de se evitar essa agregagao ocorre por meio das repulsdes

estérica e eletrostatica. Na superficie de uma particula existem duas camadas de



cargas, uma fortemente ligada ao nucleo (camada de Stern) e outra mais difusa que
se separa facilmente da particula. Quando uma particula se move, as cargas se
movem com a particula enquanto outras se separam da camada difusa. A forga
necessaria para remover as particulas da camada difusa é o potencial zeta, que é
medido em mV. E considerado de maneira geral que potenciais acima de +30 mV ou
-30mV permitem a estabilidade dos sistemas nanoestruturados (Malvern

Instruments, 2017).

O indice de polidispersédo (PDI) € uma medida da heterogeneidade das
particulas em suspensdo. O indice avalia basicamente a distribuicdo do tamanho
das particulas e pode variar de 0 (perfeitamente homogéneas em relagdo a
distribuicdo do tamanho da particula) a 1 (extremamente dispersas com populagoes
variadas de tamanho de particula). Valor de 0,2 é considerado adequado para o
indice de polidispersdao e é classificado pela FDA como um atributo critico de

qualidade (DANAEI et al., 2018). O indice de polidisperséo é dado pela féormula:
2
PDI = (<)

No qual PDI é igual ao o (desvio padrdo) ao quadrado dividido por d (tamanho
médio da particula/ Z-Avg.). (RAVAL et al., 2019).

O didmetro hidrodinAmico médio ou Z-average € a média observada do
tamanho de uma particula em um sistema coloidal. O didmetro hidrodindmico é
observado por meio do espalhamento de luz dindmico (Diffuse Light Scattering -
DLS) que mensura a variagado de espalhamento do laser, causado pelas particulas,
incidido em sistema coloidal no tempo. O espalhamento é ligado ao movimento
Browniano, no qual particulas menores tendem a espalhar o laser mais
frequentemente no sistema em comparagdo com particulas maiores (RAVAL et al.,
2019). O sistema possui um indice tedrico de difusdo linear que se torna curvo
quando se considera o PDI (variagdo do tamanho das particulas). A média
harmonizada dos valores obtidos resulta no Z-average, que indica de maneira

consistente o tamanho da particula (Malvern Instruments, 2014).



1.3. Tecnologia de preparagao das nhanoemulsoées

Os métodos utilizados para a preparagao de nanoemulsdes podem ser por
alta ou baixa energia. Os métodos por alta energia sdo utilizados com maior
frequéncia. Dentre esses métodos, a homogeneizacgao a alta pressao (High Pressure
Homogenization - HPH) apresenta como vantagem a possibilidade de
escalonamento. A HPH é considerada método de emulsificagdo de alta energia por
utilizar energia mecanica visando aumentar de maneira dramatica a superficie de
contato das particulas e permite controlar diretamente o tamanho da particula final
ao alterar parametros como a quantidade de energia empregada, os excipientes
utilizados e suas concentragbes (ANTON et al., 2008). Esse meétodo apresenta
vantagens em relagdo a outras técnicas de preparagdo de nanoparticulas por
permitir controlar diretamente a caracteristica final do produto, tempo de produgao

reduzido e possibilidade de producédo em escala industrial (MASIERO et al., 2021).

1.4. Desenho experimental

O desenvolvimento convencional de férmulas farmacéuticas e cosméticas &
bem intenso e custoso. A qualidade do produto deve ser garantida em todos os
momentos do ciclo de vida do mesmo, e pela rota “tradicional” isso € feito por meio
de controles das matérias-primas, controles de processo da manufatura, durante o
processo e controles do produto final. A Quality by Design (QbD) foi introduzida
pelas agéncias regulatorias americana e europeia. Os principais guias desenvolvidos
séo o Q8 - “Pharmaceutical Development’; Q9 - “Quality Risk Management’ e Q10 -
“Pharmaceutical Quality System” publicados pelo International Conference on
Harmonization (ICH) que explicaram os principios de QbD (AMASYA et al., 2019).

O guia Q8 de 2009 apresenta como objetivo o desenvolvimento de produtos e
processos por meio de base-racional cientifica empregando ferramentas estatisticas
e de qualidade, além de analise de risco. O espago de design € definido como a
“‘interacdo e combinacdo multidimensional de diversas variaveis e parametros de
processo que demonstram garantia de qualidade do produto”. Essas informagdes
permitem prever o comportamento esperado do produto. Uma vez aprovado,
mudangas feitas dentro do espaco de design ndo exigem aprovagao regulatoria

adicional. O desenho de experimento (Design of Experiment - DoE) é um método
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sistematico que pode gerar o espago de design que permite maior entendimento do
produto e processo (LOURENCO, et al., 2015).

Para executar o desenho do experimento, deve-se obter informacbes de
como o farmaco, os excipientes e o processo de manufatura afetam as
caracteristicas de qualidade final do produto. Esses parametros criticos de qualidade
devem ser investigados e determinados de forma a construir um conhecimento
especifico para garantir sempre a qualidade do produto. O presente trabalho, apesar
de ndo contemplar todos os requisitos para o desenvolvimento completo de um
produto, utilizou ferramenta estatistica visando iniciar o caminho para o

desenvolvimento de um produto sob a ética de QbD.

1.5. Justificativa

As diferentes propriedades quimicas, fisicas ou biolégicas que a
nanoparticula apresenta parecem promissoras para o futuro da pratica veterinaria.
Uma formulagdo nanoestruturada para limpeza da regido dos olhos tem, como
potencial, maior eficacia e seguranga no tratamento de complicagdes relacionadas a
higiene. Tal fato deve-se a maior razédo superficie/volume devido ao tamanho das
particulas em escala nanométrica. Assim, essas apresentam potencial para
promover limpeza mais efetiva. Os produtos encontrados no mercado sao
compostos geralmente de tensoativos, conservantes e um veiculo (agua). A
expectativa dos donos de pets com referéncia a esses produtos nem sempre é
atendida.

A partir desse cenario é proposto o0 desenvolvimento de sistema
nanoestruturado para limpeza de regido de olhos para uso veterinario. Espera-se

obter formulacao que previna infecgdes e melhore a qualidade de vida do animal.

2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver, otimizar e caracterizar
nanoemulsao com aplicagao veterinaria para limpeza da regido dos olhos de caes.
Sera proposto desenho experimental com o objetivo de entender a influéncia

dos componentes da formulagdo no tamanho médio das particulas.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Material

As matérias-primas utilizadas sao: 6leo de ricino (Sigma-Aldrich, EUA),
Kolliphor P 407 micro (BASF laboratories, EUA),
Benzyldimethylhexadecylammonium chloride (Sigma-Aldrich, EUA), &cido borico
(Sigma-Aldrich, EUA), Vitamina E (BASF laboratories, EUA) e 6leo essencial de

camomila germanica (LASZLO, Brasil).

3.2, Equipamento

Os equipamentos utilizados foram: balanga analitica (AG200 - GEHAKA),
agitador magnético e manta de aquecimento (IKA RCT basic), agitador mecanico
(T-25 Ultra-Turrax®), homogeneizador a alta pressdo (NanoDeBee), analisador de
tamanho de particulas, potencial zeta e indice de polidispersao Zetasizer Nano ZS90

(Malvern instruments, Malvern, UK).

3.3. Método

3.3.1. Preparagao da nanoemulsao

Para estudar a influéncia dos excipientes nos atributos do produto foi
proposto um desenho experimental (DoE) com dois fatores e dois niveis. Foi
estabelecido que os parametros avaliados seriam a concentragcado de 6leo de ricino
(OR) e de poloxamer 407 (Pol) utilizados nos niveis minimo (-1) e maximo (+1), 2 e
5% (m/m) e 1 e 2% (m/m), respectivamente. As amostras apresentadas pelo
desenho experimental 22 determinam 4 pontos experimentais com mais 2 pontos
centrais (férmulas 5 e 6), sendo necessario 6 férmulas ao todo. As férmulas estao

apresentadas na Tabela 1:
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Tabela 1: Concentragbes com a porcentagem de m/m das formulas 1 a 6. O peso restante foi
completado com agua purificada.

Oleo de Poloxamer Cetalkonium Acido
Formula Ricino A07 (% Chloride (% Borico
(% mim) m/m} m/m) (% mim)

1 2 1 0,05 3

2 2 2 0,05 3

3 5 1 0,05 3

4 5 2 0,05 3

5 3.5 1.5 0,05 3

B 3.5 1.5 0,05 3

A fase oleosa consistiu do 6leo de ricino, cloreto de cetalcénio. A fase aquosa
foi composta pelo poloxamer 407, acido bérico e pela agua purificada. As fases
foram aquecidas a 80°C por meio de mantas de aquecimento. O acido bdrico foi
adicionado apds o preparo das nanoemulsoes.

A fase oleosa foi pesada empregando béquer de 100mL e colocada sob
agitacdo a 400 rpm. Apdés homogeneizagédo, o 6leo essencial de camomila foi
adicionado por ultimo até se tornar homogéneo novamente. A fase aquosa foi
pesada em um béquer de 100mL e colocada sob agitagcdo a 400 rpm. Apos a
solubilizagdo completa das duas fases, essas foram misturadas, ainda sob agitagao
magnética, por 3 min a 600 rpm. Apds esse periodo, a solugédo foi submetida ao
agitador mecanico por 5 min a 13.400 rpm para formar uma emulsao grosseira. A
emulsdo grosseira formada foi submetida a homogeneizagédo a alta pressao por 5
ciclos (5 minutos) e a pressao de 10.000 PSI (690 bars) (SAKULKHU et al., 2007).

Nas férmulas otimizadas foram adicionados vitamina E (0,3% m/m) e dleo
essencial de camomila (0,1% m/m), de maneira exploratéria, visando futuro produto

com maior valor agregado.

3.3.2. Caracterizagao fisica da nanoemulsao

Para a caracterizagéo fisica das nanoemulsdes, foram avaliados o potencial
zeta, a distribuicdo do tamanho médio das particulas (Z-avg.) e o indice de
polidispersao (PDI). As amostras foram diluidas em agua purificada, de modo a
otimizar a intensidade do sinal. A diluigao utilizada foi de 50 vezes para cada 1% de
oleo de ricino utilizado (por exemplo 100x para 2% e 250x para 5%). Os resultados

correspondem a média de trés determinagbes para cada caracteristica, sendo
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utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

3.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software Minitab versao 17.

Para o desenho experimental foi analisada a influéncia dos parametros
estudados no tamanho médio de particula (Z-Avg). O Z-Avg foi selecionado como
parametro a ser otimizado, ja que o tamanho das particulas sdo diretamente
influenciados pela variacédo da quantidade dos excipientes enquanto que o PDI e
potencial zeta descrevem respectivamente parametros dependentes do processo de

preparo das amostras e uma caracteristica intrinseca dos excipientes utilizados.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

O o6leo de ricino (Castor Oil) € um triglicerideo de cadeia longa com 18
carbonos. Possui diversas aplicacdes e na industria cosmética é utilizado como um
excipiente devido a sua caracteristica de possuir estado semi-sélido em temperatura
ambiente permitindo melhor estabilidade do produto. Foi utilizado em aplicagdes
farmacéuticas na formulacdo de nanoestruturas lipidicas para aumentar a
biodisponibilidade de farmacos pouco lipossoluveis (SINGH et al, 2019). A
toxicidade do 6leo de ricino foi avaliada em diversas vias de exposi¢cao (incluindo
ocular) em modelos in vivo e nao foi observado nenhum tipo de reagdo grave.
Apenas em dosagens muito altas ou em peles ja sensibilizadas houve sinais de
irritacdo. O seu uso n&o apresentou risco a saude humana ou animal
(Fruijtier-Polloth et al., 2005) e o seu uso nas formulagcdes avaliadas esta em
quantidade reduzida (5% m/m) podendo ser utilizado de maneira segura.

O poloxamer 407 também conhecido pela marca Pluronic F-127® (BASF
laboratories, EUA) é um copolimero nao-idbnico composto de blocos de éxido de
etleno e oOxido de propileno arranjados na seguinte formula geral:
HO(C,H,0),(C;Hs0),(C,H,O),H. Ele contém 101 unidades de 6xido de etileno (a)
para 56 unidades de 6xido de propileno (b) e € usado em formulagdes farmacéuticas
como agente tensoativo/estabilizante (ROWE et al., 2005). A toxicidade de
poloxamer 407 foi avaliada em diversas vias de exposi¢cado (incluindo ocular)

diferentes em modelos in vivo e nao foi observado nenhum tipo de reagédo grave.
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Apenas em dosagens muito altas houve sinais de irritacdo. O seu uso nao
apresentou risco a saude humana ou animal sendo considerado material
essencialmente inerte (Cosmetic Ingredient Review, 2008) e o seu uso na
formulacao proposta esta em quantidade adequada (2% m/m) podendo ser utilizado
de maneira segura. Além disso, € reportado na literatura a capacidade dos
tensoativos de reduzir a formacdo de biofimes ao impedir a adesdo de
microrganismos em superficies (PERCIVAL et al., 2018).

Benzyldimethylhexadecylammonium chloride (cloreto de cetalcénio / CKC) é
um amoénio quaternaria e tensoativo catidbnico contendo propriedades de
estabilizacdo de emulsbes 6leo em agua (o/a) e conservantes ao desestabilizar a
parede celular de micro-organismos. Ele possui grupo alquila de 16 carbonos e é
comumente utilizado em produtos oftalmolégicos comerciais (TORRES-LUNA et al.,
2019). CKC tem sido usado com sucesso no desenvolvimento de emulsdes o/a
nanoestruturadas com um bom perfil de seguranga (baixa toxicidade) e efeitos
benéficos ao promover uma melhor protecdo e restauracdo da cornea. Foi
demonstrado que o CKC tem uma otima estabilidade na porgédo oleosa da
nanoparticula devido a sua alta lipofilicidade limitando a quantidade de CKC livre na
parte aquosa, que é responsavel pela toxicidade do produto. Gracas a essa elevada
afinidade foi possivel usar quantidade reduzida de CKC quando comparado a outros
amonios quaternarios de cadeias menores (DAULL et al., 2013).

O acido bérico € um acido inorganico com férmula H;BO,;. Esse composto &
usado como conservante de alimento, “amaciante” de agua, neutralizante,
estabilizador e tampdo. A sua toxicidade é apenas significativa em solugdes
concentradas (99%) e para as solugbes comercialmente disponiveis com
concentragdes inferiores a <5% seria necessaria a ingestdo de grandes quantidades
para se demonstrar um risco a saude (SIEGEL et al., 1986). Portanto, o acido borico
utilizado na nanoemulsdo na concentragao proposta de 3% m/m nao oferece risco
ao usuario enquanto mantém suas propriedades antimicrobianas.

A Vitamina E possui 8 moléculas lipofilicas sintetizadas por plantas com
atividade antioxidante, dentre elas a a-, (-, y- e O-tocoferol e os tocotrienols
correspondentes. Essas moléculas tém uma notdéria capacidade antioxidante ao
capturar radicais livres por possuir uma reagao 1000 vezes mais favoravel do que a
reagdo dos radicais com acidos graxos polinsaturados de cadeia longa
(MUSTACICH et al., 2007). O uso da vitamina E tem ganhado bastante aten¢do no
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mundo cosmético e farmacologico devido a sua atividade fotoprotetora e
antioxidante (SAEZ et al., 2018). O seu uso em formulagdes nanoestruturadas como
antioxidante e conservante de 6leos vegetais tem sido explorado pela comunidade
cientifica e demonstrado maior efetividade quando comparado a formulagdes
convencionais (MASIERO et al., 2021). O emprego da vitamina E na formulagdo tem
como objetivo aumentar a estabilidade do produto ao proteger a fase oleosa
composta pelo 6leo de ricino de degradagdes comuns aos acidos graxos.

O Oleo essencial de camomila é extraido de duas principais espécies, a
germanica e a romana. Ambas possuem diferentes quantidades de 6leos volateis
(0,24-2,4%); flavonodides incluindo apigenina, apigetrina, apigenina-7-O-glucosideo e
seus derivados acetilados, quercetina, rutina, luteolina, patuletina e quercimeritrina,
sesquiterpenos ((-) -a-bisabolol éxidos A, B e C, cadineno, calameno, chamazuleno,
matricina, espatulenol e outros); acidos vegetais (anisico, cafeico, singico e vanilico)
e acidos graxos (linoleico, oleico e outros; taninos (catequina e galico);
polissacarideos soluveis em agua; colina; aminoacidos; e outros (KHAN et al., 2010).
O d6leo possui diversas propriedades como a anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antifangica (SINGH et al.,, 2011), entre outras foram estudadas. O seu uso em
cosméticos, principalmente em tinturas para cabelos loiros, tem como intengao
proporcionar uma dupla fungdo de dar um cheiro agradavel ao dono do animal de

estimagao e melhorar a coloragéo da pelagem escurecida pela cromodacriorreia.

As formulagdes obtidas estdo apresentadas na Figura 1:

Figura 1: Formulagdes obtidas para o DoE (1 a 6), verificagdo (9 e 10) e o produto final (11).

A caracterizacado fisica das nanomulsbdes foi determinada 3 dias apds a
preparagao das amostras 1 a 6. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2: Resultados obtidos para as formulagbes 1 a 6 para PDI, Z-Avg. e Potencial Zeta. DP =
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Desvio Padrao.

Férmula Polligiljslggr{:eﬁo . Diametro da particula  Potencial Zeta

DP {nm) = DP {m\V) = DP
1 0,206 + 0,010 1647 £ 0,1 £1,9+1,2
2 0,363+ 0,019 1200£14 446+1,3
3 0,181+ 0,013 2350+21 461 £0,6
4 0,228 + 0,025 1867+ 1.1 426 +0.6
5 0,221+ 0,009 1799+ 35 447 +0.8
6 0,225 + 0,005 1846+15 46103

A partir das formulagdes preparadas obteve-se o seguinte modelo

matematico:

Z — Avg. = 151,7 + 24,33 * (OR) — 42,00 * (Pol) + 8,40 Ct Pt
OR= Oleo de Ricino / Pol = Poloxamer 407

Foi observado durante a analise que as concentragdes de OR e Pol nao
influenciam um ao outro (ndo existe interagao significativa p<0,05) e seus efeitos sao
individuais e lineares.

Nao foi observado lack of fit significativo, ou seja, a equagao representa bem
os valores obtidos e o R?* e R? (preditivo) foram de 99,11% e 87,63%,
respectivamente. Isso demonstra que a equacgao obtida representa bem os dados e
possui uma capacidade satisfatéria de prever a caracteristica de uma dada
formulagc&o no universo observado. (GUO et al., 2012).

Para a verificacdo da equacao foram testadas mais 4 formulagdes: 7, 8, 9 e
10. As formulagdes estdo apresentadas na Tabela 3. Nas preparagdes 7 e 8 foram
adicionados o Oleo essencial de camomila e a vitamina E. As preparagdes 9 e 10
foram preparadas com os mesmos componentes da Tabela 1. A adicdo da vitamina
E e do dleo essencial foi efetuada visando avaliar preliminarmente a influéncia
desses componentes no tamanho médio das particulas. Futuramente serdo
realizados novos experimentos com o objetivo de avaliar essa influéncia

empregando base racional cientifica.

Tabela 3: Concentragdes com a porcentagem de m/m da formulagdo 7 a 10. O peso restante foi
completado com agua purificada. A tabela também mostra os resultados obtidos para as formulagbes

7 a 10 para PDI, Z-Avg. e Potencial Zeta. DP = Desvio Padréo.
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Acido

Oleode Poloamer  Cetalkonium Oleo de e indice de s .
Formulz  Ricino 407 (%  Chlorde(%  Camomik B“{QT,IW Polidispersio + rt?:ﬂ?{t;ﬁ 0P H’Em‘;'gfa
Bmim)  mim) mimj Memim) Lo oF pa
7 3 1 5 3 0,135 £ 0,021 02513 472104
8 4 2 iz 2 0,232+ 0,021 1954+ 35 4TA208
9 3 1 06 3 0,157 + 0,035 1283+ 1.1 511208
10 4 2 [ 2 0248 + 0,004 1767 £2,0 495208

Foram considerados apenas os tamanhos de particula obtidos com as
formulas 9 e 10, uma vez que a adicdo do o6leo essencial de camomila nas
formulagdes 7 e 8 significou que houve uma mudanga e o modelo nao representou o
produto avaliado no desenho experimental. Os resultados observados foram
contemplados pela ferramenta de predicdo do minitab ao informar a quantidade de
excipiente utilizado com IC 95%. Os valores observados e previstos estédo

apresentados na Tabela 4:

Tabela 4: A tabela também mostra os resultados obtidos para as formula¢des 9 e 10 para Z-Avg.

obtido e o esperado pelo modelo com IC de 95%. DP = Desvio Padrao.

. [.‘rié!netm i Diametro da particula
Formula particula (nm) (nm) es perado (IC 95%)

obtido + DP
9 199 3+11 164.9-2004
10 176720 147 3-182.7

Com o modelo testado, prevendo as caracteristicas do produto, foi utilizada a
funcdo de response optimizer do minitab com o objetivo de realizar um estudo
preliminar de formulagdo com o menor tamanho médio de particula (Z-avg.). Essa

ultima formulagao com os excipientes propostos foi preparada conforme a seguir (%

m/m):

O1E0 dE RICINO......vi e, 2,00%
Cloreto de CetalCOnio. ........eiuini e 0,05%
PolOXameEr 407 . ... e 2,00%
ACIAO BOFICO. ... 3,00%
VamINa B .o 0,60%
Oleo essencial de Camomila.............cooovuuiiiiee e, 0,10%

AQUA PUMfICAAA. ... q.s.p. 50g
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Os parametros obtidos com essa formulacado estao apresentados na Tabela 5:

Tabela 5: A tabela mostra os resultados obtidos para a formulagao final para indice de polidispersao

(PDI), tamanho médio de particulas (Z-Avg.) e potencial zeta. DP = Desvio Padrao.

. \n Potencial
. Indice de Didmetro da
Formula b ispersio s DP  particula (nm) = DP z““[ﬁg‘wi
Final 0.276 £ 0,005 175 7+39 450+ 35

Foi obtida nanoemulsdao com potencial aplicagdo para a limpeza da regiao
dos olhos de cachorros empregando abordagem estatistica. A formulagdo obtida
apresentou tamanho médio de particula (Z-Avg.) de 175,7 £ 3,9 nm, PDI de 0,276 +
0,005 e um potencial zeta de +45,0 £ 3,5 mV (Tabela 5).

O tamanho das nanoparticulas é afetado por variagbes da composicao da
formulagédo, ou seja, tipo e concentragado dos tensoativos, lipidios saturados, lipidios
insaturados, e os métodos e condi¢cdes de preparagdo (MULLER et al., 2002). O
tamanho de particula € um atributo essencial para maior eficacia do produto ao
promover contato dos nanocarreadores, e quando aplicavel, do ativo por ele
encapsulado , o que resultara em produto com maior eficacia. (WREN et al., 2020).

Com referéncia a féormula 2 (Tabela 1) que possuia quantidades similares de
excipientes, o tamanho observado €& maior provavelmente devido a adicdao de
vitamina E e 6leo essencial de camomila na fase oleosa na nanoemulsdo (ANTON et
al., 2008).

Foi avaliado nas formulagcdes o efeito da adicdo do acido bérico na
formulacdo apés a formacdo da nanoemulsdo. Era esperado que o acido bodrico
interagisse eletrostaticamente na superficie da particula alterando o potencial zeta.
Porém, a mudanca observada para esses valores foi, em média, de apenas 1,4 mV
(Tabela suplementar 2) e provavelmente o acido bérico esta livre na suspenséo e
nao na superficie das nanoparticulas.

O espaco de design obtido pelo desenho experimental pode ser representado
por grafico quadrado no qual sao representados os extremos de respostas
observadas para Z-Avg. (Figura 2). Esse espaco representa o universo estudado
que pode predizer um novo valor informado com 87,63% (R2?preditivo) de
probabilidade. Os pontos centrais foram dados como uma média dos dois valores de

Z-Avg. observados e tem como fungao validar a variagao do modelo testado (GUO et
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al., 2012).

Figura 2: Cube plot que representa os valores obtidos para Z-Avg. com as formulas 1 a 6. Os pontos

centrais 5 e 6 foram apresentados como uma média.

Cube Plot (fitted means) for Z-Avg.
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Por meio do response optimizer do Minitab 17, foi possivel obter uma
formulacdo que obtivesse o menor tamanho médio de particula (Z-Avg.), uma vez
que o tamanho da particula é crucial para a acdo da formulagao nanoestruturada.

E possivel ver o efeito das concentragdes de 6leo de ricino e poloxamer 407

no grafico de superficie de resposta e de contorno (Figura 3).

Figura 3: Surface e contour plot representando a variagdo do Z-Avg. em relagdo a concentragao de

excipiente utilizado nas solugdes 1 a 6.
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Surface Plot of Z-Avg. vs Pol; OR
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Pode-se verificar que quantidade menor de 6leo de ricino e quantidade maior
de tensoativo resultaram em formulagdo com menor tamanho de particula (Figura 3).
De maneira geral, as caracteristicas obtidas para a formulagao final (11) foram
satisfatorias de acordo com os critérios de qualidade e faixas estabelecidas na
literatura (Malvern Instruments, 2017; DANAEI et al., 2018; WREN et al., 2020).

O uso do homogeneizador a alta pressao (HPH) foi escolhido apesar de uma
possivel perda de funcionalidade do 6leo essencial (TUREK et al., 2013) devido as
temperaturas elevadas do processo. Em compensacéao, as vantagens com o uso do

HPH sao: o tamanho de particula mais uniforme (controlado pelo numero de ciclos e
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pressdo), o tempo de processamento reduzido (MASIERO et al., 2021) e a
possibilidade de se controlar de maneira direta as caracteristicas finais do produto,
variando a quantidade de excipientes, sem o uso de solventes organicos (ANTON et
al., 2008).

O espaco de design permitiu revelar as interagdes entre os componentes da
férmula. De maneira adicional, a formulacao final (11) foi preparada como estudo
preliminar visando avaliar a influéncia da adi¢do do 6leo de camomila e da vitamina
E que sao excipientes que promoverao maior valor agregado ao produto. Foi
observado aumento do tamanho da particula devido ao aumento da fase oleosa,
reducao de potencial zeta e aumento do indice de polidispersdao nessa formulacao.
Sera necessario avaliar futuramente a influéncia desses novos componentes nas
caracteristicas do produto final e quais etapas do processo de preparacao afetam a

homogeneidade das particulas (PDI).

5. CONCLUSAO

No presente trabalho, nanoemulsbes foram preparadas visando definir um
espaco de design prevendo o tamanho de particulas em fungdo das variaveis
independentes (concentragao do 6leo de ricino e de poloxamer 407) . O produto final
obtido apresentou tamanho médio de particula de 175,7 + 3,9 nm, distribuicao
unimodal e indice de polidispersao de 0,276 + 0,005. Quanto ao potencial zeta, as
féormulas apresentaram valor superior a +30 mV, indicando adequada estabilidade
fisica do sistema.

Pode-se concluir que o emprego de abordagem estatistica permitiu maior
conhecimento do produto. A formulacido obtida e o conhecimento adquirido podem

ser utilizados, futuramente, na preparagao de produto veterinario inovador.

Aspectos éticos:

Este projeto ndo envolve riscos a saude e a seguranga de seres humanos e
animais. Dessa forma, ndo € necessaria a aprovagao prévia do comité de ética. A
autoria das fontes utilizadas sera respeitada e devidamente referenciada no formato
ABNT.
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ANEXOS

7.

Tabela Suplementar 1

Vetld Tear Stain Remover

Chalesco Crystal Eye Four Angek’ Eyes Gentle Tear CleanCcular Eye Lotion for _Lumm.u Pet Essence Limpa Clearsing Aid for Cats and | Opi Eye Cleaner 100m

Nome do Froduto

Lotion Oculaire FISAE MILAS

ANJU - Leotion nettoyante

Paws ‘Stain Wipes Cat and Dogs 100mi Lagrima para Caes & Gatos D 100mL) pouwr chien et chat oculaire BIO
Freco (RS)" 50 75 50 31 15 25 80 £5
Esecipientes ™ B} . . 5 S
Sodium fideceth sulfze 1.85% ‘Cocamidopropyl Besine polysorbate B0 Cot C PEG 80

{de acordo com o rétulc)

Dictirilbifenil dissulnato L -
dizecidioo Cetrimonium Chioride polysorbate B0

disodis Disodium Okamido MIPA
1.70% Sulosuccinaie

Water
isopropyi loohol

“Precos foram coletados em Margo/2020.

=0 i d ipi listada foi incl guando i Aordemdos excipientes ndc est8 separads por quantidade mes sgrupads per fungSo de acorde com a legenda.
***0 produto & um coliric.
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O ptixcare Eye Lube Plus _.._u_mm_u mm___u_ﬂm_u L . Solucdo de Limpeza Soft Care ._._u._mm_u HEIL _,_”_m:u Uz .m_u_u.n_ CIRETIED I Cliny Universal Pet Eye Petkin Jumbo Eye Wipes for
20g== Lagrimas para Caes e Gatos - Ocn Ocular Solution 135ml S Ul Lagrima para C3es e Gatos - Limpeza dos olhos Mundo Cleaner for Dogs & Cats Cats & Dogs
80ml (gtd. p/ cada 100mL} 20 mL Animal 100 ml

60 18 50 30 10 50 75 55
Lauril ter sulfessuccinate :
Agua

Cocoanfoacetatn de Sodio

Dreionized Water

veiculo (agua de osmose) g.5.p.
80 ml.
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Tabela Suplementar 2: Na formulagdo final foi medido o pH das solugbes e foi observado uma
redugéo do pH com a adigao do acido bérico. Antes da adigéo, o pH era de 4,76 e apds a adigdo o pH

caiu para 4,01.

Férmula Potencial Z eta Potencial Zeta
(mV) = DP (mV) = DP

Sem acido borico Com acido borico
1 50552 519+12
2 498 +04 46+£13
3 487404 461+056
4 426 +04 426+ 06
3 438+04 47+08
b 488 +15 461+03
9 560+16 511+08
10 461 +0,2 495+0%8
Final 457 £14 45035

Mioles Tivells

05/11/2021 05/11/2021
Data e assinatura do aluno(a) Data e assinatura do orientador(a)




