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Resumo:

O desenvolvimento de sistemas de veiculagcdo de farmacos topicos tem despertado
um interesse crescente. No entanto, algumas limitacbes podem surgir durante o
desenvolvimento destes, como a baixa solubilidade de certos ativos, a dificuldade de
incorporagdo desses mesmos ativos nos sistemas de veiculagdo e até mesmo a desafios na
estabilidade desses sistemas. Os Liquidos lonicos (LI) tém véarias propriedades que podem
ser benéficas para este desafio, pois podem aumentar a solubilidade e facilitar a incorporagéo
de compostos pouco soluveis em diferentes tipos de formulac¢des, e também esta descrito que

podem aumentar a estabilidade de formulagdes.

A rutina € um composto fendlico com propriedades interessantes do ponto de vista

farmacologico, porém a sua baixa solubilidade limita a sua aplicabilidade.

No ambito deste estudo, foi avaliado a incorporacéo de rutina em emulsbes 6leo em
agua (O/A), tanto na presenca como na auséncia de rutina e/ou de LI e foi avaliado qual o
impacto destes sais na estabilidade das emulsfes preparadas na presenca de diferentes

guantidades de emulsificante.

Apoés a execucdo de estudos de solubilidade, onde ficou comprovado que os dois LI
estudados permitem um aumento de solubilidade da rutina em agua, foram preparadas
formulag¢des O/A, na auséncia e presenca de rutina e/ou dos LI estudados e foram executados
estudos de estabilidade das formulacdes. Os resultados obtidos possibilitaram concluir que a
presenca dos LI permitiu uma maior facilidade na formulacdo e uma maior estabilidade das
formulacbes desenvolvidas permitindo utilizar menores quantidades do emulsificante

Crodafos® CES.

Palavras-chave: Rutina, Liquidos Idnicos, Solubilidade, Emulsdes Oleo/Agua, Estabilidade,
Armazenamento.
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Abstract:

The development of drug delivery systems has attracted growing interest. However,
some limitations may arise during their development, such as the low solubility of some
compounds, difficulty in incorporating them in the delivery systems and even challenges in the
stability of the systems. lonic Liquids (IL) have several properties that can be beneficial for this
challenge, as they can increase solubility and facilitate the incorporation of poorly soluble
compounds in different types of formulations, and it has also been described that they can

increase the stability of formulations.

Rutin is a phenolic compound with interesting properties from a pharmacological point

of view, however its low solubility limits its applicability.

Within the scope of this study, the incorporation of rutin in oil in water (O/W) emulsions
in the presence and absence of rutin and/or IL was evaluated and the impact of these salts on
the stability of the developed formulations in the presence of different amounts of emulsifier

was evaluated.

Initially, solubility studies were carried out, where it was proven that the two IL allow an
increase in the solubility of rutin in water. Then O/W formulations were developed, in the
absence and presence of rutin and / or the studied IL and stability studies of the formulations
were carried out. The results obtained allowed to conclude that the presence of IL allowed a
greater ease in the formulation and a superior stability of the formulations developed allowing

the use of smaller amounts of the emulsifier Crodafos® CES.

Keywords: Rutin, lonic liquids, Solubility, Oil-in-water emulsions, Stability, Shelf-life.
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1. Introducéo

Ao longo dos anos, tem havido uma grande procura por melhores formas
farmacéuticas, principalmente, quando estamos perante farmacos com um elevado potencial
farmacoterapéutico, porém que contam com uma baixa solubilidade, permeabilidade e/ou
estabilidade. Tal tem dificultado o desenvolvimento de novas formas de administracdo desses
ativos, ou a adaptacdo de formas j& usadas (Caparica et al., 2018; Singh Malik, Mital, & Kaur,
2016). E muito importante também considerar a via de administracdo a que recorremos, a
gual depende de diversos fatores homeadamente, o tipo de farmaco, a farmacocinética e o
alvo terapéutico. A via de administracao deve ser muito bem avaliada, consoante o objetivo e

o farmaco que temos.

1.1. Vias de Administracéo
Como referido anteriormente, a via de administracdo de um farmaco, é um dos
principais fatores a considerar no desenvolvimento do mesmo. Existem varias vias de
administracdo que podem ser utilizadas, entre elas, a oral, a via parentérica, a via

transmucosa e a tépica (Jain, 2020).

A via mais usada ¢é indubitavelmente a oral, uma vez que é de facil administracdo e
facilmente aceite pelos pacientes, porém contém diversas limitacdes, como, o efeito de
primeira passagem, isto €, a inativacao de uma grande parte do farmaco no figado antes de
atingir a circulagdo sanguinea, e muitos compostos polares e macromoléculas tém dificuldade
em ultrapassar as membranas epiteliais no intestino. Outra desvantagem, € a variabilidade
elevada da absorcdo das varias substancias quando tomadas por esta via. A
biodisponibilidade também pode ser comprometida, uma vez que muitos farmacos se tornam

insoltveis a pH baixos, condicdo encontrada no trato digestivo, tornando complicada a

1
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transicdo do farmaco para a sua forma sollvel, uma vez que esta é aquela que é absorvida

pela corrente sanguinea (Jain, 2020; Patel, Liu, & Brown, 2011).

Relativamente a via parentérica, temos por exemplo a subcutanea, intramuscular,
intravenosa e a intradssea. A parentérica € a via invasiva mais utilizada, tendo como
vantagens, ser uma via de facil administracdo em pacientes mais incapacitados, é previsivel,
tem uma boa biodisponibilidade, é de rapida acéo e evita boa parte dos problemas associados
a via oral (Jain, 2020; Korani et al., 2019). Por outro lado, temos como desvantagens, o facto
de ndo ser o método ideal, por envolver uma injecdo, o que provoca geralmente dor

contribuindo para a ndo adesao dos pacientes a terapéutica (Vollrath, Engert, & Winter, 2017).

As injecbes subcuténeas por exemplo, permitem gue seja o proprio paciente a efetuar
a administracdo, como é o caso da insulina nos diabéticos. Porém existem muitos fatores que
tém impacto nesta via, como por exemplo o tamanho das moléculas, que influencia a
velocidade de penetracdo das mesmas, e a viscosidade que pode impactar negativamente a
forma como o farmaco se difunde ao longo do corpo. Este tipo de injecédo tem assim, um baixo
nivel de absor¢do e uma velocidade de agdo menor quando comparada com outros tipos de

injecéo, em particular a intramuscular e a intravenosa (Jain, 2020).

A intramuscular, pode dizer-se que se situa entre a subcutanea e a intravenosa em
termos de velocidade de acéo, variando consoante a circulagcdo sanguinea no masculo em
gue é administrada e com a prépria atividade muscular. Como limitagcdes temos, a dor no local
de administracdo, que funciona como um fator de nédo adeséo, a quantidade administrada ser
limitada, depende da quantidade de massa muscular presente, o facto de existir a
possibilidade de atingir num vaso sanguineo durante a administracdo, o que pode levar a

introducdo direta na corrente sanguinea.

Por fim, a administracdo intravenosa é muito usada em momentos de emergéncia,
devido a sua rapida acdo, permitindo o controlo da velocidade de administracao.

Relativamente as suas desvantagens, existe a possibilidade de ocorrerem reacdes

2
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imunoldgicas a injecdo de proteinas ou péptidos, podem ocorrer infecdes no local de
administracdo, pode também ocorrer embolismo devido a possibilidade de entrar ar na
corrente sanguinea, ou pode mesmo ocorrer trauma nas veias conduzindo a um

tromboembolismo (Jain, 2020; Malamed, 2010).

Relativamente a via intradssea, esta € uma alternativa a via anterior, principalmente,
quando em casos criticos a via intravenosa ndo resulta. E uma via acessivel através da
medula éssea, ou seja, tem uma ligacdo direta ao sistema venoso do corpo (Lane &
Guimar&es, 2008). E uma via que permite um efeito bastante rapido, mas devido ao facto de

ser bastante desconfortavel e de dificil aplicacdo é maioritariamente usada em casos de

emergéncia.

No que diz respeito a via transmucosa, esta refere-se a difusdo através de uma
membrana mucosa. Como exemplos temos as vias pulmonar, bucal, sublingual, intranasal,

vaginal e retal (Lam et al., 2020; Targhotra & Chauhan, 2020).

A via pulmonar tem como principais vantagens, a possibilidade de usar uma menor
dose de farmaco, fazendo assim com que as possibilidades de ocorrerem efeitos adversos
sejam mais baixas e permite ainda que alguns farmacos tenham um inicio de acdo mais
rapido. Oferece assim uma boa alternativa para farmacos com acao sistémica, evitando
injecBes e assim facilitar a adesé@o a terapéutica, € uma via vantajosa para farmacos que
sejam mal absorvidos a nivel do trato gastrointestinal, tendo uma farmacocinética bem mais
vantajosa e ainda evita o efeito de primeira passagem (Patel et al., 2011), oferecendo uma
area de superficie consideravel. Por outro lado, existem algumas desvantagens, podendo
ocorrer efeitos irritantes nas vias aéreas, tem um custo relativamente elevado e pode nao ser
muito facil controlar o efeito da dosagem do farmaco, devido & grande variabilidade dos

padrbes de respiracéo (Hill, Preston, & Roberts, 2015).

A respeito da via bucal, esta € uma via bastante atraente uma vez que permite o uso

de farmacos a nivel local ou sistémico, adsorvendo na mucosa oral. Comparativamente a via

3
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oral, esta via, tem algumas vantagens importantes, como o facto de evitar o efeito de primeira
passagem e situar-se numa zona fortemente vascularizada (Jacob et al., 2021). Para além
destas vantagens, esta via permite a facil expulsédo em caso de toma incorreta do farmaco e
aumenta a biodisponibilidade do farmaco, permitindo o uso de doses menores: Assim, € uma
via mais segura e é também uma via que proporciona uma maior adesdo por parte dos
pacientes, principalmente quando comparada com vias nao orais (Gilhotra, Ikram, Srivastava,
& Gilhotra, 2014; Targhotra & Chauhan, 2020). Por outro lado, € uma zona com baixa area de
superficie, a presenca da saliva acaba por diluir o fdrmaco, a ingestdo da mesma pode baixar
a biodisponibilidade e ndo é aconselhavel a pediatria e geriatria, uma vez que pode levar a

asfixia (Jacob et al., 2021).

J& a via sublingual, como o préprio nome indica, diz respeito a zona abaixo da lingua
sendo este um local muito vascularizado e assim util para farmacos atuarem a nivel sistémico.
Como vantagens, esta permite uma ac¢do mais rapida, quando comparada com a via oral,
sendo também bastante Gtil quando estamos perante farmacos bastante solGveis que sofrem
decomposicdo no trato gastrointestinal, uma vez que esta via evita este contacto. E também
de facil autoadministragéo e util para pacientes com dificuldades de degluticdo. A nivel de
desvantagens, é necessario manter o fArmaco na zona certa, isto é, para ndo acabar por
engolir o mesmo e assim ndo obter o efeito desejado. Alguns farmacos ndo podem ser
administrados por esta via, em caso de emergéncia, ndo sendo a via ideal por haver a
necessidade do paciente estar consciente e ndo é permitida a absorcdo de dosagens muitos

elevadas de farmaco (Hua, 2019).

Quanto a via intranasal, inicialmente foi bastante usada a nivel pediatrico, evitando o
uso da via subcuténea ou oral que nestes pacientes pode ser um problema. No que diz
respeito a absorcdo, esta ocorre diretamente ha corrente sanguinea, evitando assim o efeito
de primeira passagem e leva a um inicio rapido de acdo da substancia ativa. (Grassin-Delyle
et al., 2012; Jain, 2020; Malamed, 2010; Tucker, Tucker, & Brown, 2018). Em contraponto é

necessario usar uma dose mais elevada quando comparada com a via intravenosa, devido a
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baixa biodisponibilidade da mucosa nasal, a area disponivel é pequena, e pode também

causar intolerancia local.

Relativamente & via vaginal, esta é uma via que permite a entrega de doses bastante
elevadas de farmaco quando comparada com a intranasal, por exemplo. Permite ainda a
automedicacéo, evitando também reacBes adversas como a ndusea ou 0 vomito associadas
a via oral. Por outro lado, um dos obstaculos principais, € o facto de ser uma via
exclusivamente feminina, tem uma absorcéao limitada devido ao tipo de tecido presente nesta
zona que varia consideravelmente dependendo da idade da pessoa, bem como o facto de

haver ou ndo menstruacéo (Igbal & Dilnawaz, 2019).

A via retal é outra possibilidade que nos é apresentada, na qual é possivel impedir o
efeito de primeira passagem, permitir ainda uma rapida absor¢cdo, por possuir grande
capilaridade da zona em questao e evitar ainda fatores como o sabor dos farmacos quando
administrados oralmente. Por outro lado, ndo é uma via muito bem aceite pelos pacientes,
diversos fatores influenciam a biodisponibilidade dos farmacos, tais como a area superficial,
a quantidade de farmaco no local onde este € absorvido e o tempo de retencéo, tudo isto torna

pouco previsivel a absorc¢do do farmaco (Kaminsky, Bostwick, & Guthrie, 2015).

Por sua vez a via topica, refere-se a administracdo dos farmacos através da pele,
funcionando como uma alternativa as restantes vias ja referidas. Aqui estédo inseridas varias
formulacbes, que sdo administradas por esta via, com o intuito de atuar localmente.
Nomeadamente, solucdes, emulsdes, suspensdes, geles e sprays (Arora, Kumar, & Sharma,
2015). Algumas vantagens, desta via de administracdo, sdo o facto de evitar o efeito de
primeira passagem, a maior facilidade de administracdo, o facto de ser menos invasiva,
permitir um acesso mais direto ao alvo terapéutico e uma maior biodisponibilidade (Singh
Malik et al., 2016). Porém, existem alguns entraves no uso desta via, como é o caso da baixa
solubilidade aquosa de muitas substincias ativas, podendo este fator dificultar a sua

formulacao tdpica.
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Existem ainda outras limitagcbes, tais como a dificuldade de absorver farmacos com
mais de 500 Da de peso molecular, o Log P (octanol/agua) deve encontrar-se entre 1 e 3,
para ultrapassar as varias camadas da pele, além disso a presenca de enzimas na pele, tais
como esterases e peptidades, podem metabolizar os farmacos, e assim reduzir a eficacia dos
mesmos. Existe ainda a possibilidade de rea¢es de sensibilidade e irritacdo da pele, podendo
ocorrer, quando exposta a certos excipientes ou farmacos, resultando em eritemas ou edemas

(Brown, Martin, Jones, & Akomeah, 2006).

1.2. Sistemas de Veiculagcao
Como foi possivel verificar anteriormente, os farmacos podem ser administrados no
corpo humano através de varias vias de administragdo, cada uma delas com as suas
especificidades, vantagens e desvantagens. Outro fator muito importante a se considerar é o
sistema de veiculacdo usado, pois € este que vai definir de que maneira o farmaco chegara

ao local de acédo, impactando de grande forma a eficacia do mesmo.

Certos farmacos possuem uma concentracao ideal no local de acdo, enquanto a
concentracao de outros pode ser muito baixa, podendo nao resultar no efeito desejado. Em
contrapartida, a concentracdo do farmaco pode ser muito elevada e resultar no surgimento de
reacdes adversas. Por outras palavras, ao desenvolver um novo sistema de veiculacdo de
farmacos, € necessario compreender e controlar a farmacocinética, a farmacodinamica, a
toxicidade e a eficacia dos farmacos. Estes sistemas devem assim garantir que a entrega dos
farmacos no local de agéo, é feita nas melhores condi¢Bes possiveis, de forma controlada e
na dose ideal. Assim, tém sido feitos estudos intensivos e constantes, de forma a encontrar
sistemas de veiculagdo que permitam ao farmaco chegar ao local de acdo com a maior

eficacia possivel.

Tendo em mente que 0 objetivo primario € veicular o farmaco escolhido, € entédo

fundamental considerar as suas propriedades, de forma a escolher a forma farmacéutica mais
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indicada ao mesmo. As substancias podem ser classificadas em quatro classes, sendo elas a
Classe 1 (Alta Solubilidade e Permeabilidade), a Classe 2 (Alta Permeabilidade e Baixa
Solubilidade), a Classe 3 (Alta Solubilidade e Baixa Permeabilidade) e a Classe 4 (Baixa
Solubilidade e Permeabilidade) (Adepu & Ramakrishna, 2021). A grande maioria dos novos
farmacos encontra-se nas classes 2 e 4, logo estes possuem baixa solubilidade o que
complica a sua incorporacdo em sistemas de veiculacdo (Ku, 2008). E por isso que este tem
sido um dos maiores focos de investigacdo, quanto a preparagdo de novos sistemas de

veiculacéo.

Mas apesar de o ideal ser o desenvolvimento de novos sistemas de veiculagdo, com
os elevados custos associados ao desenvolvimento de um farmaco, muitas vezes néo é
possivel desenvolver um sistema de veiculagdo completamente novo e personalizado. Assim

muitas vezes opta-se por melhorar estratégias ja existentes.

Em resumo, quando se pretende desenvolver sistemas de veiculagdo novos ou
melhorar sistemas ja existentes, € necessario considerar as propriedades fisico-quimicas do
farmaco, bem como a via de administracdo, a doenca que se pretende tratar, a dose do
farmaco, os custos envolvidos na producao e aplicacdo do sistema e ainda considerar se é

um tratamento agudo ou cronico (Allen & Cullis, 2004; Kawamoto, Matsuda, & Ito, 2018).

A nivel topico, é preciso ponderar todas as limitacbes associadas a esta via,
nomeadamente no que se refere as carateristicas e propriedades tanto dos farmacos, como
da pele. Dada a quantidade de camadas presentes na pele, a biodisponibilidade de alguns
farmacos pode estar comprometida, e por isso a sua escolha € muito importante, bem como
a selecdo dos excipientes a serem usados nas formulagbes a desenvolver (Caparica et al.,

2018).

No ambito deste trabalho, serd considerada a via de administragéo topica existindo
diversos sistemas de veiculagdo adequados a mesma, como por exemplo as solucgdes,

sprays, suspensoes, geles e emulsdes, ja acima enumerados (Arora et al., 2015).
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Comecando pelas solugdes, estas sao compostas por liquidos contendo um veiculo
(Edman, 1994). Este tipo de formulacdes tem como principais vantagens o facto de serem
muito faceis de produzir. Em oposi¢cdo, ndo oferecem protecdo a pele, ndo sao muito
hidratantes, e quando séo baseadas em alcool, podem ser irritantes no local de acdo (Mayba

& Gooderham, 2018).

Relativamente as suspensfes, estas sdo constituidas por um liquido e um sélido
insolavel, assim sendo existe sempre a tendéncia destas particulas sedimentarem (Edman,
1994). Como principais vantagens as suspensdes sdo de facil aplicacdo e sao calmantes ao
aplicar. Pelo contrario, exigem cuidados como o agitar antes da sua aplicacdo, podem ser
irritantes, tal como as solugdes, quando possuem na sua formulagéo alcool e sdo mais secas

guando comparadas com pomadas ou cremes (Rosen, Landriscina, & Friedman, 2014).

Relativamente aos geles, estes tém normalmente um aspeto transparente. Em
contacto com a pele liquidificam, e ao secarem, deixam o filme n&o oclusivo por cima da zona
de aplicacdo (Rosen et al., 2014). As principais vantagens séo, tal como as anteriores, serem
de facil uso, sdo elegantes do ponto de vista cosmético, ndo gordurosas e de facil remocao.
Por outro lado, exatamente por serem facilmente retirados, estes podem ser removidos pela
transpiracdo e dependendo dos componentes podem causar irritabilidade no local de agéo

(Mayba & Gooderham, 2018).

No que aos sprays diz respeito, estes oferecem diversas vantagens, tais como serem
de facil utilizacdo e de aplicabilidade em zonas de dificil acesso, ajustavel ao nivel da
dosagem, permitirem uma boa distribuicao e deixam poucos residuos (Habet, Kolli, Pona, &
Feldman, 2019). No entanto, podem causar alguma irritabilidade na zona aplicada (Mayba &

Gooderham, 2018).

No ambito deste trabalho, as formulagcfes topicas escolhidas foram as emulsbes
porque estas permitem evitar o efeito de primeira passagem, evitar incompatibilidades

gastrointestinais, € possivel haver automedicacdo, permite a incorporacdo de farmacos
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hidrofébicos e permite ainda uma libertacéo controlada (Arora et al., 2015). No entanto estas

formulagdes podem apresentar problemas no que diz respeito a sua estabilidade.

As emulsdes sdo constituidas por dois liquidos imisciveis originando sistemas
bifasicos ou mais complexos, sendo aplicadas principalmente na cosmética (Kovacs et al.,
2005). Na pratica, temos uma fase continua ou também conhecida como fase externa, onde
vao estar dispersas as goticulas, sendo esta a fase descontinua ou interna (Talarico, Casas,
Chung, & Dobrogosz, 2012). Uma vez que juntando apenas estas duas fases, as emulsdes
nao seriam estaveis, € necessario juntar componentes que ajudem a estabilidade destas,
sendo estes os emulsificantes e os surfactantes. As emulsdes podem ser categorizadas como
Oleo/agua, agual/dleo e ainda as multiplas como é o caso de &agua/dleo/dgua e de
Oleo/dgual/dleo (Goodarzi & Zendehboudi, 2019). Dentro destes 4 tipos principais, temos
outras variagdes que diferem no tamanho das goticulas e na sua distribuicdo. Temos desde

as nano, micro e macroemulsdes, respetivamente das goticulas mais pequenas para as

maiores (Sweeta Akbari & Abdurahman Hamid Nour, 2018).

Relativamente as emulsfes agua/dleo, estas tém uma fase externa hidrofobica, o 6leo,
e como fase interna, a 4gua. Ja as emulsdes 6leo/dgua, sdo exatamente o contrario das
anteriores, ou seja, a fase interna é 6leo e a externa, é agua, e estas sdo as emulsdes mais
comuns. Por fim, as emulsdes mdltiplas, podem ser agua/6leo/agua ou 6leo/agual/dleo, que
consistem em goticulas muito pequenas suspensas em goticulas maiores e, por fim, dispersas

numa fase continua (Yagoob Khan, Talegaonkar, Igbal, Jalees Ahmed, & Krishan Khar, 2006).

Para formular uma emulsdo, é necessaria bastante energia mecanica de forma a
dispersar um dos liquidos, em forma de goticulas, na fase continua. As caracteristicas de uma
emulséo sdo personalizaveis desde o inicio da sua formulagéo, dependendo de fatores como
velocidade de agitacdo, tempo, temperatura e pressao. Para além dos dois liquidos é

necessario adicionar mais componentes de forma a obtermos uma formulacéo estével, entre
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outras caracteristicas (Light & Karboune, 2021; Sweeta Akbari & Abdurahman Hamid Nour,

2018).

Existem duas caracteristicas reoldgicas, bastante relevantes nas emulsdes, sdo elas,
o tamanho da goticula e a viscosidade. Relativamente ao tamanho das goticulas, é relevante,
principalmente no que toca a estabilidade. Quando numa emulsdo, o tamanho e namero das
goticulas ndo se altera significativamente ao longo do tempo, quando armazenado,
consideramos que a emulsdo é estavel. Esta carateristica é adaptavel, no momento da
formulacéo, uma vez que depende da velocidade de agitacdo. Quanto menor o tamanho das
goticulas, maior sera a sua distribuicao ao longo da emulsdo (Sweeta Akbari & Abdurahman

Hamid Nour, 2018).

Relativamente a viscosidade, esta pode ser definida como a resisténcia ao fluxo. No
caso de um aumento de viscosidade, esta pode reduzir a mobilidade das goticulas da
emulsdo, impedindo a coalescéncia das mesmas e assim evitar a separacdo de fases
(Fredrick, Walstra, & Dewettinck, 2010). Este aumento de viscosidade pode também favorecer
a aceitagdo por parte dos consumidores, se permitir a obtencdo de uma fluidez mais

agradavel.

A respeito da estabilidade das emulsdes, verificou-se que esta é influenciada por
fatores fisicos ou quimicos (Angardi, Ettehadi, & Yicel, 2022). A instabilidade de uma emulséo
é verificavel, quando comeca a acontecer floculacdo ou sedimentacao das particulas (tal
podera ser evitado, reduzindo o tamanho das particulas, reduzindo a diferenca de densidades
entre fases, ou aumentando a viscosidade da fase dispersa), seguida de coalescéncia, a qual
consiste numa fase ja irreversivel, onde ocorre a fundicdo de duas ou mais gotas numa Unica
grande, e assim a interface rompe promovendo a formacdo de um filme, que leva ao
aparecimento de uma pressdo de desconexdo, resultando por fim na separacdo de fases
(Marquez, Forgiarini, Langevin, & Salager, 2018). Apesar disto a estabilidade das emulsdes

pode ser controlavel através da adi¢do de substancias a formulagéo, que permitam contornar
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este problema. Neste ambito, componentes como surfactantes, permitem a formacdo de um
filme a volta da fase interna, o que aumenta a viscosidade interfacial e diminui a tenséo
interfacial, promovendo a estabilidade da formulacdo. Por isso € necessario encontrar 0s
componentes adequados para cada formulagcdo e assim garantir a sua estabilidade e

uniformidade (Talarico et al., 2012).

Para verificar a estabilidade de uma emulséo, € possivel efetuar esta anélise ao expor
a formulagéo a diversos testes de estabilidade, como a, estabilidade preliminar e a
estabilidade acelerada. No caso da primeira, esta é realizado normalmente, durante 6 ciclos,
gue incluem 24h em condi¢des de aquecimento numa estufa, seguidas de novas 24h, desta
vez em condi¢cbes de arrefecimento num frigorifico. Assim as formulacbes sdo sujeitas a
condi¢cdes de stress de forma a evidenciar possiveis sinais de instabilidade mais rapidamente.
J& relativamente a estabilidade acelerada, esta é realizada num periodo de tempo superior,
normalmente de 3 meses, mas podera estender-se por mais tempo. A formulacao é sujeita a
condi¢cdes como o aquecimento em estufa ou o arrefecimento no frigorifico, ndo envolvendo
as variagbes em ciclos de temperatura, como no estudo referido anteriormente e utilizando
assim condi¢cdes menos extremas. Deste modo, este € um estudo Util para estimar o prazo de
validade da formulacdo. E possivel ainda avaliar a estabilidade de longa durac&o, conhecido
como o teste de shelf life, onde as formula¢des sdo colocadas a temperatura ambiente (TA)
sendo estas observadas e avaliadas periodicamente (ANVISA, 2005). Este teste permite
comprovar os resultados previstos pelo teste de estabilidade acelerada, nomeadamente o

prazo de validade estimado.

Em todos estes testes os parametros estudados sdo definidos pelo formulador sendo
geralmente avaliadas as caracteristicas organoléticas das formulacfes, verificando-se se
ocorre alguma alteracdo ao longo do tempo, como a ocorréncia de sinais de instabilidade,
mudancas drasticas na viscosidade, mudancas de cor ou de textura, bem como as
propredades fisico-quimicas das emulsées, como o pH e a viscosidade, e podem ainda ser

avaliadas as caracteristicas microbiologicas das formulac¢des.
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De acordo com o acima exposto, fica claro a relevancia de estudar a incorporacgéo de
diferentes substancias que permitam o aumento da estabilidade das emulsdes, e que permita
a manutengdo da mesma ao longo do tempo e a importancia de realizar estudos de

estabilidade das formulagfes desenvolvidas.

Assim, devido a sua adaptabilidade, as emulsdes, sdo um interessante sistema de
veiculacéo, apesar de alguns problemas de estabilidade e de uniformidade (Light & Karboune,
2021; Sweeta Akbari & Abdurahman Hamid Nour, 2018) que justificam investir no estudo de

estratégias para ultrapassar 0s mesmos.

1.3. Solubilidade dos Farmacos
Como referido anteriormente, a baixa solubilidade de muitos farmacos, revela-se como
outro dos grandes obstaculos a transpor, na preparacao de novos sistemas de veiculacao,
nomeadamente de emulsdes, uma vez que tal conduzird a uma reduzida disponibilidade da

substancia ativa no organismo, ndo garantindo assim a sua eficacia.

A solubilidade é uma propriedade de uma substancia gasosa, liquida ou sélida,
chamada soluto, dissolvida num solvente, também ele podendo ser gasoso, liquido ou sdélido.
Tal depende de fatores como a temperatura, a pressao, e o solvente em si. Uma substancia
ativa, pouco soluvel, implica a utilizacdo de uma dose consideravelmente maior para atingir
uma concentragdo plasmatica terapéutica. Assim, a baixa solubilidade representa um desafio
e tem sido descrito que cerca de 40 % de novas entidades quimicas, sdo praticamente

insollveis em agua (Savjani, Gajjar, & Savjani, 2012).

Desta forma é importante garantir, através de vérias técnicas de formulacdo, o
aumento de solubilidade, dissolugéo e biodisponibilidade destes farmacos (Zhang, Xing, Zhao,
& Ma, 2018). Assim sendo é necessario encontrar formas de permitir aumentar a solubilidade

destas substancias, incorporando estes farmacos em sistemas de veiculacdo adequados.
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Considerando este problema da baixa solubilidade de vérios farmacos em agua, nos
Ultimos anos os liquidos i6nicos (LI) tém vindo a ser explorados como excipientes funcionais

com a finalidade de contornar este obstaculo (Balk, Holzgrabe, & Meinel, 2015).

1.4. Liquidos lénicos
Os LI sdo conhecidos como sais organicos, liquidos quando se encontram a
temperaturas abaixo dos 100 °C (Balk et al., 2015; Dobler, Schmidts, Klingenhdfer, & Runkel,
2013; Ferraz, Branco, Prudéncio, Noronha, & Petrovski, 2011; Li, Ma, Zhang, Ling, & Zhang,
2021; Moniruzzaman, Tamura, Tahara, Kamiya, & Goto, 2010), compostos por ides,
nomeadamente um catido organico, bem como de um anidao orgéanico ou inorganico (Dobler
et al., 2013; Gouveia et al.,, 2014). Estes tém uma forte aptiddo de dissolver polimeros,

compostos inorganicos e organicos (Dobler et al., 2013).

As principais propriedades atribuidas a estes compostos, sdo as de nao serem
inflamaveis (Balk et al., 2015), terem um elevado indice de refracdo (Zandu, Chopra, & Singh,
2020), serem facilmente reciclaveis (Ghandi, 2014), terem uma tensédo de superficie mais
baixa do que a 4gua (Zandu et al., 2020), possuirem baixa pressao de vapor (Balk et al., 2015;
Dobler et al., 2013), terem uma elevada condutividade (Moniruzzaman et al., 2010), e elevada
estabilidade quimica (Agatemor, Ibsen, Tanner, & Mitragotri, 2018), maior densidade que a
agua (1.05 - 1.36 g/cm?®) (Zandu et al., 2020) e a sua viscosidade (Gouveia et al., 2014; Wahib,

Da’na, Zaouri, Hijji, & Al-Ghouti, 2022).

Os LI podem ser considerados como préticos ou aproticos, sendo referidos como
préticos quando séo obtidos pela transferéncia de um protdo de um &cido Brgnsted para uma
base Brgnsted, sendo preparados através de uma reacdo de neutralizacao. Por sua vez no
caso dos LI aproticos, esta transferéncia de protées nao é possivel, uma vez que a natureza

dos i6es que os constituem, ndo permitirem tal. Estes LI apréticos sdo produzidos numa
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reacdo de quaternizagdo, e de seguida por uma troca de anibes (Figura 1) (Endres, 2010;

Ghandi, 2014; Schalka & Addor, 2008; Silva, Zanatta, Ferreira, Corvo, & Cabrita, 2020).

(A) Liquido l6nico Prético

Base Bronsted (B) + Acido Bronsted(B)

HNO;

/\NH-, .

(B) Liguido lénico Aprético

\/:j’\ /-—Br -

- HH‘ + .\O
®
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+ NaBF, /\N/\
S \.,-J BF
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Figura 1 - Vias sintéticas tipicas para a obtengdo de Liquidos Ionicos préticos e aprdticos (Adaptado de W. Silva et al.,

2020).

A partir das suas sinteses é possivel alterar a estrutura dos LI e consequentemente as

suas propriedades, consoante a aplicacdo pretendida, nomeadamente ao mudar o tipo de

anides e catides (Figura 2) presentes (Balk et al., 2015). Assim, o niumero de LI com estruturas

e com propriedades distintas que se pode preparar € imenso (Egorova, Gordeev, & Ananikov,

2017; Julio et al., 2018; Silva et al., 2020).
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Figura 2 - IGes tipicos presentes nos Liquidos Ionicos (Adaptado de W. Silva et al., 2020).

Assim, no que diz respeito a forma como os LI sdo diferenciados entre si, a sua
categorizacao tem variado ao longo dos tempos, podendo ser classificados de acordo com o

tipo de catido presente em cada LI ou organizados em gerac6es (Correia et al., 2021).

No que diz respeito & sua classificacdo em geracgfes (Figura 3), esta categorizacdo

considera as diferengas nas suas propriedades e estrutura quimica.
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Figura 3 - Geragdes de Liquidos I6nicos ao longo do tempo (Adaptado de W. Silva et al., 2020 e MacFarlane et al., 2018).

O primeiro LI reportado, remonta a 1914 (Morton & Hamer, 2018), sendo ele o Nitrato
de etilaménio ([EtNHs][NOg3]), fazendo parte da primeira geracéo de LI. Esta geragdo resulta
de combinacdes de catides dialquilimidazolio e alquilpiridinio com anides de haleto metalicos.
As principais desvantagens descritas para esta geracao sdo a grande instabilidade ao ar e

agua.

Na sequéncia das desvantagens apresentadas pela primeira geracdo de LI, surge a
segunda geracao que procura corrigir as mesmas. Assim sendo, esta geragéo possui LI mais
estaveis ao ar e 4gua, sendo também muito mais faceis de lidar que os da primeira geracgao.
Estes foram considerados uma alternativa a solventes organicos toxicos, sendo constituidos
na sua maioria pelos catiées diaquilmidazdlio, alquilpiridinio, aménio e fosfénio. Relativamente
aos anibes, os mais utilizados sé@o os halogenetos, tetrafluoroborato e hexafluorofosfatos. A
partir deste ponto, os LI comecaram a ser cada vez mais estudados (Morton & Hamer, 2018;

Silva et al., 2020).
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Surge entdo de seguida a terceira geracao de LI, em que os LI sdo compostos por ibes
biodegradaveis e naturais, como a colina e aminoéacidos, ou com ides com atividade biolégica
conhecida. Esta geracdo é também referida como a geracdo na qual é possivel ajustar as
propriedades fisico-quimicas consoante a aplicagédo desejada, sendo assim uma geracao de
elevado interesse cientifico, particularmente para a sua aplicagdo na area farmacéutica

(Egorova et al., 2017; Santos de Almeida et al., 2017).

Por fim, recentemente foi proposta por MacFarlane e colaboradores, a existéncia de
uma quarta geracdo de LI, considerando que para além das Unicas e importantes
propriedades dos LI, estes por vezes ndo sao totalmente previsiveis (MacFarlane et al., 2018),
com base na interacdo que existe entre o solvente e os sais, tal abre as portas a ainda mais

possibilidades por parte destes (Gomes, Silva, & Reis, 2019).

Tal como acima referido, em alguns estudos os LI também tém sido divididos em
categorias, de acordo com o tipo de catido que o LI tiver, principalmente no que diz respeito
aos LI contendo os caties diaquilmidazolio, N-alquilpiridinio, fosfénio e de amdnio quaternario

(Ghandi, 2014). No entanto esta divisao ja ndo é téo referida.

No que se refere, aos LI a base de imidazdlio, estes estdo entre os mais estudados,
possuindo baixa viscosidade, capacidade de serem estaveis em situacfes de oxidagédo e
reducdo, sendo a sua sintese relativamente facil (Wang, Luo, Luo, Li, & Dai, 2010). Porém
foram relatadas alguma situacdes em que estes podem nao ser completamente seguros
(Ghandi, 2014). Estes LI, tém sido bastante estudados como catalisadores em sinteses, como
solventes e como promotores de solubilidade. Os LI a contendo o catido piridinio, também
demonstraram ser bons catalisadores de algumas reacdes de sintese de alguns compostos,

como a di-hidropiridina por exemplo.

No que diz respeito aos LI contendo o fosfénio estes também tém sido utilizados como
catalisadores em diversas reacdes e por serem mais termoestaveis tém sido muito utilizados

a temperaturas superiores a 100 °C (Cao & Alper, 2010).
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Relativamente aos LI a base do catido amonio quaternario, estes tém sido descritos
como possuindo bioatividade e atividade antimicrobiana e tém sido considerados menos
toxicos, pelo que tém sido muito estudados na &rea farmacéutica, nomeadamente os LI
contendo o catido de colina. Também tém sido bastante usados como eletrélitos, para
melhorar a atividade antibiotica e distribuicdo de farmacos topicamente (Melo, Bogel-tukasik,

Nunes da Ponte, & Bogel-tukasik, 2013; Santos de Almeida et al., 2017).

Torna-se claro o quanto os LI sdo interessantes e promissores para a sua aplicagao
em diversas areas, nomeadamente na area da saude, por exemplo ao serem incluidos em
sistemas de veiculacdo. Estes podem ser incorporados em solu¢des aquosas, bem como
oleosas ou ainda hidroalcodlicas, o que é de extrema importancia no que toca ao
desenvolvimento de formulagBes farmacéuticas e cosméticas (Santos de Almeida et al.,
2017), principalmente para aumentar a solubilidade de varios farmacos e possivelmente
melhorando a sua administracdo. No entanto, existem alguns estudos, que referem que
alguns LI podem ser bastante téxicos (Egorova et al., 2017) e esta toxicidade deve ser sempre
considerada ao definir a quantidade de LI, a ser adicionada para o considerar funcional e
seguro. Por este motivo, comecam a existir cada vez mais estudos que consideram a
toxicidade dos LI antes de estudar a sua incorporacdo em sistemas de veicula¢éo (Caparica

et al., 2020, 2018; Wei et al., 2021)

Adicionalmente, alguns estudos permitiram estudar o impacto positivo dos LI, na
permeabilidade, na estabilidade de formula¢Bes e na inclusdo de farmacos pouco sollveis
com interesse farmacolégico, como a rutina (Caparica et al., 2020, 2018; Mizuuchi, Jaitely,
Murdan, & Florence, 2008; Santos de Almeida et al., 2017). Na sequéncia de existirem alguns
estudos que demonstram o impacto de LI contendo colina para aumentar a solubilidade da

rutina, neste trabalho selecionou-se este composto fendlico para ser estudado.
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1.5. Rutina
De facto, existem bastantes compostos, com potencial farmacéutico, mas cuja
aplicabilidade esta comprometida em consequéncia da sua baixa solubilidade aquosa, o que
dificulta a sua incorporacdo em sistemas de veiculacdo. A rutina (3, 3, 4, 5, 7-
pentahidroxiflavona-3- ramnoglucosideo) (Figura 4), é um desses exemplos. E um composto
polifendlico hidrofobico, pertencente a familia dos flavonoides (Pinzaru et al., 2021), que pode

ser encontrado em diversos tipos de plantas, como trigo, tabaco, etc.

OH

HO 0]
OH

1y ',

Ol
I

HO &7 ,,/O H

Hitna.

HO

Figura 4 - Estrutura quimica da Rutina.

Este composto, tem sido descrito como possuindo efeito agregador, cardioprotetor,
cito protetor, diurético, neuro protetor, vaso protetor e ainda como possuindo atividade
analgésica, antiartritica, antiasmatica, antidiabética, antihipercolesterolémica, anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antiosteopénicas, antiosteoporéticas, antiplaquetario, antitlcera,
anticancerigena e antioxidante (Caparica et al., 2020; Enogieru, Haylett, Hiss, Bardien, &

Ekpo, 2018; Ganeshpurkar & Saluja, 2017; Lins et al., 2021; Nassiri-Asl, Nikfarjam, Adineh, &
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Hajiali, 2017; Pinzaru et al., 2021), justificando a relevancia de continuar a estudar este

composto.

Em particular a capacidade antioxidante e anti-inflamatdria, podem ser muito
interessantes do ponto de vista de aplicacdo dirigida a pele, sendo que a este nivel tem havido
estudos que mostram que a rutina pode ter efeitos benéficos em diversas doencas da pele,
como dermatite de contato atdpica e alérgica (Choi & Kim, 2013), envelhecimento da pele
(Kostyuk et al., 2018), e na psoriase (Pratibha Kumar, 2020). Tal revela que poderia ser
interessante incluir a rutina num sistema de veiculacdo que permita a sua administracdo na

pele.

No entanto, como acima referido, este composto tem solubilidade bastante baixa em
agua, podendo assim dificultar a sua aplicabilidade (Pedriali, Fernandes, Bernusso, &
Polakiewicz, 2008). Neste ambito, recentemente foram publicados estudos que demonstraram
gue os liquidos i6nicos podem ndo s6 aumentar bastante a solubilidade da rutina em agua,
como permitir uma maior incorporagdo de rutina em formulagbes, nomeadamente em
emulsbes 6leo em agua (O/A) (Caparica et al., 2018). No entanto, estes tipos de emulsdes
sdo termodinamicamente instaveis, relevando a importancia de estudar diferentes excipientes
e diferentes concentragdes, a serem incorporados nessas formulacdes, para determinar o
impacto destes na estabilidade das formula¢des, tanto na presenca como na auséncia dos

ativos em estudo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi continuar a avaliar como a inclusdo de LI em
emulsdes O/A, preparadas na presenga ou auséncia de rutina, pode afetar a sua estabilidade,
nomeadamente na presenca de diferentes percentagens do emulsificante Crodafos® CES na

formulacéo.

20
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Filipe Daniel Tavares Fernandes Emulsdes O/A contendo Rutina:
Impacto dos Liquidos I6nicos na sua Estabilidade

2. Material e Métodos

2.1. Reagentes
Relativamente aos ensaios de solubilidade, foram utilizados LI derivados de colina, o
(2-hidroxietil)-trietilaménio-L-fenilananinato ou [Cho][Phe] e o glicinato de (2-hidroxietil)-
trietilamoénio ou [Cho][Gly], sintetizados no ambito do doutoramento de Rita Caparica. Para

além disso, foi ainda utilizado rutina da Fagron (S&o Paulo, Brasil) e &gua destilada.

Para a producdo das emulsBes OJ/A, utilizou-se: Crodafos® CES, 4&lcool
cetoestearilico, diacetil fosfato e fosfato de cetet-10, produzido pela Mapric (Sdo Paulo,
Brasil), como base lipidica da formulacdo; agua desionizada como veiculo; &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) dissddico da Fagron, (Barcelona, Espanha), funcionando
como agente quelante; miristato de isopropilo (MIP), produzido pela Scharlab (Sentmenat,
Espanha), como emoliente; um concentrado de parabenos, que funciona como conservante,
produzido com metilparabeno e propilparabeno (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA),
seguindo as normas da Farmacopeia Portuguesa VIlI; o polietilenoglicol (PEG) 400 produzido
pela PanReac (Barcelona, Espanha), como solubilizante; o propilenoglicol (PG), adquirido na
Fagron (Barcelona, Espanha), como humectante; o butil hidroxitolueno (BHT), produzido pela
Mapric (Sao Paulo, Brasil); e a trietanolamina de José Vaz Pereira (Lisboa, Portugal), para

ajuste do pH, no final da formulagdo da emulséo.

2.2. Estudos de Solubilidade
Com o intuito de realizar os estudos de solubilidade, avangou-se com a saturagcédo com
rutina das solu¢des apenas com agua como solvente e das solugdes contendo agua e cada
um dos LI, [Cho][Gly] a 0,5 % m/m ou [Cho][Phe] a 0,2 % m/m. As percentagens de LI
incorporadas correspondem a percentagem maxima de cada LI que permitiu a manutencéo
da viabilidade celular em queratinécitos humanos (HaCaT) de acordo com os resultados
obtidos no dmbito do Doutoramento da doutoranda Rita Caparica. As solu¢des saturadas
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foram colocadas em agitacao, durante 72 h a 25 °C. Seguidamente, para retirar o excesso de
soluto, todas as solucbes foram entdo filtradas e, posteriormente, analisadas num
espetrofotometro de UV-visivel Evolution (Evolution® 300, Thermo Scientific, Hertfordshire,

Inglaterra), ao comprimento de onda de absor¢cdo méaxima da rutina, 353 nm.

2.3. Anédlise estatistica
Para os estudos de solubilidade, as diferencas nas médias dos resultados obtidos
foram avaliadas estatisticamente por ANOVA (analise de variancia simples) e depois pelo
método de comparacdo multipla de Tukey. Os resultados que apresentavam diferencas
estatisticas entre as médias individuais foram significativos com ** p <0,01 e *** p <0,001.
Todos os valores encontram-se expressos como meédia * desvio padrdo (DP) e as analises

realizadas utilizando GraphPad Prism 5® by GraphPad Software, EUA.

2.4. Preparacdo das Emulsdes 6leo em agua (O/A)

As emulsdes O/A que foram desenvolvidas encontram a sua composicao qualitativa e
guantitativa descrita nas Tabelas 1, 2 e 3. Sendo que para a sua preparacao foram pesadas
isoladamente a fase oleosa e a fase aquosa, que de seguida foram colocadas nhum banho
aquecido a 65 °C (Memmert®, Buchenbach, Alemanha). Desta forma, a fase oleosa funde e
ocorre um equilibrio na temperatura das duas fases, que permita que, ainda no banho, a fase
aguosa seja adicionada a oleosa, sempre mantendo uma agitacdo energética da mistura.
Prontamente, a mistura € removida do banho, continuando-se a agitacao até atingir a TA, e

dessa forma se verificar a obtencdo de uma emulsdo homogénea.

22
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias Escola de Ciéncias e Tecnologias da Saude



Filipe Daniel Tavares Fernandes Emulsdes O/A contendo Rutina:
Impacto dos Liquidos I6nicos na sua Estabilidade

Tabela 1 - Composicdo qualitativa e quantitativa (% m/m) para todas as emulsées O/A contendo 3 % de Crodafos® CES e
preparadas sem ou com Rutina e sem ou com cada Liquidos Ionicos.

Emulséo O/A
Composicéo Sem Rutina Com Rutina
(% m/m) Sem Com Com Sem Com Com
LI [Cho][Phe] [Cho][Gly] LI [Cho][Phe] [Cho][Gly]
Crodafos® CES 3 3 3 3 3 3
MIP 2 2 2 2 2 2
BHT 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
EDTA Dissoédico 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
PG 5 5 5 5 5 5
PEG 400 5 5 5 5 5 5
Concentrado de 1 1 1 1 1 1
Parabenos
Rutina - - - 0,016 0,016 0,016
LI - 0,2 0,5 - 0,2 0,5
Trietanolamina g.b parapH =5
Agua deionizada g.b para 100

Tabela 2 - Composicdo qualitativa e quantitativa (% m/m) para todas as emulsées O/A contendo 3,5 % de Crodafos® CES e
preparadas sem ou com Rutina e sem ou com cada Liquidos Ionicos.

Emulséo O/A
Composicéo Sem Rutina Com Rutina
(% m/m) Sem Com Com Sem Com Com
LI [Cho][Phe] [Cho][Gly] LI [Cho][Phe] [Cho][Gly]
Crodafos® CES 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
MIP 2 2 2 2 2 2
BHT 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
EDTA Dissédico 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
PG 5 5 5 5 5 5
PEG 400 5 5 5 5 5 5
Concentrado de 1 1 1 1 1 1
Parabenos
Rutina - - - 0,016 0,016 0,016
LI - 0,2 0,5 - 0,2 0,5
Trietanolamina g.b parapH=5
Agua deionizada g.b para 100
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Tabela 3 - Composicdo qualitativa e quantitativa (% m/m) para todas as emulsées O/A contendo 4 % de Crodafos® CES e
preparadas sem ou com Rutina e sem ou com cada Liquidos Ionicos.

Emulséo O/A
Composicéo Sem Rutina Com Rutina
(% m/m) Sem Com Com Sem Com Com
LI [Cho][Phe] [Cho][Gly] LI [Cho][Phe] [Cho][Gly]
Crodafos® CES 4 4 4 4 4 4
MIP 2 2 2 2 2 2
BHT 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
EDTA Dissoédico 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
PG 5 5 5 5 5 5
PEG 400 5 5 5 5 5 5
Concentrado de 1 1 1 1 1 1
Parabenos
Rutina - - - 0,016 0,016 0,016
LI - 0,2 0,5 - 0,2 0,5
Trietanolamina g.b parapH =5
Agua deionizada g.b para 100

2.5. Estabilidade preliminar
As carateristicas organoléticas e a viscosidade de todas as emulsdes O/A
desenvolvidas foram avaliadas ao tempo inicial. Para além disso, as formulacdes foram
seguidamente sujeitas a estudos de estabilidade preliminar, nomeadamente aos testes de

aquecimento gradual e de centrifugacéo.

2.5.1. Teste de aquecimento gradual ou de stress térmico
Para proceder a este teste, foram pesados 5,0 g de cada emulséo (n=3) para falcons,
gue de seguida foram introduzidos num banho termostatizado, a temperatura inicial de 40 °C.
As amostras foram sujeitas a um aquecimento gradual até 80 °C, com uma taxa de
aquecimento de 10 °C por cada 30 minutos. No final do aquecimento, as amostras foram

avaliadas relativamente ha existéncia ou ndo de separacdo de fases (fendmeno de

instabilidade).
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2.5.2. Teste de centrifugacao
Relativamente ao teste da centrifugagéo, pesou-se 5,0 g de cada formulacdo (n=3)
gue foram centrifugadas durante um periodo de 30 minutos a 7200 x g, a 25 + 2 °C. Apos a
centrifugacdo, foi avaliado se as amostras apresentavam ou ndo separacdo de fases

(fenomeno de instabilidade).

2.5.3. Ciclos de Temperatura
Relativamente aos ciclos de temperatura, cada formulacdo (n=3), foi submetida a 6
ciclos sucessivos de temperatura em que cada ciclo corresponde ao arrefecimento, a -5 °C,

durante 24h, seguido de aquecimento, a 45 °C, também durante 24h.

2.6. Estabilidade Acelerada e armazenamento (shelf life)
As formulacdes (n = 3) foram submetidas a duas condi¢fes diferentes, aquecimento
na estufa (40 + 2 °C) e arrefecimento no frigorifico (5 + 2 °C), por 3 e 6 meses, com 0 objetivo

de avaliar como as emulsfes se comportavam em condicdes extremas.

Adicionalmente, para que seja possivel avaliar o comportamento das emulsdes em
condi¢cdes normais de armazenamento, as mesmas (n=3) foram armazenadas a TA por
periodos de tempo pré-definidos (3 e 6 meses), analisando-se assim a sua estabilidade e

armazenamento.

Ao longo do tempo e em todas as condicdes de andlise, foram analisadas as
propriedades organoléticas (cor, odor e aparéncia), os parametros fisico-quimicos (pH e
viscosidade) e a viscosidade de todas as formulagfes. A viscosidade foi avaliada usando o

RVDV-I + viscosimetro, BROOKFIELD® (Middleboro, Massachusetts, EUA).
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3. Resultados e discussao

Com o presente trabalho pretendeu-se avaliar qual o impacto, da incorporacédo de LI
em emulsbes O/A contendo rutina, nomeadamente na estabilidade das formulactes
preparadas. Para este efeito, comecou-se por avaliar o impacto dos LI estudados na
solubilidade da Rutina para posteriormente considerar esses resultados para a incorporacdo

da rutina nas formulacdes preparadas.

3.1. Estudos de Solubilidade
A andlise da solubilidade da rutina, foi efetuada em agua, e em misturas de dgua com
cada um dos dois LI em estudo ([Cho][Gly] ou [Cho][Phe]), a 25 °C. No caso do [Cho][Gly],
usou-se uma concentragdo de 0,5 % deste LI, e no caso do [Cho][Phe], uma concentracdo de
0,2 %, pois sdo as percentagens maximas onde se sabe que é mantida a viabilidade celular

na presenca de cada um dos LI usados (Caparica et al., 2018).

Respeitante aos resultados da solubilidade (Tabela 4), relativamente ao ensaio em
agua o valor obtido para a solubilidade da rutina foi de 0,22 + 0,01 mg/mL, estando de acordo
com o resultado publicado de 0,20 mg/mL (Caparica et al., 2018). Relativamente a
solubilidade da rutina nas misturas de agua com cada um dos LI estudados, os resultados
revelaram, que com ambos os LI, a solubilidade da rutina aumenta (Tabela 4). Este aumento
€ observado na presenca dos dois LI, mesmo no caso do [Cho][Phe], que se incorporou numa
concentracao inferior (0,2 % m/m), e para o qual foi possivel observar um aumento na
solubilidade da rutina em cerca de 7 vezes. Este aumento esta relativamente de acordo com
o descrito anteriormente na literatura (Caparica, 2017). No que diz respeito ao LI [Cho][Gly],
gue foi incluido numa maior percentagem (0,5 % m/m), este permitiu um aumento superior na
solubilidade da rutina e na ordem de 13 vezes superior, comparativamente com a sua

solubilidade em agua.
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Tabela 4 - Solubilidade da Rutina em dgua ou nas misturas dgua: Liquidos I6nicos, 99.5:0.5 [Cho][Gly] e 99.8:0.2 [Cho][Phe],
n=3, média + DP. ** p < 0.01 e *** p < 0.001 (ANOVA a um fator, teste de Tukey, comparado com a solubilidade em dgua).

Solubilidade, mg/mL

Sorlvente Experimental Literatura

(fg&;’) 0,22 + 0,01 0,20 (Caparica et al., 2018)
Agugg[gglz[l;he] 1,51 + 0,05 ** 1,15 (Caparica et al., 2018)
Agu(g:g[,g%?]s[)caly] 2,92 +0,76 -

3.2 Preparagéo das emulsdes O/A
Apés demonstrado o aumento da solubilidade da rutina na presenca dos LI, as
emulsdes O/A foram desenvolvidas na presenca e auséncia da substancia ativa em estudo
e/ou contendo ou ndo cada um dos LI. Para este fim, varias formula¢des, com percentagens
diferentes de Crodafos® CES foram desenvolvidas, para tentar entender como estes

diferentes compostos afetam a estabilidade da emulsdo desenvolvida.

No que diz respeito a incorporacao da rutina nas formulac@es, esta foi incorporada na
concentracao maxima em que esta € soluvel em agua a 25 °C (0,2 mg/mL). De salientar, que
no que diz respeito ao desenvolvimento destas formulagbes, a sua preparacéo,
nomeadamente a homogeneizagéo das emulsdes é mais facil e rapida na presenca dos LI do
gue na sua auséncia. Este fator, indica que os LI poderdo ter um papel determinante no

aumento da miscibilidade dos diversos componentes das formulagoes.

Apoés desenvolvimento de todas as formulacdes procedeu-se entdo a avaliagdo das

suas propriedades organoléticas, viscosidade e estabilidade preliminar.

3.3 Propriedades organoléticas e viscosidades
Quanto as propriedades organoléticas das formulacbes desenvolvidas apés
preparacao e antes de efetuar os estudos de estabilidade, foi possivel observar que todas as
formulac¢Bes tinham um aspeto cremoso e que as formulacdes na auséncia de rutina
apresentaram todas uma coloracdo branca. Por sua vez as formulacdes contendo rutina
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apresentaram uma cor amarelada, caracteristica da presenca do ativo que apresenta esta
tonalidade (Figura 5). De salientar que as emulsbes contendo os LI, apresentaram uma
homogeneidade superior, comparativamente com as emulsées na auséncia destes sais,
indicando que os LI poderdo promover uma melhor mistura dos componentes da formulacéo
e permitindo assim a obtencdo de formulacbes com um aspeto mais cremoso e
consequentemente visualmente mais apelativas. Adicionalmente, foi possivel observar que as

formulacdes contendo os LI, além de mais homogéneas aparentavam ser mais viscosas.

Figura 5 - Aparéncia macroscopica das formulagées (A) - na auséncia de Rutina e (B) - na presenga
de Rutina.

Estes resultados de observagdo qualitativa foram comprovados na avaliacdo da
viscosidade de todas as formulagbes desenvolvidas (Tabelas 5 e 6). De facto, tanto na
auséncia como na presenca de ativo foi possivel verificar uma maior viscosidade das
formulacdes na presenca dos LI, indicando que os LI estudados contribuem para o aumento
da viscosidade das formulacdes (Tabela 6), 0 que € bastante relevante, uma vez que este
aumento de viscosidade pode reduzir a mobilidade das goticulas da emulsao e assim evitar a
separacdo de fases, por impedir a coalescéncia das mesmas. Também ao nivel de

propriedades sensoriais, este aumento de viscosidade pode ser relevante, uma vez que para
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além de poder aumentar a estabilidade da formulagéo, também pode tornar a formulagdo mais

agradavel para o consumidor final.

Tabela 5 - Viscosidade das emulsées O/A na auséncia de Rutina apds formulagéo (n=3).

Tempo Zero

% Crodafos® CES LI Viscosidade (mPas)

- 4067 + 208

3 [Cho][Phe] 12267 + 251,7
[Cho][Gly] 9367 + 436,8
- 4583 + 76,4

3,5 [Cho][Phe] 12500 + 200
[Cho][Gly] 11250 + 250

- 12387 + 400,7

4 [Cho][Phe] 15633 +321,6
[Cho][Gly] 17250 + 250

Tabela 6 - Viscosidade das emulsdes O/A na presenga de Rutina apds formulagdo (n=3).

® Tempo Zero
% Crodafos™ CES L Viscosidade (mPas)

- 4250 + 250

3 [Cho][Phe] 12800 + 264,6
[Cho][Gly] 9930 +112,7
- 5150 + 304

3,5 [Cho][Phe] 13000 + 100
[Cho][Gly] 11593 + 179

- 13120 + 130,6

4 [Cho][Phe] 16017 + 76,4
[Cho][Gly] 17093 + 369

De seguida, foi pertinente avaliar a estabilidade de todas as formulagbes
desenvolvidas, com o intuito de comprovar se as emulsdes preparadas seriam todas estaveis
e principalmente, para avaliar se a incorporacdo dos LI, teriam algum impacto nessa

estabilidade. Para isso, foram efetuados estudos de estabilidade preliminar.
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3.4 Estabilidade Preliminar
Nos estudos de estabilidade e no que se refere as formula¢cdes na auséncia de rutina
(Tabela 7) e contendo diferentes percentagens de Crodafos® CES, os dados estdo
concordantes com os dados obtidos anteriormente pelo nosso grupo no ambito da dissertacéo
de mestrado de Telma Rodrigues (dados ainda ndo publicados) onde se verificou que usando
apenas 3% de Crodafos® CES, nenhuma das formulagGes foi estavel, observando-se

separacdo de fases para todas as emulsbes preparadas.

Adicionalmente, observou-se mais uma vez que na presenca dos LI é possivel obter
formulacGes estaveis na presenca de 3,5 % de Crodafos® CES, enquanto a esta percentagem,

mas na auséncia dos LI a formulacdo desenvolvida ndo é estavel.

Tabela 7 - Resultados do estudo de estabilidade preliminar das emulsées O/A na auséncia de Rutina. Os valores da
viscosidade foram medidos apds 6 ciclos de temperatura (a -5 °C e 45 °C) (n=3).

Viscosidade(mPas)

% Crodafos®

LI Centrifugacgéo Aguecimento Gradual depois de 6 Ciclos de
CES Temperatura
3 [Cho][Phe] Instavel Instavel -
[Cho][Gly]
- Instavel Instavel -
3,5 [Cho][Phe] ] ] 13203 + 50
(Chol[Gly] Estavel Estavel 17117 + 76
- 14299 + 40
4 [Cho][Phe] Estavel Estavel 17566 +114
[Cho][Gly] 18579 + 153

Tendo em conta estes resultados promissores, pretendia-se no presente estudo avaliar

se ao incorporar o ativo se observaria a mesma capacidade por parte dos LI de estabilizar as

formulacbes desenvolvidas. De facto, os resultados obtidos neste estudo permitiram

demonstrar este efeito, como se pode ver pelos dados apresentados na Tabela 8.
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Assim, foi possivel verificar que, a percentagem de 3,5 % de Crodafos® CES, ao
incorporar a rutina as formulacées na auséncia dos LI, estas nao sao estaveis, apresentando

separacao de fase apos a realizacdo dos testes de stress térmico e de centrifugacao.

Por sua vez, na presenca dos LI foi possivel incorporar ndo sé incorporar maiores

guantidades de rutina, como também obter formulagdes estaveis.

Tabela 8 - Resultados do estudo de estabilidade preliminar das emulsées O/A na presenga de Rutina (n=3). Os valores da
viscosidade foram medidos apds 6 ciclos de temperatura (a -5 °C e 45 °C) (n=3).

% Crodafos® Viscosidade(mPas)
0

LI Centrifugagéo Agquecimento Gradual depois de 6 Ciclos de
CES Temperatura
3 [Cho][Phe] Instavel Instavel -
[Cho][Gly]
- Instavel Instavel -
35 [Cho][Phe] ] ] 16842 + 129
(Chol[Gly] Estavel Estavel 16265 + 59
- 15052 + 42
4 [Cho][Phe] Estavel Estavel 17150 +26
[Cho][Gly] 17995 + 8

Assim, este estudo indica que a presenca de LI nas emulsfes permite ndo sé obter
formulacdes mais estaveis, tanto na presen¢a, como ha auséncia de rutina, permitindo a
utilizacdo de menores quantidades de agente emulsificante, além de possibilitar uma melhor
miscibilidade dos componentes das emulsées aquando da sua prepara¢ao, a0 mesmo tempo

gue permite incorporar maiores quantidades do ativo em estudo.
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3.5 Estabilidade Acelerada e armazenamento (shelf life)

Por fim, procedeu-se a avaliacdo do impacto dos LI utilizados, ao longo de 90 e de 180
dias. As formulacgdes foram assim submetidas a aquecimento em estufa (40 £ 2 °C) e
arrefecimento no frigorifico (5 = 2 °C). Foram também armazenadas amostras de todas as
emulsdes a TA para avaliar a estabilidade e armazenamento. No final dos 90 (Tabelas 9 e 10)
e 180 dias, foram avaliadas as propriedades organoléticas das amostras, tal como o pH e

viscosidade (Tabelas 11 e 12).

Tabela 9 - Resultados dos estudos de estabilidade e teste de armazenamento das emulsées O/A na auséncia de Rutina. Os
valores de viscosidade foram obtidos apds 3 meses na estufa (40 + 2 °C), no frigorifico (5 + 2 °C), ou a TA (n=3).

Estabilidade Acelerada Teste de
Armazenamento
% Crodafos® L Aquecimento Arrefecimento Viscosidade
CES na estufa no frigorifico (mPas)

35 [Cho][Phe] 9112 + 106 7844 + 56 7236 + 17
[Cho][Gly] 12773 + 109 12425 + 120 13215+ 1

- 12853 + 52 12458 + 105 14232 + 21

4 [Cho][Phe] 17873 + 23 15750 + 107 16416 + 14
[Cho][Gly] 18950 + 49 17883 + 22 16851 + 61

Tabela 10 - Resultados dos estudos de estabilidade e teste de armazenamento das emulsées O/A na presenga de Rutina. Os
valores de viscosidade foram obtidos apds 3 meses na estufa (40 + 2 °C), no frigorifico (5 + 2 °C), ou a TA (n=3).

Estabilidade Acelerada Testede
Armazenamento

% Crodafos® L Aquecimento Arrefecimento Viscosidade
CES na estufa no frigorifico (mPas)

3,5 [Cho][Phe] 12420 + 105 13347 + 197 12356 + 14

[Cho][Gly] 13917 + 53 14822 + 143 13789 + 167

- 14193 + 50 14671 + 138 12669 + 14

4 [Cho][Phe] 16311 + 115 16476 + 51 15947 + 44

[Cho][Gly] 16736 + 55 16914 + 64 17878 + 46
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Tabela 11 - Resultados dos estudos de estabilidade e teste de armazenamento das emulsées O/A na auséncia de Rutina. Os

valores de viscosidade foram obtidos apds 6 meses na estufa (40 + 2 °C), no frigorifico (5 + 2 °C), ou a TA (n=3).

Estabilidade Acelerada Teste de
Armazenamento
% Crodafos® L Aquecimento Arrefecimento Viscosidade
CES na estufa no frigorifico (mPas)
35 [Cho][Phe] 10229 + 10 8756 + 14 7657 + 28
[Cho][Gly] 13259 + 17 12382 + 63 13546 + 23
- 13205 £ 37 12552 + 98 14399 £ 41
4 [Cho][Phe] 18920 + 41 16512 + 29 16848 + 47
[Cho][Gly] 19016 + 7 18626 + 148 17128 + 10

Tabela 12 - Resultados dos estudos de estabilidade acelerada apds 6 meses na estufa (40 +2 °C) e teste de armazenamento
das emulsées O/A na presenca de Rutina. Os valores de viscosidade foram obtidos apds 180 dias na estufa (40 + 2 °C), no

frigorifico (5 + 2 °C), ou a TA (n=3).

Estabilidade Acelerada Teste de
Armazenamento
% Crodafos® L Aquecimento Arrefecimento Viscosidade
CES na estufa no frigorifico (mPas)
35 [Cho][Phe] 13347 + 10 13347 + 10 12668 + 18
[Cho][Gly] 14822 + 17 14822 + 17 14063 + 35
- 14671 £ 37 14671 + 37 12948 + 45
4 [Cho][Phe] 16476 + 41 16476 + 41 16033 + 18
[Cho][Gly] 16914 + 7 16914 + 7 18054 + 43

Foi entdo possivel verificar, que na presenca dos LI, tanto as formula¢cdes sem rutina
(Tabela 9 e 11), como as formulagdes contendo este composto fendlico (Tabela 10 e 12), néo
apresentaram quaisquer sinais de instabilidade. Tal sugere, que os LI, ndo s6 favorecem a
estabilidade das formulagdes apds a sua formulagdo, bem como, apds serem submetidas a
condi¢cbes extremas decorrentes dos estudos de estabilidade, ao longo de 6 meses. No que
a viscosidade diz respeito, foi possivel verificar que este manteve a tendéncia ja observada
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nos estudos de estabilidade preliminar, mostrando que a estabilidade se manteve ao longo do

tempo.

Deste modo, este trabalho demonstrou que os LI permitem facilitar o processo de
formulacéo e aumentar a estabilidade das emulsGes desenvolvidas, quer na auséncia ou na
presenca de ativo, bem como possibilitar a utilizacdo de uma menor concentracdo de

emulsificante na formulacgéo.
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4. Conclusao

No ambito deste trabalho avaliou-se a influéncia de dois LI, o [Cho][Gly] e o [Cho][Phe],
na estabilidade de emulsGes O/A contendo rutina e percentagens distintas do emulsificante,
o Crodafos® CES. Inicialmente procedeu-se a estudos de solubilidade da rutina na presenca
dos LI em estudo e os resultados demonstraram que ambos os LI aumentam a solubilidade
da rutina e os resultados reforcaram a capacidade dos LI para melhorar a solubilidade da

rutina.

De seguida, foram entdo preparadas emulsées O/A na auséncia e presenca de rutina
e/ou de cada um dos LI estudados e foi efetuada a estabilidade preliminar de todas as
emulsdes. Os resultados obtidos indicaram que a presenca dos LI permitiu uma estabilidade
das superior das formulagdes desenvolvidas, possibilitando a utilizacdo de uma menor
percentagem de Crodafos® CES. Em particular, nas formulagdes contendo 3,5% de Crodafos®
CES, onde unicamente as formulac¢des contendo LI mostraram ser estaveis, quer na auséncia
guer na presenca de rutina, quando comparadas com as formulacdes sem LI e também apds
serem submetidas a condi¢des extremas decorrentes dos estudos de estabilidade, ao longo

de 3 e 6 meses.

Assim, os presentes resultados sugerem ndo s6 que os LI podem ser (teis para
melhorar a solubilidade da rutina em agua e a sua incorporacdo em emulsdes O/A, tal como
descrito na literatura, mas indicam ainda que estes sais poderdo ser Uteis para facilitar a
formulacdo e estabilizar as emulsdes O/A desenvolvidas, permitindo nomeadamente a

utilizacdo de uma concentragcdo menor de emulsificante.

Seria relevante de futuro continuar a avaliar a estabilidade destas emulsdes O/A,
nomeadamente na presenca de outros ativos, bem como analisar como os LI poderédo

influenciar a estabilidade de outros sistemas de veiculacao.
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