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Resumo

RESUMO

GOTO, P. L. Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas por polimerizacéo in situ a
partir de nanoemulsées produzidas por inversdao de fases. 2011. 108p. Dissertacdo

(mestrado) Escola de Farméacia, Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, 2011.

A produgdo de nanoparticulas poliméricas (nanoesféras e nanocéapsulas) ndo é novidade no
mercado farmacéutico, mas os métodos de fabricacdo das mesmas variam muito,
encontrando-se diferentes técnicas de obtencdo. Dada a importancia das nanoparticulas na
otimizacdo da velocidade de cedéncia e na vetorizacdo de farmacos, neste trabalho foi
proposto o desenvolvimento de um processo para producdo de nanocépsulas poliméricas,
conjugando a técnica de polimerizagdo interfacial in situ com a produgdo de nanoemulsdo
pelo método de emulsificacdo por inversdo de fases, utilizando mondmeros derivados de
acido acrilico, ativadores e iniciadores, e 6leo de origem vegetal (manteiga de murumuru). A
nanoemulsdo e a suspensdo de nanocéapsulas foram caracterizadas quanto ao tamanho médio
de particula e o potencial zeta, obtendo particulas dentro do intervalo de 100 a 200 nm. Testes
de estabilidade também foram realizados para as duas formulagdes. A analise morfoldgica foi
realizada através de microscopia de forca atdmica, pela qual se comprovou a formacao das
nanocapsulas de formato esférico. O polimero formado ao redor da nanocapsula foi
caracterizado através de analises de espectroscopia por Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR), apresentando um espectro caracteristico ao do poli(acrilato de 2-etilhexila); e
calorimetria diferencial exploratéria (DSC), que apresentou a transicao vitrea correspondente
ao mesmo. Foram realizados testes in vitro para comparacdo das caracteristicas da
nanoemulsdo e da suspensdo de nanocapsulas produzidas a partir das primeiras, tendo como
marcador o Metoxicinamato de Octila. Analisando os perfis de liberacdo das amostras,
utilizando células de difusdo do tipo Franz, observou-se que a nanoemulsdo apresentou uma
liberacdo maior do ativo que a suspensd@o das nanocapsulas. No teste de determinacg&o in vitro
do Fator de Protecdo Solar (FPS), a nanoemulsao obteve valor de FPS cerca de 50% superior
gue o da suspensdo de nanocapsulas. Nos testes in vitro, observou-se que o marcador
apresentou-se menos disponivel na amostra de nanocapsulas, pois se encontrava em sua maior
parte, no interior das mesmas. Concluiu-se que a associa¢do dos dois processos: obtencédo de
nanoemulsdo com emulsificacéo por inversdo de fases (com uso de baixa energia) seguida de
polimerizag&o in situ proporcionou a formacao de nanocépsulas poliméricas, com o polimero
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situado ao redor das mesmas, viavel para a veiculagdo de farmacos e principios ativos

cosmeticos, principalmente com caracteristicas hidrofébicas.

Palavras Chaves: nanocépsulas, inversdo de fases, polimerizacédo in situ, manteiga de

murumuru, poli(acrilato de 2-etilhexila).
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ABSTRACT

The development of polymeric nanoparticles (nanoespheres and nanocapsules) is not
new in the pharmaceutical industry, however different methods has been described in order to
produce them. Due to the importance of nanoparticles as drug delivery systems to modify the
release rate, in this study we described a new protocol for producing polymeric particles
combining the in situ polymerization technique with nanoemulsion produced by phase
inversion emulsification, using 2-ethylhexyl acrylate monomer, solutions of initiator and
activator and vegetable oil (Murumuru Oil). The nanoemulsion and nanocapsules obtained
were characterized as particle size and zeta potential. The mean size of the nanoparticles was
in a range of 100-200 nm. Stability tests were also performed for both formulations. Atomic
force microscopy analysis proved the spherical shape of nanocapsules. The polymer formed
surrounding the nanocapsules was characterized by Fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR) and the resulting spectrum matched with that described in the literature for the
poly(2-ethylhexyl acrylate). In the Differential Scanning Calorimetry (DSC), was observed
the reported glass transition. In vitro tests were performed to compare the nanoemulsion and
the nanocapsules produced, using octyl methoxycinnamate as a marker. The analysis of the
release profile of the samples, with Franz diffusion cells, showed that the nanoemulsion had a
greater release of the active than the nanocapsules. In vitro test for determining the Sun
Protection Factor (SPF), the nanoemulsion SPF value was about 50% higher than the
nanocapsules. In in vitro tests were observed that the marker had become less available in the
nanocapsules sample, since the most part was encapsulated inside them. It was concluded that
the association of both process: nanoemulsion production by phase inversion (low energy
method) followed by in situ polymerization generated the formation of polymeric
nanocapsulas, feasible for administration of pharmaceutical and cosmetic active ingredients,

especially with hydrophobic character.

Keywords: nanocapsules, phase inversion, in situ polymerization, murumuru oil, poly

(2-ethylhexyl acrylate)
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1 INTRODUCAO

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de substancias ativas que
podem proporcionar o direcionamento de sua distribuicdo e apresentam didmetro inferior a
1,0 um. Varios destes sistemas sdo empregados para a estabilizacdo de farmacos sensiveis a
condicBes externas como: luz, potencial oxido-redutor, suco gastrico (quando administrados
por via oral), etc. Existem varios métodos de producdo de nanoparticulas poliméricas, dentre
eles a polimerizacdo in situ se apresenta como uma alternativa, porém, nesta técnica é
necessario partir de uma nanoemulsdo. O processo de polimerizacdo pode ocorrer de forma

simultanea ou posteriormente a formagdo da nanoemulséo suporte.

Apesar de ja conhecidas as nanoemulsdes (NE) sO recentemente atrairam a atencao
da Industria Farmacéutica e de Cosméticos. Esse desinteresse pode ter ocorrido devido ao fato
de que o preparo das NE, em muitos casos, exige a aplicacdo de técnicas especiais, com 0 uUso
de equipamentos como homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores e ultrassom.
(FORTUNATO, 2005; KOTHEKAR et al. 2006; STEINBERG, 2007, LEIRIA, 2006).
Porém, o uso de métodos de alta energia, quando a proposta é encapsular moléculas frageis
como peptideos, proteinas e &cidos nucléicos, pode levar ao aquecimento excessivo dos
produtos, aumentando a degradacdo/desnaturacdo do farmaco ou a perda de atividade durante

0 processo, propiciando a degradacdo de substancias sensiveis.

Além dos equipamentos especificos para a fabricacdo de nanoemulsdes serem de custo
elevado, havia o receio de enveredar-se por novos sistemas sem plena avaliacdo de
custo/beneficio, o que inibiu o uso desses sistemas em aplicacdes de cuidado pessoal e
medicamentos. Apesar dessas dificuldades, varias empresas lancaram NE no mercado e, nos
préximos anos, os beneficios poderdo ser avaliados. Com o maior estudo de novas técnicas,
onde ndo se faz necessario o uso de instrumentos sofisticados e com o aumento da
concorréncia no mercado farmacéutico e cosmético, o custo de producdo das NE devera cair,
aproximando-se do custo das tradicionais macroemulsées (FORTUNATO, 2005;
KOTHEKAR et al., 2006; STEINBERG, 2007; LEIRIA, 2006).

A distribuicdo de tamanho, a estrutura e a estabilidade dos sistemas nanométricos nao
dependem apenas das condi¢Ges empregadas em sua produgdo, mas também das variaveis da
formulacdo. Entre os fatores que tem sido primordialmente avaliados estdo o tipo, as

caracteristicas quimicas e as quantidades da fase oleosa e dos agentes emulsionantes
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utilizados; a influéncia da razdo entre os volumes da fase oleosa e aquosa na producdo e
estabilidade; a proporcdo mais adequada entre os tensoativos lipofilico e hidrofilico na

nanoemulsao e a natureza e toxicidade do mondmero e de seus ativadores e iniciadores.

O uso de solvente organico presente tanto em alguns métodos de emulsificacao e de
polimerizacdo apresentam desvantagens em suas etapas ou no custo de producdo. Solventes
organicos sao em geral produtos caros e significa outro ingrediente presente na formulacao, o
que aumenta o custo total das matérias-primas. A insercdo de solvente organico, matéria-
prima potencialmente toxica para 0 ambiente e para o sistema fisioldgico, requer pelo menos
uma etapa extra de processamento para a retirada do produto para tornar possivel
administracdo da suspensao de nanocapsulas em organismos vivos, aumentando o0 custo e
tempo de fabricacdo. Esse tipo de matéria-prima, sendo volatil, por razbes de seguranca,

requer manipulagéo e condigdes de processamento restritas.

A natureza da fase oleosa pode ter grande influéncia na estabilidade do sistema.
Apesar de 6leos minerais produzirem sistemas mais estaveis do que 6leos vegetais, devido a
maior possibilidade de haver interacdo entre os tensoativos e o0s 0Oleos vegetais, pelo fato
desses apresentarem composi¢do mais complexa, 0 uso de dleos vegetais encontrados na flora
brasileira, quando viaveis, possibilitam o emprego de material de origem nacional,
potencializando a preservacdo das espécies e geracdo de renda para populacdes nativas, na

maioria das vezes, extrativistas.

Neste contexto, a proposta deste trabalho de desenvolver sistemas nanoparticulados
empregando-se métodos de polimerizacdo in situ a partir de nanoemulsées produzidas por
métodos de baixa energia de emulsificacdo torna-se interessante. Este processo possui
diversas vantagens, dentre elas: emprego de matérias-primas mais baratas (mondmeros no
lugar de polimeros; tensoativos simples — derivados de sorbitano e oOleos etoxilados),
necessidade de equipamentos de producdo mais simples e ja disponiveis na maioria das
industrias farmacéuticas e cosmeéticas, facilidade de transposicdo da escala produtiva, da
bancada para a industrial e auséncia de solventes organicos nas etapas de producdo, que

encarece o produto.

Desta forma, neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de nanocapsulas
poliméricas a partir da polimerizacdo in situ de nanoemulsdes obtidas por inversdo de fases,

com uso de manteiga de murumuru.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PELE

Além de ser um envoltério que recobre toda a superficie do corpo, a pele é
considerada o maior 6rgdo humano, uma vez que sua extensdo corresponde a cerca de 2,0 m?
e seu peso representa cerca de 16% do peso corporal (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004;
KEDE e SABATOVICH, 2003).

Constitui a primeira linha de defesa contra injdrias do meio ambiente, sendo barreira
protetora contra agressdes externas, de natureza quimica ou bioldgica, além de impedir perda
de agua ou proteinas do organismo para o exterior (BOUWSTRA et al., 2003; GONCALVES,
2000; RANGEL, 1998). Possui ainda outras fungdes como 6rgdo sensorial, participante do
sistema imunoldgico, regulacdo da temperatura corpdrea, excrecdo de eletrélitos e producao
de vitamina D3, além de outras substancias, (KEDE e SABATOVICH, 2003).

2.1.1 Estrutura

A pele é composta por trés camadas sendo a mais superficial chamada de epiderme, a
camada intermediéria € a derme e a hipoderme ou tecido subcutdneo é a camada mais

profunda (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura da pele.
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A epiderme possui origem ectodérmica, é estratificada e pavimentosa, composta por
células justapostas, bastante coesas, formando camadas celulares continuas que se dividem em

subcamadas: basal, espinhosa, granulosa, lGcida e cérnea.

A camada germinativa ou basal é a mais profunda da epiderme, onde sdo encontrados
dois tipos principais de células: os melandcitos, responsaveis pela coloracdo da pele, e os
queratinocitos, que sdo diariamente renovados, formando uma barreira natural. A nutricdo

dessas células ocorre por vasos sanguineos localizados na derme (KIM et al., 2007).

Devido & continua atividade mitdtica dessa camada, as células resultantes da divisdo
celular sdo empurradas para as camadas superiores e 0s queratindcitos gradualmente sofrem
modificacdes em sua forma e composi¢do quimica, tornando-se achatados e anucleados, até
atingirem a superficie e se desprenderem em um ciclo que dura em torno de quatro semanas.
Nesse processo de transformacao dos queratindcitos em células cdrneas mortas, 0s primeiros
sintetizam grande quantidade de proteinas e lipideos, e a queratina, proteina insolvel, recobre
a célula no ciclo de queratinizacio (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; KEDE e
SABATOVICH, 2003).

A camada mais superficial da pele é a estrato cdrneo: menos permeavel, com maior
teor de lipidios e formado por células desprovidas de nucleo e organelas. A permeabilidade
seletiva dessa estrutura € muito importante na absorcdo cutanea de substancias ativas de uso
topico e, apesar de ser uma membrana muito fina, € uma excelente barreira quimica e fisica
que protege 0 organismo contra a perda de agua, mantendo a pele macia e saudavel, e
impedindo a entrada de agentes infecciosos e toxicos (BENNY, 2000).

As células presentes na epiderme, além dos queratindcitos, sao: células de Langerhans
(funcdo imunoldgica), células de Merkel (funcdo sensorial) e os melandcitos (produz
melanina que colore a pele e protege contra radiacdo solar) (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

Situada logo abaixo da epiderme, encontramos a derme, de origem mesodérmica. E
um tecido conjuntivo denso, também denominado tecido de sustentacdo, onde sdo encontradas
fibras colagenas, elésticas e substancia amorfa, tudo produzido pelos fibroblastos. E
atravessado por vasos e nervos e abriga os seguintes anexos cutaneos: glandulas sudoriparas e

sebéceas, foliculos pilosos, musculos eretores dos pélos, estruturas sensoriais e unhas. E um



Revisdo Bibliografica

grande reservatério de &gua, fornecendo-a para os tecidos vizinhos. Pode ser dividida em
derme superficial ou papilar e reticular ou cérion (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A camada mais profunda da pele é a hipoderme, formada pelo tecido adiposo, que
apresenta funcdes como armazenamento de nutrientes e energia para 0 organismo e modela a
silhueta corporal. Apresenta-se ainda como uma protecdo mecanica, por ser um verdadeiro
amortecedor, suavizando traumas, e isolante térmico, conservando a temperatura corporal
(RANGEL, 1998; VIGLIOGLIA e RUBIN, 1989). Formada por tecido conjuntivo frouxo,
une de maneira pouco firme a derme aos 6rgdos subadjacentes (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

2.1.2 Permeacdo cutanea das nanoestruturas

A aplicacdo de uma preparacédo topica pode ter dois objetivos: (a) liberar o farmaco na
pele para tratar de alteracdes dérmicas, onde a pele funciona como 6rgéo-alvo; (b) liberar o
farmaco através da pele (absorcéo percutanea) para a circulacao geral com o intuito de atingir

a circulacdo sistémica, neste caso, a pele ndo € o 6rgdo-alvo (ALLEN et al., 2007).

Entretanto, o estrato cdrneo funciona como barreira para a passagem de muitas
moléculas, podendo ser considerado uma membrana semipermeavel pela qual as moléculas
atravessam por difusdo passiva. Sendo assim, a penetracdo do farmaco por meio desta é
dependente de sua concentracdo no veiculo, de sua solubilidade aquosa e do coeficiente de
particdo Oleo/agua entre o estrato corneo e o veiculo (ALLEN et al., 2007). Devido a
complexidade do transporte de substancias ativas atraveés da pele, para otimizar essa
transferéncia deve-se avaliar propriedades fisico-quimicas das moléculas, sua interagdo com a
membrana, o veiculo utilizado e o estado fisioldgico da pele, fatores que influenciam a
penetracdo e absorcdo do ativo (KALIA e GUY, 2001; BENSON, 2005, ALLEN et al., 2007).

O desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para aumentar e controlar a
permeacdo cutanea tem sido bastante abordado (LBOUTOUNNE et al., 2002; MULLER et
al., 2002; ALVAREZ-ROMAN et al., 2004a; ALVAREZ-ROMAN et al., 2004b).

Pelo fato de possuirem uma grande area de superficie, sistemas nanoestruturados
promovem uma liberacdo homogénea de substancias lipofilicas (BOUCHEMAL et al., 2004).
Aplicado sobre a pele, esses sistemas sdo capazes de modular a passagem transdérmica,
modificando a atividade da molécula e seus coeficientes de particho e difusdo,

consequentemente possibilitando a alteracdo da farmacocinética e biodisponibilidade do
7
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farmaco atraves da pele (CEVC, 2004). Além disso, o uso de sistemas poliméricos para
encapsular substancias ativas é importante para alterar as propriedades intrinsecas das
mesmas, facilitando sua penetracio na pele (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004a).

2.2 NANOTECNOLOGIA E A AREA FARMACEUTICA

Nano é um prefixo que vem do grego antigo e significa "ando". E um termo técnico
utilizado em notacéo cientifica. Um nanometro (nm) equivale a um bilionésimo de metro, ou
seja, 10°m (Figura 2). Nessa escala de tamanho, um mindsculo virus se apresenta como uma
incrivel entidade com cerca de 200 nm que camufla uma méquina molecular, proporcionando

um exemplo de tecnologia nanométrica da natureza. (TOMA e ARAKI, 2005).
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Figura 2. Tamanhos comparativos do mundo nano.

Quando se reduz materiais até perto da escala molecular, ndo se esta simplesmente
expandindo as fronteiras da miniaturizacdo, pois objetos destas dimensdes podem ter
propriedades fisicas completamente diferentes de seus andlogos macroscopicos, permitindo,
assim, novas aplicacdes. Nessa escala, com freqliéncia recorre-se a mecanica quantica para

prever ou explicar propriedades dos materiais (GONCALO, 2008).

Mais direcionado as propriedades e fendmenos do que propriamente no tamanho, a
rigueza de novidades dos produtos em escala nano é extraordinaria. Rapidamente, foi
vislumbrado seu potencial para criar uma base para uma nova tecnologia revolucionaria em
termos de produtos e conceitos. Sabendo que as propriedades dos materiais em escala
nanométrica dependem do seu tamanho e forma, os cientistas conseguem um grau de controle
das suas propriedades fisicas e quimicas tdo alto, como nunca se tinha feito antes (SOUZA
FILHO, 2007).
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Segundo POLETTO et al., 2008, nanociéncia é o estudo das propriedades dos
materiais na escala do nandmetro e nanotecnologia € o emprego desse conhecimento para
obtencdo e controle de nanomateriais com objetivos praticos e comerciais. Quando é aplicada

as ciéncias da vida é conhecida como nanobiotecnologia

O interesse nesse ramo vem crescendo tanto que, segundo dados do Ministério de
Ciéncia e Tecnologia, o Brasil tem pelo menos 310 cientistas com doutorado e p6s-doutorado
e ainda, cerca de 500 mestrandos e doutorandos que desenvolvem pesquisas nessa area. Em
2004, foram publicados 1.100 artigos em revistas cientificas internacionais (RAMOS e
PASA, 2008). Ainda segundo a Nanobiotec, organizacdo nacional voltada para a area de
nanobiotecnologia, no periodo de 1990 a 2005 houve mais de 500 publicac¢bes sobre 0 uso de
nanotecnologia para o desenvolvimento de produtos dermocosméticos; e entre 1996 e 2005
foram registradas 312 patentes no mundo relativas a produtos cosméticos ou dermatoldgicos
(GUTERRES et al., 2006).

H& uma série de problemas no desenvolvimento de novos medicamentos na industria
farmacéutica, onde devem ser considerados varios aspectos como: solubilidade baixa, danos
aos tecidos ndo alvo, liberacdo de farmaco fora das regiGes correspondentes, quando
administrados livremente na corrente sanguinea, dentre outros. A nanobiotecnologia pode ser
utilizada para encapsular e com isto modificar algumas caracteristicas de farmacos, obtendo-
se assim Sistemas Farmacéuticos de Liberacdo Controlada (SFLC) (DURAN, 2007). Alguns

destes parametros estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades ndo ideais de farmacos e de suas implicacfes terapéuticas

Problemas Implicacéo Efeitos do SFLC*
E dificil de obter formulago adequada Permite uso de molécula hidrofébica ou
Solubilidade Baixa | utilizando moléculas hidrofébicas, pois estas | hidrofilica, pois melhora a solubilidade das
precipitam em agua mesmas
. Derramamento inadvertido de farmacos Liberacgéo regulada por SFLC ndo permite
Danos no tecido A
citotoxicos esse problema
Répida inativagdo N Protege o farmaco de degrada@_élp
Perda de atividade prematura, portanto, podem-se utilizar

de farmaco in vivo ; . ;
baixas concentra¢des do farmaco

Farmaco é eliminado rapidamente pelos rins,

. . o Pode modificar substancialmente a
por isso necessita ser adicionado em altas

farmacocinética do farmaco

Farmacocinética
desfavoravel

concentragdes
T Distribuic8o sistémica, podendo afetar tecidos Altera os volumes de distribuicéo
Biodistribuicdo . A : L
normais diminuindo efeitos secundarios.

Falta de seletividade Distribuicdo de farmacos em tecidos Podem aumentar a concentragéo do

por tecidos alvos saudaveis acarreta em efeitos secundarios, farmaco em tecidos tumorais pelo efeito

normais restringindo altas dosagens permeabilidade e retencdo aumentadas

*SFLC - Sistemas Farmacéuticos de Liberacdo Controlada (Fonte: Adaptado de DURAN, 2007)

9



Revisdo Bibliografica

As principais nanoestruturas empregadas como sistemas de liberacdo de farmacos séo:
nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas metalicas, nanocristais, ciclodextrinas, dendrimeros, nanotubos de carbono,
micelas poliméricas (POLETTO et al., 2008; MARCATO e DURAN, 2008).

No setor de cosméticos a nanobiotecnologia tem encontrado inumeras aplicagdes,
representando um grande potencial de desenvolvimento tecnoldgico para o Brasil. O grande
crescimento desse setor no cendrio nacional o torna mais permeavel & concorréncia que a
indUstria farmacéutica. Em 2008, esse setor vendeu R$ 21,6 bilhGes e, entre 2004 e 2008,
apresentou um crescimento de 8%, numero consideravelmente maior que o crescimento
nacional. Em 2006, o Ministério da Saude gastou R$ 23,6 bilhGes (Real a preco de dezembro
de 2001), segundo a Associagdo Brasileira das Industrias de Higiene Pessoal, Cosméticos e
Perfumaria e o Ministério da Saude (FERREIRA, 2009). Do ponto de vista cientifico, tém-se
como vantagens do uso de nanocosmeéticos a protecdo de ingredientes quanto a degradacao
guimica ou enzimatica, controle de sua liberacdo, prolongamento do tempo de residéncia dos

ativos cosméticos nos locais de aplicacao, etc. (FRONZA et al., 2007)

Por apresentar possibilidade de transposi¢éo para escala industrial e ser efetiva como
dispositivo guiado, a nanotecnologia na area da saude tem se mostrado uma das mais

acessiveis economicamente.

Em 2007, o Scientific Committee on Consumer Products da Comissdo Européia
publicou o relatério “Opinido preliminar sobre a seguran¢a de nanomateriais em produtos
cosméticos", onde as nanoparticulas séo classificadas em dois grandes grupos: nanoparticulas
labeis (que se desintegram totalmente apds o contato com a pele, como lipossomas,
nanoemulsdes e nanoparticulas poliméricas), que exigem como medida de seguranga a
avaliacdo da toxicidade do material usado na preparacdo; e nanoparticulas insolGveis, que ndo
se desintegram (fulerenos, nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono) que, além do
estudo de suas toxicidades, requer um estudo detalhado do todo o “ciclo de vida” das

nanoparticulas no ambiente.

Em paralelo, foi langado no Brasil o livro Nanocosméticos: em dire¢cdo ao
estabelecimento de marcos regulatorios, de Tassiana Frona, Silvia Guterres, Adriana
Pohlmann e Helder Teixeira, em 2007. Este propde a classificacdo de nanocosméticos, usando

as mesmas bases do relatorio: l1abeis ou insoltveis. (POLETTO et al., 2008).
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2.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas utilizados para o encapsulamento de
farmacos e liberagdo controlada, que podem se apresentar como dois tipos de estruturas
diferentes: nanocapsulas e nanoesféras, ambas com tamanho menor que 1,0 um. Estas diferem
entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural (Figuras 3 e 4). Nanocapsulas
constituem-se de sistemas vesiculares envoltos por um invélucro polimérico de tamanho
variavel, onde o farmaco pode estar dissolvido na cavidade interna e/ou adsorvido a parede
polimérica. J& as nanoesféras sdo formadas unicamente por uma matriz polimérica, ndo
apresentam nucleo em sua estrutura, e o farmaco pode ficar retido no interior da matriz ou
adsorvido a sua superficie. Apesar da diferenca estrutural e de composicao, podem ser obtidas
por técnicas semelhantes, com ligeiras adaptagdes (DURAN, 2007; SCHAFFAZICK et al.,
2003; RAFFIN et al., 2003).

MNanocdapsulas Manoesferas
Farede Matriz
polimerica © o o palimérica
o o o
Nucleo o0
olecso A
a) b) G d)

armaco
(Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 3. Representacdo de nanoparticulas poliméricas do farmaco: a) dissolvido no nucleo

Féarmaco

da nanocépsula; b) adsorvido na parede polimérica da nanocépsula; c¢) retido na matriz
polimérica da nanoesféra e adsorvido ou disperso na matriz das nanoesféras; d) adsorvido ou

disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesféras).

Matriz Polimérica
Parede Polimérica

Nucleo

(Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003).

NANOESFERAS NANOCAPSULAS

Figura 4. Representagdo da diferenca estrutural entre nanoesféra e nanocépsula.
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Trabalhos recentes com estudos sobre SFLC tém fornecido evidéncias significativas
das vantagens do uso de sistemas nanoparticulados. As principais sio (DURAN e DE
AZEVEDO, 2002):

« Aumento na eficacia terapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do
farmaco, a partir da degradagdo da matriz e maior tempo de permanéncia na
circulacdo sanguinea;

« Diminuicdo significativa da toxicidade;

« A natureza e composicdo dos veiculos muito variada que fornece protecao
contra mecanismos de instabilidade e decomposicdo do farmaco (inativacéo
prematura),

« Diminuicdo do numero de doses administradas devido a liberagcdo progressiva
do farmaco;

« Possibilidade de direcionamento a alvos especificos;

 Sistemas Uteis para a veiculacdo de farmacos hidrofilicos e lipofilicos.

Essas nanoestruturas sdo constituidas de polimeros naturais ou sintéticos. Uma das
vantagens deste sistema € a variabilidade de polimeros biodegradaveis que podem ser
utilizados como material de cobertura das particulas. Além disto, € possivel modificar
qguimicamente a estrutura do polimero, incluindo a sintese de copolimeros ou polimeros
naturais modificados. Estas alteracGes podem diminuir a toxicidade dos mesmos e também
direcionar as particulas formadas para alvos especificos no organismo (MARCATO et al.,
2008).

2.3.1 Aplicactes

As propriedades das nanoparticulas poliméricas agregam vantagens as diferentes

aplicacdes destes sistemas, de acordo com cada via de administracao.

No caso da administracdo de injetaveis pela via parenteral a funcionalizacdo quimica
da superficie de nanoparticulas é bastante importante pelo fato de possibilitar mudanga da
hidrofobicidade do polimero e conseqiiente vetorizacdo do farmaco, que dependendo das
modificacdes realizadas, podem chegar a atravessar a barreira hematoencefalica, atingindo o
sistema nervoso central (DUMITRIU, 2002).

Com relacdo a administracdo pela via oral de nanoparticulas poliméricas, as pesquisas

tém sido direcionadas principalmente a reducdo dos efeitos colaterais de certos farmacos,

12
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destacando-se os antiinflamatorios ndo-esteroidais, 0s quais apresentam alta capacidade
irritante & mucosa gastrica, ou protecdo de farmacos degradaveis no trato gastrintestinal como

peptideos, proteinas e hormonios, aumentando a biodisponibilidade em ambas as situacdes.

O uso desses nanosistemas por via topica visa aumentar a estabilidade dos principios
ativos, sobretudo para contra fotodegradacdo e oxidacdo, além de a prépria fluidez

caracteristica dessas suspensdes de nanoparticulas poliméricas contribuir para melhor
espalhabilidade sobre a pele.

Esses sistemas poliméricos de liberacdo sdo amplamente utilizados também por
permitirem uma liberacdo lenta e gradual do farmaco. No caso dos medicamentos
convencionais, a concentracdo do farmaco comeca a aumentar na corrente sanguinea até
atingir um pico maximo que pode algumas vezes ultrapassar 0s niveis toxicos no plasma, para
entdo comecar a declinar. J& os nanosistemas de liberagdo controlada mantém a dose
terapéutica em niveis constantes, diminuindo os picos e vales de concentracdo plasmatica
elevando a seguranca e economia do farmaco (Figura 5) (DE AZEVEDO, 2005).

— Convencional

=====1 | jberacdo controlada Efeitos Adversos

Nivel Toxico

Faixa

Sem Efeito

Concentracdo plasmatica
i
]

’

8
T}
=
M
=
o
8

Tempo (dosagens administradas)
(Fonte: DE AZEVEDO, 2005)

Figura 5. Perfis de liberacdo de farmacos em funcéo do tempo: convencional x controlada.
2.3.2 Métodos de obtencéo de nanoparticulas poliméricas

Existem duas formas possiveis de se obter materiais de tamanho nanometrico: partido
de unidades com tamanho menor, que por processo de agregacdo se unem formando
particulas maiores, dentro da escala nanométrica; ou pela reducdo do tamanho de particulas
grandes, até atingir o diametro desejado e/ou requerido.
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As nanoparticulas poliméricas possuem varios métodos de preparo que podem ser
divididos, mais amplamente, em duas categorias: dispersdo de polimeros pré-formados e
polimerizacéo in situ de monémeros dispersos (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK
et al., 2003).

2.3.2.1 Obtencéo a partir de Polimeros pré-formados

A técnica de obtencdo de nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros pré-
formados baseia-se na dispersdo de um polimero, natural ou sintético, de forma que o produto
obtido adquira tamanho de particula menor que 1um e forma fisica adequada. Estdo descritos
na literatura os seguintes métodos (SOPPIMATH et al., 2001, DE AZEVEDO, 2005; REIS et
al., 2006):

a) Emulsificacdo e evaporacdo de solvente: a fase lipofilica, composta por um
solvente organico volatil (imiscivel com a dgua) contendo o polimero e o farmaco
dissolvidos, é emulsificada com a fase aquosa na presenca de um tensoativo que
sera adicionado a uma das fases, dependendo da sua solubilidade. A reducdo do
tamanho das particulas é atingida com o uso de um homogeneizador de alta
pressdo, o qual promove grande cisalhamento dos globulos. Apds a formacao da
emulsdo, o solvente organico € removido por evaporacdo, com aumento da
temperatura e sob pressdo elevada, quando ocorre a precipitacdo do polimero e
formacdo da nanoparticula polimérica (Figura 6). Para encapsular ativos
hidrofilicos, é necessario adicdo de 6leo na fase organica e formacdo de emulsdo
maultipla. Faz uso de solvente organico e equipamento especializado com custo

elevado.

Fase organica |~ O

I ooll ©° | :
Fase aquosa el o R o I PLOSoS
L O O ) L O3 L 95’ 0
‘ e Evaporagao pepet -
Agltagao (Fonte: adaptado de REIS et al., 2006)

Figura 6. Imagem ilustrativa do método de emulsificacdo e evaporacao do solvente.
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b) Emulsificagdo espontanea e difusdo do solvente: nesta técnica a fase organica e
formada por uma mistura de dois solventes organicos, sendo um deles imiscivel e
outro miscivel em &gua. Quando ocorre mistura dessa fase com a agua, o solvente
miscivel em agua sofre difusdo espontanea de uma fase para a outra, conduzindo a
uma turbuléncia interfacial entre ambas e ao colapso das cadeias poliméricas,
reduzindo o tamanho das particulas. Neste momento ocorre a emulsificagdo na
presenca de um estabilizante e formacdo das nanoparticulas poliméricas.
Finalmente, os solventes organicos sdo eliminados por evaporacao (Figura 7). Nao
necessita de equipamento de alta energia para a reducdo mecénica das particulas,
porém faz uso de solvente organico e de grande quantidade de agua.

Fase organica

Fase aquosa

et Evaporacdo =
Agitagao (Fonte: adaptado de REIS et al., 2006)

Figura 7. Representacao esquematica do método de emulsificacdo e difusdo de solvente.

c) Nanoprecipitacdo ou deslocamento de solvente com deposicdo interfacial: o
polimero e o ativo sdo dissolvidos em um solvente miscivel em agua e a fase
organica é vertida sobre a fase aquosa contendo o tensoativo. As nanoparticulas
poliméricas se formam por difusdo do solvente (separacdo de fases liquido-liquido:
uma fase com o solvente e a 4gua e a outra formada pelo coldide) e deposicdo do
polimero nas goticulas, com posterior eliminacéo do solvente sob pressdo reduzida
(Figura 8).

Fase organica =

Evaporacgao

(Fonte: adaptado de REIS et al., 2006)
Fase

aquosa

Figura 8. Representacdo esquematica do método de nanoprecipitacéo.
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d) Secagem por aspersao (Spray-drying): o polimero e o ativo sdo solubilizados ou

Fase organica |~ O

dispersos em solvente volatil. Em seguida, a mistura é aspergido no aparelho
(spray-dryer), onde uma corrente de ar aquecido evapora o solvente, resultando em
particulas secas de tamanho reduzido. Como desvantagens observa-se a agregacao
das particulas ou adesdo das mesmas ao equipamento e até mesmo modificacdo da
estrutura cristalina das substancias devido a rapida evaporagédo do solvente.

Separacdo de fase: Prepara-se uma solucdo de polimero onde o ativo é
solubilizado ou disperso, na qual é adicionado um ndo solvente (hormalmente um
6leo). Ocorre entdo uma separacdo de fases liquido-liquido, onde o polimero é
separado para uma das fases. Estes processos de conservacdo podem ser simples
(por mudanca de pH, forca i6nica, temperatura) ou complexos (complexagéo entre
polieletrolitos de carga oposta). Porém, ocorre muita formacgéo de agregados.

Salting-out: esta técnica é uma modificagdo do método de emulsificacdo com
difusdo de solvente, no qual a fase organica ¢ emulsificada em um gel aquoso
contendo um agente de salting-out (Figura 9). Excesso de dgua € entdo adicionado
a emulsdo para que ocorra a difusdo do solvente, induzindo a deposi¢cdo do
polimero e formacédo das nanoparticulas. Tanto o solvente quanto o agente salting-

out sdo eliminados por filtracao.

o | Difusao do

e E— organico para a 20,00 0 P

Fase aquosa 0,05 & ) 006 B0 0 ¢
com agente i = 5l - % agua 1080 o
salting-out Agitacdo (Fonte: adaptado de REIS et al., 2006)

Figura 9. Representacao esquematica do método salting-out.

2.3.2.2 Obtencao a partir de Mondmeros dispersos

A producdo de nanoparticulas poliméricas a partir de monémeros dispersos ocorre por

polimerizagdo in situ, na qual as reagfes quimicas envolvidas sdo descritas como sendo

principalmente a polimerizagdo radical dos globulos, onde os monémeros séo geralmente

hidrofobicos. Como a via predominante de iniciacdo da polimerizacéo € pela introducgéo de

moléculas

iniciadoras, 0 mecanismo aceito para uma obtencdo bem sucedida de
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nanoparticulas por este método é pela nucleacdo dos globulos. Nesta técnica o0 que determina
a formacdo das nanoparticulas é a obtencdo de uma nanoemulsdo contendo o mondmero, a
qual servira de suporte para a reacdo de polimerizacdo, garantido a manutencéo de tamanhos

submicrométricos.

Para a producdo de nanoesféras, sé ha descricdo na literatura de sua producédo a partir
de nanoemuls@es formadas por métodos de alta energia de emulsificagdo, os quais fazem uso

principalmente de sistemas de ultrassom e homogeneizadores de alta presséo.

No caso da producdo de nanocépsulas, a polimerizacdo in situ pode ser considerada
um processo independente do escolhido para gerar a nanoemulséo e existem trés caminhos a
serem seguidos (ANTON et al., 2008):

a) inclusdo dos monémeros na fase continua e do ativador na fase dispersa. Este
método faz com que o polimero seja sintetizado a partir da fase externa em direcdo a fase

interna, formando uma interface polimérica ao redor desta;

b) mondmeros introduzidos na fase dispersa e os ativadores na fase dispersante. A

reacdo € semelhante, porém em sentido inverso;

c) adicdo de monbémeros e ativadores em ambas as fases. Ambos irdo reagir em
conjunto induzindo uma policondensagéo interfacial, a qual deve ter afinidade suficiente com

a superficie do glébulo para gerar uma nanocéapsula.

Quando apenas um tipo de mondmero € utilizado forma-se um homopolimero e, se
houver mais de um tipo de mondémero, formar-se-a um copolimero, como mostra a Figura 10
(ANTON et al., 2008; DE AZEVEDO, 2005).

Fase Mondémero
agquosa +* .. o [ ] ¥ Lipofilico @ * ! .-""'-\'ll
® ] .__..-T' Mondmero ® L. |'/ \
® 9 hidrofilico ® |\ |
Fase ] \
dleo _..., [ 9 @ ® '-.\H_/‘/I
e?® — ° —

Disperzdo de monomeros Reacdo na interface Nanocapsula
(Fonte: DE AZEVEDO, 2005)

Figura 10. Representacdo do método de copolimerizacdo interfacial para formacdo de

nanocapsulas.
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Como as técnicas de obtencdo de nanoparticulas poliméricas a partir de polimerizagdo
in situ sempre requerem a producdo de uma nanoemulsdo para servir de suporte a reacéo,
diversos métodos podem ser desenvolvidos com a associacdo de diferentes monémeros e
processos de emulsificacdo variados. Sendo assim, a forma como as nanoemulsdes séo

produzidas influenciam sobremaneira os produtos obtidos.

Basicamente, nanoemulsdes sdao emulsdes que possuem goticulas com didmetro entre
20 e 500 nm (FORGIARINI et al., 2001; FERNANDEZ et al., 2004) e s&o considerados
sistemas metaestaveis, cuja estrutura é dependente do processo utilizado em sua preparagao.
Sdo passiveis de sofrerem diluicdo, mantendo a sua estrutura inicial, principalmente em
relacdo ao tamanho dos globulos (MORALES et al., 2003). Além disso, ndo requerem altas
concentragfes de tensoativos (entre 3,0 a 10%) comparado as microemulsdes na qual a
concentracdo destes pode chegar a 20% (BOUCHEMAL et al., 2004; I1ZQUIERDO et al.,
2004).

A estrutura das nanoemulsdes consiste em goticulas da fase dispersa (ou interna)
rodeada pela fase continua (dispersante ou externa). Pode ser classificada de acordo com a
composicdo dessas fases em agua em oOleo (A/O), na qual goticulas da fase aquosa estdo
dispersas na fase dispersante oleosa; ou 6leo em éagua (O/A), quando a fase continua é
composta por agua e as goticulas da fase dispersa sdo oleosas, conforme na Figura 11
(FORGIANINI et al., 2001; TADROS e VINCENT, 1983)

a.
Emulsionante/Surfactante
Cabeca Cauda

Hidrofilico Hidrofébico
(solivel em agua) (sollvel em dleo)

Figura 11. Representacdo esquematica de (a.) tensoativo, (b.) nanoemulséo O/A e (c.)

nanoemulsdo A/O.
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Possuem trés fases em sua composi¢do: aquosa, oleosa e a de tensoativos. As duas
primeiras fases sdo estabilizadas cineticamente pelos agentes tensoativos, capazes de diminuir
tensdo interfacial do sistema e formam um filme interfacial com propriedades estéricas e

eletrostaticas em torno dos glébulos da fase interna (CAPEK, 2004)

A granulometria do sistema também previne o fenbmeno da coalescéncia, pois esses
glébulos ndo séo facilmente deforméveis. Além disto, a espessura do filme interfacial
(relativo ao tamanho do glébulo) previne que a diminuicdo natural do mesmo ndo seja
significativa, o que levaria ao rompimento do glébulo (BOUCHEMAL et al., 2004,
FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al., 2004; SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004;
IZQUIERDO et al., 2004).

Existem basicamente dois métodos de emulsificacdo que estdo relacionados com a

energia consumida para a reducédo das goticulas até a escala nanométrica.
a) Métodos que empregam alta energia de emulsificacdo

Esses métodos utilizam alta energia mecanica imposta ao sistema para gerar forcas
capazes de deformar e quebrar as goticulas da fase interna em glébulos menores pela
superacédo da pressao de Laplace (FERNANDEZ et al., 2004).

A preparacdo das nanoemulsdes por esse metodo acontece em duas etapas: primeiro as
fases aquosa e oleosa sdo aquecidas separadamente e emulsionadas com um homogeneizador
de alta rotacdo, originando uma emulsdo primaria com goticulas entre 500 a 1000 nm. O
didmetro da goticula € reduzido progressivamente na segunda etapa através de
homogeneizadores de alta pressdo até valores entre 100 e 300 nm (BIVAS-BENITA et al.,
2004).

Os principais equipamentos utilizados sédo:

a) Homogeneizadores de alta presséo: bomba de deslocamento positivo a qual injeta
o liquido a ser homogeneizado sob pressdo elevada em uma valvula
homogeneizadora (LACHMAN et al., 2001);

b) Microfluidizadores: cdmara de interacdo onde o fluido é injetado e homogeneizado

por corte, impacto e cavitacdo (LIEDTKE et al., 2000);
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c) Ultrassonicadores: o fluido é conduzido através de um orificio de diametro
reduzido com pressdo moderada e orientado em direcdo de uma lamina vibratdria,
onde sofre impacto. Quando o sistema atinge uma fase estacionaria, entra em
cavitacao e a vibracdo das ondas ultrassonicas exercem efeito cortante, reduzindo o
tamanho das goticulas (BOLDYREV, 1995)

Contudo, estes equipamentos sdao complexos e demandam alto investimento por parte
das empresas, o0 que torna a viabilidade comercial limitada. Alguns autores relataram ainda
que o ultrassom provoca aquecimento excessivo da amostra e contaminacdo com residuo de
tithnio proveniente da sonda. Por outro lado, estas técnicas permitem melhor controle da
granulometria e ampla escolha dos constituintes da formulacdo (LIU e BROWN, 1996;
FERNANDES et al.,, 2004, TADROS et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2004;
SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).

b) Métodos que empregam baixa energia de emulsificacéo

Nesses métodos, as propriedades fisico-quimicas do sistema e a inversdo espontanea
na curvatura do tensoativo sdo dirigentes para obtencdo dos gldbulos de tamanho reduzido
(SAJJADI, 2006; SHINODA e SAITO, 1968).

A inversdo de fases resulta, principalmente, da mudanca da solubilidade do tensoativo
e, para tensoativos ndo ionicos polietoxilados, pode ocorrer em funcdo da mudanca da
temperatura (transicional) ou por alteracdo da fracdo volumétrica (catastréfica), como
mostrado na Figura 12 (FERNANDEZ et al., 2004). De acordo com CHOI e colaboradores
(1997) esta caracteristica € funcao do equilibrio entre a solubilidade da cadeia hidrocarbonica,
estabilizada por forca de van der Waals e por interacGes hidrofobicas, e a solubilidade da

regido hidrofilica.

A/O Inversdo de fases
transicional

.....

Formulacdo 6tima __..... sia

[foversao Je 1%/5es ca‘téstr% 0/A

(Fonte: adaptado de FERNANDEZ, etal., 2004)  Fracdo volumétricade agua

Temperatura
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Figura 12. llustracdo esquematica dos dois tipos de inversdo de fases para a preparacdo de
nanoemulsdes O/A finamente dispersas. A linha preta solida marca o local de inversdo e as

linhas pontilhadas a zona de histerese.

Na zona de formulagdo 6tima e nas regides de inversao a tensdo interfacial € minima e

a nanoemulsao final deve manter-se longe dessas regides para aumentar sua estabilidade.
Os dois métodos de inversdo de fases sdo descritos a seguir:

a) Inversdo de fases pela temperatura (do inglés: PIT — Phase Inversion
Temperature): com o aumento da temperatura, 0s grupos epoxidos, responsaveis
pela caracteristica hidrofilica do tensoativo, desidratam-se (ou seja, as pontes de
hidrogénio entre os atomos de oxigénio desses grupos e os a&tomos de hidrogénio
da agua deixam de ocorrer), modificando sua afinidade pelas fases aquosa e
oleosa. Com isso, tensoativos com valor de EHL de 12,0 (que origina emulsédo
O/A) podem, com o aquecimento, alterar seu valor para 5,0 (caracteristico de
emulsdo A/O). A medida que o sistema sofre resfriamento, as pontes de hidrogénio
séo reorganizadas gradualmente e o valor de EHL aumenta, invertendo a emulséo
de A/O para O/A (Figura 13). Neste momento de inversdo o tensoativo passa por
um ponto de curvatura zero e promove tensdo superficial minima, o que predispde
a formacao de emulsdes (MORAIS, 2006; FERNANDEZ et al., 2004; SALAGER
etal., 2004; TADROS et al., 2004).

6leo
égui{N
Slec
S |
T Microemlllséo 4T
agua agua
6leo @
agua 4gua

(Fonte: adaptado de SPERNATH e MAGDASSI, 2007)

Figura 13. Representacdo esquematica do método de inversao de fases pela temperatura.
21



Revisdo Bibliografica

b) Inversao de fases pela alteracéo da fracdo volumétrica (do inglés: EPI — Emulsion
Phase Inversion): quando se adiciona sucessivamente a fase aquosa a fase oleosa,
os globulos de agua sdo formados em uma fase continua (microemulsdo ou fase
bicontinua A/O) devido a alta razdo deste no inicio do processo. Com 0 aumento
do volume de &gua ocorre uma inversdo espontanea na curvatura do tensoativo,
invertendo a emulsédo de A/O para O/A (Figura 14) Este processo ocorre em
sistemas no qual o tensoativo forma monocamadas flexiveis na interface
agua/dleo, formando uma microemulsdo (fase bicontinua) ou fase liquido-
cristalina no ponto de inversdo (MARSZALL, 1987, FERNANDEZ et al., 2004;
SALAGER et al., 2004; TADROS et al., 2004).

: 0 5 _»m&gg%ﬁgﬁ %
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(Fonte: adaptado de FERNANDEZ et al., 2004)

Figura 14. Representacdo esquematica do método de inversdo de fases pela alteracdo

volumeétrica, onde O corresponde a fase oleosa e A corresponde a fase aquosa.

Quando a adicdo de agua € iniciada, formam-se goticulas de &gua em uma fase de 6leo
continua. As estruturas invertidas se unem e ddo origem a fase bicontinua e estruturas

lamelares que finalmente se decompdem em particulas submicrométricas.

TADROS e colaboradores (2004) afirmam que o valor da tensdo superficial depende
da natureza do 6leo e do tensoativo usado, e que moléculas com menor peso molecular de
tensoativos ndo i6nicos produzem tensdo superficial mais baixa que surfactantes poliméricos.
Na prética, utiliza-se uma mistura de tensoativos para evitar os efeitos da diminuicdo da
tensdo superficial, sendo necessaria uma menor quantidade dos tensoativos, devido a atuagédo

sinérgica entre eles.
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2.4 MANTEIGA DE MURUMURU

Abundante na regido amazonica brasileira alcancando até a fronteira com Bolivia e
Peru, a palmeira Astrocaryum murumuru, que da origem aa manteiga de murumuru, € mais
encontrada nas areas periodicamente inundadas e em formacdes florestais densas ou semi-
abertas. As comunidades amazonicas conhecem as propriedades fibrosas de suas folhas e
estipe, seu palmito e 6leo comestiveis (LORENZI et al., 1995; MIRANDA et al., 2001).

Seu tronco, folhas e cachos de frutas sdo recobertos por espinhos de cor preta, duros e
resistentes, e no tronco podem alcangar mais de 20 cm de comprimento. Por isso, apesar de
seu potencial econémico, é uma espécie ainda pouco explorada comercialmente pela
dificuldade da colheita desse fruto e de seu manuseio. Ao amadurecer, o cacho de frutos cai
inteiro no chdo e é muito apreciado como alimento pelos roedores. O caro¢o possui uma casca
lenhosa e, ao secar, possibilita separar a casca da améndoa (Figura 15), constituida de uma
massa branca e dura. Geralmente, 100 kg de caroco seco rendem entre 27 e 29 kg de
améndoas. Para evitar a deterioracdo no processo de armazenamento, elas sdo submetidas a
um processo de secagem até alcancar valores de 5 a 6% de umidade. Das améndoas pode-se

obter entre 40 a 42% de 6leo. Um pé de murumuru rende até 3,8 litros de manteiga de

murumuru através do processo de moagem com discos seguida da extracdo hidraulica
(PESCE, 1941).

e 4 fr i

; ;. s -
(Fonte: http://naturaekos.c3po.visie.com.br/biodiversidade/ativos-biodiversidade/murumuru/murumuru/, acesso em fevereiro de 2011)

Figura 15. Foto das améndoas da planta Astrocaryum murumuru.
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Por ser uma planta fibrosa é também utilizada em grande quantidade na industria téxtil
e de papel e celulose (ROCHA et al., 2007).

O uso farmacéutico e cosmético da manteiga esta relacionado com as propriedades
altamente nutritivas, emoliente e hidratante ao cabelo e possibilita a recuperacdo da umidade e
elasticidade natural da pele, sendo utilizada em xampus, condicionadores, cremes e locoes
hidratantes, sabonetes, batons e desodorantes (AMAZON OIL INDUSTRY).

Além dos beneficios da prépria planta, a aquisicdo de produtos que sdo produzidos
somente pelas comunidades da regido amazonica fortalece a economia local aumentando as
possibilidades de ganho de renda, impedindo a deterioragdo das comunidades locais e da rica

heranca cultural que eles possuem (BIRD, 2006).

2.4.1 Composicao e dados fisico-quimicos da manteiga de murumuru

A manteiga de murumuru € uma gordura rica em acidos laurico, miristico e oléico. O
fruto contém uma gordura branca, inodora, sem sabor especial com vantagem de ndo rancar
facilmente, pois é rica em &cidos graxos saturados de cadeia curta com &cidos laurico e
miristico. Apresenta boa consisténcia devido ao ponto de fusdo ser mais elevado (32,5°C) que
0 do coco e do dendé, por exemplo, tendo papel importante na mistura com outras gorduras
em produtos que necessitem de uma consisténcia mais firme em locais de temperatura mais

elevada, como no caso do chocolate.

A gordura do murumuru possui baixa acidez, principalmente quando preparada com
améndoas frescas, 0 que se torna grande vantagem, pois diminui custos de refinamento
(AMAZON OIL INDUSTRY).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar nanocépsulas poliméricas a partir da polimerizacdo in situ de
nanoemulsdes obtidas por inversdao de fases, com uso de manteiga de murumuru e de
mondmeros derivados de acrilatos. Caracterizar as nanoparticulas obtidas, assim como o

polimero formado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolvimento da emulsédo com de manteiga de murumuru;

e Preparacdo de nanoemulsdo através do método de inversdo de fases contendo ou nao
um marcador;

e Desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas por polimerizacdo in situ a partir das
nanoemulsdes com ou sem o marcador;

e Caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados desenvolvidos;

e Caracterizacdo fisico-quimica do polimero formado;

e Avaliacdo dos perfis de liberacdo in vitro do marcador veiculado nos nanosistemas

visando administracdo por via tdpica.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
e Fase aquosa: 4gua ultrapura (Milli-Q®)

e Fase oleosa: manteiga de murumuru — Crodamazon® Murumuru (Tabela 2) (Croda

do Brasil — Campinas/SP)

Tabela 2. Especificacdes da manteiga de murumuru

Caracteristicas Especificactes
Aparéncia (Temperatura ambiente) Sélido ceroso
Cor Branco a creme
Odor Caracteristico
Ponto de fuséo 29,5°C
indice de Refragio 1,4536
indice de lodo 12,73 gl,/100g
indice de Saponificacio 238,85 mgKOH
indice de acidez (acido oléico) 6,46 mgKOH
indice de Peroxido 3,16 meq/1000g

(Fonte: CRODA DO BRASIL, 2010)
e Tensoativos:

m Isoestearato de sorbitano — Sorbitan lIsostearate — Crill® 6 (Figura 16).
EHL=4,7 (Croda do Brasil — Campinas/SP)

OH
HO OH

o]
Figura 16. Formula quimica do isoestearato de sorbitano.

m Monooleato de sorbitano etoxilado 20 EO — Polysorbate 80 — Tween 80
(Figura 17). EHL=15 (Préquimios)
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Figura 17. Férmula quimica do monooleato de sorbitano etoxilado 20 EO.

m Oleo de mamona hidrogenado etoxilado 40 EO — PEG-40 Hydrogenated
Castor Oil — Croduret® 50 Special. EHL=14,1 (Croda do Brasil —
Campinas/SP)

e Monomero: Acrilato de 2-etilhexila (2-EHA) — 2-Ethylhexyl Acrylate (Figura 18)
(BASF)

(0]

A

Figura 18. Férmula quimica do mondmero acrilato de 2-etil hexila.
e Catalisadores de polimerizacéo:
m Sulfato Ferroso (Préquimios)
m Persulfato de potassio (Merck Brasil)
e Solventes e outros materiais:
m Metanol P. A. grau CLAE (Tedia)
m Filtro de Membrana Milex® 0,45 pm (Millipore)
m Carvdo ativado em pd P. A. (Dinamica)
m Alcool etilico absoluto P. A. (Vetec Quimica Fina)
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e Marcador quimico: Metoxicinamato de octila (OMC) - Ethylhexyl
Methoxycinnamate (Figura 19)

m Amostra: Neo Heliopan® AV (H&R), fornecido pela Galena, lote 4075105

m Padrdo: fornecido pela Sigma' lote BCBD2716

f__ ":“@__/UL. ﬂ.ﬂ"wv.ﬂ"-\"‘\-.\_\_
Mﬂ - .,

-

Figura 19. Férmula quimica do metoxicinamato de octila.
4.2 METODOS
4.2.1 Desenvolvimento da nanoemulsdo O/A com manteiga de murumuru
4.2.1.1 Técnica de preparacado das emulsbes

As formulacdes foram preparadas através do método inversdo de fases descrito por
MORAIS e colaboradores (2006). Esta técnica consiste em aquecer separadamente as fases
oleosa e aquosa até a temperatura de 85+2°C e verter lentamente a fase aquosa sobre a fase
oleosa, sob agitacdo constante entre 550 a 600 rpm utilizando um agitador mecanico (Fisaton
713D), mantendo essa agitacdo até o resfriamento das amostras a temperatura ambiente
(25+3°C).

A fase aquosa foi composta por agua ultrapura e a fase oleosa por manteiga de

murumuru e pelo sistema de tensoativos.
4.2.1.2 Estudo de determinacao do valor EHL requerido da manteiga de murumuru

Visando obter uma emulsdo O/A estavel, foi utilizado o par de tensoativos monooleato
de sorbitano etoxilado 20 EO e isoestearato de sorbitano, variando a propor¢éo entre eles, ja
que os valores de EHL (Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo) de cada um séo bastante diferentes. As
proporcdes de cada tensoativo foram calculadas para obter valores de EHL dentro da faixa de
5,0 a 14,0, segundo metodologia padronizada (ICI AMERICAS INC., 1976; EGITO et al.,
2002), com concentracéo inicial do par de tensoativo na disperséo de 5,0 % (p/p) e de 10%

(p/p) de manteiga de murumuru.
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Apos a selecdo de uma formulacdo aparentemente mais estavel, as faixas de valores

foram diminuidas para 0,2 pontos acima e abaixo do valor de EHL correspondente a esta.
Para o calculo foram utilizadas as equagGes 1a e 1b:
(EHLty X %TH) + (EHL7L X %TL)]/100% = EHLfina  (13)
%TH + % TL = 100% (1b)

onde: EHLty: Valor de EHL do tensoativo hidrofilico.
EHLy.: Valor de EHL do tensoativo lipofilico.
EHLFina: Valor de EHL da mistura final.
%TH: Porcentagem do tensoativo hidrofilico na mistura.

%TL: Porcentagem do tensoativo lipofilico na mistura.

Tabela 3. Porcentagem de proporc¢éo dos tensoativos na mistura em fungdo do EHLFina

EHLfina %TH" %TL™
5 2,91 97,09
6 12,62 87,38
7 22,33 77,67
8 32,04 67,96
9 41,75 58,25
10 51,46 48,54
11 61,17 38,83
12 70,87 29,13
13 80,58 19,42
14 90,29 9,71

Legenda: EHLgnaL = valor de Equilibrio Hidréfilo-Lipdfilo requerido pela manteiga de murumuru, %TH = porcentagem (p/p) do tensoativo
hidrofilico, %TL = porcentagem (p/p) do tensoativo lipofilico.
“TH corresponde ao tensoativo hidrofilico monooleato de sorbitano etoxilado 20 EO

““TL corresponde ao tensoativo lipofilico isoestearato de sorbitano

4.2.1.3 Preparagéo da nanoemulséo

A partir da determinagdo do valor de EHL requerido da manteiga de murumuru, foi

iniciado o desenvolvimento das nanoemulsoes.
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Primeiramente, foi desenvolvida uma nanoemulsdo base com a manteiga de murumuru
utilizando a técnica descrita no item 4.2.1.1 de emulsificacdo por inverséo de fases, conforme

a seguinte composicao.

Componentes % (p/p)
Manteiga de murumuru 10
Sistema de tensoativos 10
Agua destilada 80

Para o desenvolvimento da nanoemulsdo, foi utilizado o par de tensoativos na
concentracdo de 10% (p/p), composto por isoestearato de sorbitano e 6leo de mamona
hidrogenado etoxilado 40 EO, segundo os trabalhos de MORAIS e colaboradores (2006) e
AGUIAR (2010).

No momento de preparacdo, dois aditivos foram incorporados a nanoemulséo base:
metoxicinamato de octila (marcador quimico para os testes in vitro) e mondmero acrilato de
2-etilhexila (para producdo das nanocépsulas). Em triplicata foram preparadas as formulacoes

com as composicdes descritas na Tabela 4

Tabela 4. Composigéo das formulagbes em porcentagem (p/p)

Fase oleosa )
~ Manteiga Agua
Formulacdes . . . o
¢ de Tensoativos Marcador Mondmero  ultrapura
murumuru

Nanoemuls&o base 10 10 - - 80,00
Nanoemulsdo base com

OMC 10 10 7.5 - 72,50

Nanoemulsgo base com 10 10 ) 5 7500

mondmero

Nanqemulsao base com 10 10 75 5 6750

mondmero e com OMC

“Marcador corresponde ao metoxicinamato de octila (OMC).
““Mondmero corresponde ao acrilato de 2-etil hexila.

Foram produzidas 30 g de cada formulagéo.

Para empregar o mondmero acrilato de 2-etilhexila (2-EHA), o mesmo foi
anteriormente filtrado em uma coluna de carvdo ativado para a retirada do inibidor de
polimerizagdo éter monometilico da hidroquinona (MeHQ) (MCENTIRE e NIEH, 1983),
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presente no produto para evitar possivel autopolimerizagdo durante o periodo de

armazenamento.

4.2.2 Avaliacéo da estabilidade das dispersoes

Para avaliar a estabilidade das dispersdes foram retiradas aliquotas de 3,0 mL de cada
formulacdo imediatamente ap6s sua manipulacdo, acondicionadas em tubos de ensaio,
vedadas com parafilme e mantidas em repouso, a temperatura ambiente. Apenas as amostras

consideradas estaveis prosseguiram com os testes de estabilidade.

4.2.2.1 Analise macroscopica

Apo6s vinte e quatro horas da manipulagdo as formulacbes foram analisadas
(estabilidade intrinseca) segundo ROLAND e colaboradores (2003). Foram avaliadas as
caracteristicas organolépticas e a homogeneidade da formulacdo, pesquisando possiveis sinais
de instabilidade como cremeacao, floculacdo e/ou separacdo de fases. Aspectos fisicos, como
fluidez, reflexo azulado e translucéncia também foram avaliados. As formulagdes com valores

de EHL que se mantiveram homogéneas foram consideradas estaveis.

4.2.2.2 Analise microscépica

Uma gota de amostra a ser analisada foi colocada sobre lamina de vidro e coberta com
uma laminula. Utilizando um microscopio (Opton - mod. TNB-04T-PL), avaliou-se a
homogeneidade das formula¢des sob incidéncia de luz normal e através de luz polarizada para
estudo da anisotropia e investigar a presenca de estruturas birrefringentes, como cristais

liquidos (SANTOS, 2006). As analises foram realizadas a temperatura ambiente (25+3°C).
4.2.2.3 Analise da estabilidade das formulac@es sob centrifugacéo

Foram pesadas 5 g das formulacdes em um tubo de ensaio graduado para centrifuga e
submetidas a centrifugacdo no equipamento Excelsa BABY 1206 R (Fanem Ltda) a 3000 rpm
(805 g) por trinta minutos a temperatura ambiente (25+3°C), segundo o Guia de Estabilidade
de Produtos Cosméticos publicado pela ANVISA (2004). Ao fim deste processo, uma nova
analise macroscépica foi realizada. A amostra deve permanecer estavel e, no caso do
aparecimento de qualquer sinal de instabilidade, o produto devera ser reformulado, e quando a
estabilidade for mantida, deve-se considerar que a formulagdo é estavel (MORAIS et al.,
2006).
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4.2.2.4 Determinagéo do tipo de emulséo

Foi realizado o teste de diluicdo (KNOWLTON e PEARCE, 1993; SILVA et al., 1996;
MASSARO et al.; 2003) que consiste na determinacdo da solubilidade da fase externa das
emulsBes em dois solventes: 4gua e 6leo mineral. Pesou-se 1,0 g das formula¢Ges em um tubo
de ensaio e adicionado 9,0 g do solvente. Com o auxilio de um vortex modelo MS 1

minishaker (1ka®) a mistura foi homogeneizada e depois mantida em repouso por 5 minutos.

A emulsdo é considerada solivel em agua quando forma uma fase homogénea e sem
grumos, sendo classificada como emulsdo O/A. A emulsdo que formar uma fase homogénea e

sem grumos em 0leo seré considerada emulséo A/O.

4.2.3 Determinacdo da temperatura correspondente ao ponto de inversdo de
fases através da medida da condutividade

A temperatura em que ocorre a inversdo de fases para a producdo das nanoemulsoes
foi determinada com o auxilio do condutivimetro modelo CD-820 (Instrutherm). Apds a sua
obtencdo, a amostra de nanoemulsdo foi gradualmente aquecida em chapa elétrica, sob
agitacdo magnética e temperatura monitorada por um termémetro a cada intervalo de 1 grau,

partindo da temperatura ambiente (25+2°C).

A temperatura de inverséo de fases da nanoemulséo foi determinada quando ocorreu
diminuicdo brusca no valor da condutividade, evidenciando a transi¢do da emulsdo de 6leo
em agua (O/A) para dgua em 0Oleo (A/O), pois sendo a fase externa oleosa ndo ha conducdo de
corrente elétrica no meio (FERNANDEZ et al., 2004).

4.2.4 Preparacdo das nanocépsulas poliméricas

Apl6s obter a nanoemulsdo, realizou-se a polimerizacdo in situ proposta por
SPERNATH e MAGDASSI (2007) das formulacdes de nanoemulsdo com o monbémero.
Nesta técnica, empregou-se um iniciador de polimerizacéo (persulfato de potéassio — KPS) que
é ativado pelo fon ferro (Fe*?) presente no ativador de polimerizacdo (sulfato ferroso).
Durante as 4 horas de reagéo, as formulagfes foram mantidas em banho-maria Thermomix®
(B. Braun Biotech Internacional, modelo 18BU) a 40°C e adicionou-se 0,04 g de sulfato

ferroso e 0,07 g de persulfato de potassio, ambos em solugdo aquosa, nos tempos 0 e 2 h.
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4.2.5 Caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas
4.2.5.1 Determinacédo do diametro das particulas

A distribuicdo de tamanho das particulas na nanoemulsdo e das nanocapsulas foi
determinada com espectroscopia por correlagdo de fétons (do inglés: PCS — photon
correlation spectroscopy) que mede a intensidade de flutuacdo da dispersdo de luz que é
causada pelo movimento das particulas, utilizando o Nanosizer® N5 Submicron Particle Size

Analyzer (Beckman Coulter).

As amostras foram submetidas a espalhamento de luz com um angulo fixo de 90°, na
temperatura de 25°C, com medigdes realizadas em triplicatas. Para efetuar o procedimento,
uma aliquota de 20,0 pL das amostras foi diluida em 4980,0 L de agua ultrapura (Milli-Q®)
em uma cubeta de quartzo, a temperatura ambiente (MEZADRI, 2010).

A espectroscopia por correlacdo de fotons fornece o didmetro médio das particulas e o

indice de polidisperséo (IP).
4.2.5.2 Determinacéo do potencial zeta

O potencial zeta das nanoemulsdes e das nanocapsulas foi determinado utilizando o
Zetasizer® 3000HSA (Malvern Instruments, Inglaterra) no laboratério de Tecnologia

Farmacéutica da Universidade Federal de Minas Gerais, a temperatura ambiente (25£3°C).

A técnica utilizada foi de espalhamento dindmico de luz e anélise da mobilidade
eletroforética das nanoparticulas e consiste na aplicacdo de um campo elétrico de forca

conhecida através da amostra.

As medidas foram realizadas em triplicatas, com diluicdo de 10,0 uL das amostras,
previamente filtrada através do filtro de membrana Milex® 0,45 um (Millipore), em 9990,0
uL de solugdo de NaCl 1,0 mM com &gua ultrapura (Milli-Q®), a fim de obter suspensdes

com numero adequado de particulas para a analise (MEZADRI, 2010).
4.2.5.3 Analise morfoldgica por microscopia de forga atdbmica (MFA)

A MFA possui habilidade em fornecer imagens tridimensionais da superficie
topografica com resolucdo nanométrica, independente da condutividade da amostra (SOUZA,
2007).

35



Materiais e Métodos

Imagens por MFA foram adquiridas & temperatura ambiente, sem necessidade de
cobertura da amostra polimerizada, segundo PEREIRA e colaboradores (2008), utilizando
Dimension® 3000 e MultiMode®, ambos controlados pelo programa NanoScope® I11a (Digital
Instruments/Veeco - Santa Barbara — California — EUA). As andlises foram realizadas na
Fundacdo Centro Tecnoldgico de Minas Gerais (CETEC — MG).

Em uma superficie de parafilme que recobre o suporte foi depositada uma gota (5,0
pL) da nanoparticula polimerizada, espalhada e secada com um jato de argdnio. As imagens
foram obtidas em modo de contato intermitente, utilizando sondas de silicio Nanosensors®,
com cantilever de 228 um de comprimento, com frequéncia de ressonancia no intervalo de
75-98 kHz, constantes de mola de 29- 61 N.m™ e raio de curvatura da ponta nominal de 5-10
nm. Foi utilizada a taxa de varredura de 1,0 Hz. Anélise dimensional foi realizada usando o
sistema de “andlise se se¢do” do programa. No minimo dez imagens de cada amostra foram

analisadas para garantir resultados reprodutiveis.

4.2.5.4 Determinacdo do comportamento reoldgico

Para determinar o perfil reoldgico e viscosidade das formulages foi utilizado o
redmetro RV-111 (Brookfield), acoplado ao software Rheocalc® versdo V 3.0. As anélises
foram realizadas utilizando o spindle tipo cone/placa CP40 e 0,5 mL de amostra a 25+3°C. As
velocidades de rotacédo variaram o intervalo de 150 a 250 rpm e as leituras feitas em intervalos
de 20 rpm, mantendo a rotacdo por 30 segundos, para se obter uma curva ascendente. O
procedimento foi repetido no sentido inverso, com velocidades progressivamente decrescentes

(250-150 rpm), para se obter a curva descendente.

Apbs coletar os dados, foram calculados os pardmetros reoldgicos: indice de
Consisténcia (K); Indice de Fluxo (¢); Area de histerese e Viscosidade aparente. Os célculos
foram realizados com o software Statistica® versdo 4.3 e os resultados tratados como
estimativa de funcdo ndo-linear de acordo com a lei das potencias, conforme equagéo 2.

p =K D* (2)
onde,
p = Tenséo de Cisalhamento;
K = Indice de Consisténcia;
D = Taxa de Cisalhamento;

¢ = Indice de Fluxo.
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4.2.6 Caracterizagdo do polimero

O polimero que envolve a nanocapsula foi analisado e os resultados comparados com

a literatura.

4.2.6.1 Extracéo do polimero das nanocapsulas poliméricas

Seguindo a metodologia proposta por TAS e MATHIAS (2010), em um tubo de ensaio
com 3 mL da amostra de suspensdo de nanocépsulas foi adicionado cloroférmio e essa
mistura foi agitada com o auxilio do vértex modelo MS 1 minishaker (Ika®) por 2 minutos.
Para separar as fases organica e aquosa, a mistura foi centrifugada (Centrifuga Excelsa®
BABY | 206R — Fanem Ltda) por 10 minutos. Retirada a fase aquosa superior, foi adicionada
uma aliquota de metanol a fase organica, a qual foi novamente homogeneizada no vortex e
centrifugada. Essa mistura foi colocada em uma estufa a 35°C por vinte e quatro horas para

evaporacao dos solventes.
4.2.6.2 Analise térmica por calorimetria diferencial exploratoria

O polimero extraido das nanoparticulas poliméricas foi analisado por calorimetria
exploratéria diferencial (do inglés: DSC - Differential Scanning Calorimetry), em
equipamento DSC60 (Shimadzu), realizadas no Laboratério de Analise Térmica do

Departamento de Quimica da UFMG.
Utilizou-se de 4,5 a 7,5 mg da amostra em cadinhos de aluminio. As analises foram
realizadas nas seguintes condices:

Atmosfera dinamicade He  fluxo = 50 mL.min*

Raz&o de aquecimento 20°C.min™
Temperatura inicial -120°C
Temperatura final 400°C

Os resultados foram plotados em um grafico e analisados para identificacdo da
temperatura e calor envolvidos nas transi¢cGes térmicas, principalmente transicdo vitrea do

polimero, cristalizagéo e fuséo.
4.2.6.3 Analise espectroscdpica na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (do inglés: FT-IR —

Fourier Transform Infrared Spectroscopy) foram obtidos no modo de transmissdao em um
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espectrdmetro Spectrum® GX (Perkin-Elmer), registrados no intervalo de 4000-380 cm™ com
resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras. As amostras foram trituradas, dissolvidas em 1,0 % de

KBr e prensadas na forma de pastilhas.

4.2.6.4 Analise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e de **C foram obtidos em equipamento Bruker Advance
DRX 400 e DPX 200 com transformada de Fourier, no Laboratorio Departamento de Quimica
da UFMG. Foi utilizado como padrdo o TMS (*H, 200,13 MHz, *C, 200 ¢ 50 MHz, 5=0,
interno). Os espectros de hidrogénio e carbono foram obtidos utilizando solvente deuterado
apropriado (CDCls).

4.2.7 Determinagao do fator de protecéo solar (FPS) in vitro

Conforme método descrito por MANSUR (1984) e MONTEIRO (2008), as amostras
de nanoemulsdo e nanocapsula contendo OMC 7,5% foram diluidas em &lcool etilico P. A.,
resultando em uma concentracéo de 0,2 pL.mL™ para leitura no espectrofotdmetro modelo

Helios® o (Thermo Spectronic), na faixa de 290 a 320 nm, com intervalos de 5 nm.

Os resultados foram calculados com os valores originais e expressos como média de

todos os valores, como na equacéo 3.
FPS espectrofotométrico = FC. Y333 EE(A) .1(1).abs(A) (3)

Onde:

FC = fator de corregéo (=10)

EE()) = efeito eritemogénico da radiacdo de comprimento de onda

I(A) = intensidade do sol no comprimento de onda ()

abs(L) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da solucéo do filtro solar no comprimento
de onda ()

As constantes EE e | foram pré-definidas por MANSUR (1984), conforme Tabela 5.
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Tabela 5. Constantes EE e | para o calculo de FPS in vitro

A (nm) EE () x I())

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,8390
320 0,0180

5 1,0000

Legenda: EE (L) = efeito eritemogénico da radiagdo de comprimento de onda, I() = intensidade do sol no comprimento de onda (), A =
comprimento de onda. (Fonte: MANSUR, 1984)

4.2.8 Validacédo da metodologia analitica para determinacdo da concentracéo do

metoxicinamato de octila através da CLAE-DAD

Dentre os diversos métodos existentes na literatura para determinacdo do teor de

metoxicinamato de octila (OMC), este método validado no presente trabalho, utilizando o

equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Waters Alliance® 2695,

com detector PDA 2996

As condicBes cromatograficas utilizadas na determinacdo da concentracdo do

marcador OMC por CLAE neste método foram:

Fase movel

Fluxo

Volume de injecéo
PDA

Temperatura
Equipamento
Coluna

Pré-coluna

Metanol 100,0%

1,0 mL.min™

50,0 pL

210-600 nm

30°C

Waters Alliance 2695, Detector PDA 2996

C18, Macherey-Nagel (150,0 mm x 4,6 mm x 3,0um)
C18, Phenomenex

A fase movel foi constituida de metanol grau CLAE, previamente filtrado em

membrana de PTFE de 0,45 pm (MilliPore®) e degaseificada em banho ultrassom

(Ultracleaner 1400 Unique Ultrasonic Clean).
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4.2.8.1 Curva analitica do OMC

Para obtencdo da curva de calibracdo, foram escolhidos 6 pontos de concentracfes
conhecidas do marcador OMC, sendo elas: 10,0; 5,0; 1,0; 0,5; 0,1 e 0,05 pg.mL™. Essas
solucBes foram obtidas a partir da solugdo estoque, por diluicdo com a fase mével (metanol P.
A. grau CLAE). Para preparar a solucdo estoque, pesou-se exatamente 10,0 mg de OMC em
um baldo volumeétrico de 100,0 mL, que foi dissolvido com a fase movel, até completar todo o
seu volume. A solucdo foi homogeneizada, obtendo-se uma concentracdo final de 100,0
pg.mL™.

As amostras foram injetadas no cromatdgrafo, ap6s a estabilizacdo da coluna, nas
condicBes ja citadas. As médias das areas absolutas dos picos correspondentes ao padrao
foram plotadas em um grafico da area em funcdo das concentracdes nominais. As analises

foram efetuadas em triplicata (n=3) e uma curva média foi obtida.
4.2.8.2 Linearidade da curva analitica

Para avaliar o desempenho da curva construida utilizou-se o parametro analitico
denominado linearidade. Esse parametro avalia a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do ativo
na amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003).

A linearidade foi avaliada ap6s obtencdo de trés curvas auténticas, do célculo do
coeficiente de variacdo (CV%) entre os pontos da curva e do coeficiente de correlacdo linear

(r").
4.2.9 Avaliacéo da liberacdo in vitro do metoxicinamato de octila

O estudo in vitro da liberacdo do OMC utilizou 0 modelo de células de difusdo vertical

do tipo Franz (Figura 20) com area difusional de 1,15 cm?.

mermbrana

rmeio receptor

Fonte: MEZADRI, 2010)

Figura 20. Desenho esquematico da célula difusional vertical do tipo Franz.
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O compartimento receptor (volume de 15,0 mL) foi preenchido com a solucéo
receptora (metanol:dgua ultrapura 50:50), e mantido em constante agitacdo magnética a 100
rpm para manter a homogeneidade do meio (OMOTOSHO et al., 1989), a temperatura de
37£1,0°C através da recirculagdio de agua proveniente de um banho termostatizado
Thermomix® BM 18 BU (Braun. Biotech Internacional, Alemanha) para simular a

temperatura corporal.

O compartimento doador (superior) recebeu uma aliquota de 1,0 mL da amostra com
7,5% (p/p) de OMC a ser avaliada. Os dois meios foram separados por uma membrana de
dialise de celulose Dialysis tubing cellulose membrane D9777- 100FT, 25x16 mm (Sigma-
Aldrich, St Louis, EUA), previamente hidratada por vinte e quatro horas em agua destilada, e

presos por uma presilha.

Foram montadas seis células de difusdo do tipo Franz, sendo o meio doador de trés
delas preenchidas com nanoemulsdo e das outras trés com suspensdo de nanocépsulas, ambas
com 7,5% de OMC, a fim de organizar uma comparacao entre o perfil de liberacdo desses

sistemas nanoestruturados.

Aliquotas de 1,0 mL foram retiradas do meio receptor com reposi¢do simultanea da
solucéo receptora, mantendo o volume do meio receptor constante, evitando a formacdo de
bolhas entre a solugdo receptora e a membrana de celulose, que implicaria em erros na
liberagdo da porcéo doadora. A primeira aliquota foi retirada antes da adi¢cdo da amostra no
meio receptor (branco). Apds, foram feitas coletas no tempo 0 (momento em que as amostras
foram adicionadas ao meio doador), a cada 30 minutos até o tempo 120 min e depois a cada
60 minutos até completar 360 minutos de teste. Essas aliquotas foram filtradas em filtro de
membrana Milex® 0,45 um (Millipore) e acondicionadas em vials.

A concentracdo do marcador em cada aliquota foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DO EHL REQUERIDO PARA A MANTEIGA DE
MURUMURU

O valor de EHL correspondente a estabilidade maxima € o valor requerido para o 6leo
que esta sendo utilizado e pode ser determinado empiricamente através da preparacdo de
dispersdes com tensoativos de diferentes valores de EHL, realizando avaliacdo de estabilidade
das formulagcbes produzidas para determinar qual o valor de EHL correspondente a emulsdo
mais estavel (MORAIS et al., 2006; BECHER et al., 1965; LACHMAN et al., 2001).

Segundo a metodologia descrita por GRIFFIN (1949 e 1954), sdo atribuidos valores de
1,0 a 20,0 aos tensoativos de acordo com suas caracteristicas de hidrofilia e lipofilia, sendo
que o valor mais elevado corresponde a maior hidrofilicidade. Substancias de EHL muito
baixo, ou menor que 3,0 sdo acentuadamente lipofilicas, apresentando apenas propriedades
antiespumantes. Substancias de EHL entre 3,0 e 9,0 j& apresentam propriedades
emulsificantes dando origem a emulsdes do tipo A/O. Substancias de EHL entre 8,0 e 16,0 ja
comecam a apresentar caracteristicas hidrofilicas dando origem a emulsdes do tipo O/A.
Substéancias de EHL acima de 16,0 j& apresentam caracteristicas acentuadamente hidrofilicas
passando a atuar como solubilizantes (PRISTA et al., 1990).

Segundo LACHMAN e colaboradores (2001), para obtencdo de emulsées do tipo O/A
mais estaveis, deve ser considerado o valor de EHL e a solubilidade da cadeia lipidica do
emulsificante na fase oleosa. A combinacdo de tensoativos, sendo um mais lipofilico e outro
mais hidrofilico, promove a formacdo de um filme interfacial mais coeso, ja que cada

tensoativo ira se adsorver mais fortemente a sua fase correspondente.

Com o par de tensoativos na concentracdo de 5,0 e 6,0% (p/p) ndo foi possivel obter

emulsdo estavel com nenhum dos valores de EHL.

O valor de EHL que formou emulsdes estaveis variou entre 10,1 e 10,7; com a
utilizacdo de 7,0% do sistema tensoativo na formulacdo. Essas emulsdes foram analisadas em
todos os testes de estabilidade. As mesmas mantiveram-se estaveis apds 24 horas apos a
manipulacdo. Do ponto de vista macroscopico, ndo apresentaram cremeacgdo ou floculacao,
ndo apresentaram sinais de instabilidade ao microscopio éOptico e nem apds o teste de

centrifugagéo.
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As formulagBes dentro deste intervalo de EHL dispersaram-se em &gua, sendo,

portanto classificadas como O/A.
5.2 PREPARACAO DAS NANOEMULSOES

As nanoemulsdes foram preparadas segundo o método de emulsificacdo por inversao
de fases, descrito por MORAIS e colaboradores (2006). Em sua composicgéo, foi utilizado
como tensoativo lipofilico o isoestearato de sorbitano, porém, o tensoativo hidrofilico foi o
6leo de mamona hidrogenado etoxilado 40 EO, pois estudos com este tensoativo mostraram
que seu uso favorece a formacgdo de nanoemulsdes, devido & acentuada capacidade de alterar
sua solubilidade em funcdo da temperatura, jA que possui maior numero de grupamentos
epoxido (MORAIS et al., 2006; AGUIAR, 2010). A ocorréncia desse mecanismo no processo
de emulsificacdo contribuiu para a diminuicdo do tamanho dos globulos emulsionados,

aumentando, assim, a estabilidade da formulagé&o.

A composicao final da nanoemulsao base desenvolvida foi:

Componentes % (p/p)
Manteiga de murumuru 10,00
6leo de mamona hidrogenado etoxilado 40 EO 5,85
isoestearato de sorbitano 4,15
Agua destilada 80,00

5.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE

Os quatro tipos de nanoemulsdo produzidas (com e sem aditivos) mantiveram-se
estaveis apds vinte e quatro horas e apos o teste de centrifugacdo, apresentando as mesmas
caracteristicas macroscopicas iniciais: fluidas, levemente brancas, com reflexo azulado, sem

sinais de instabilidade, assegurando sua estabilidade intrinseca.

Na analise microscopica, ndo foram encontradas evidencias de anisotropia nas
formulacBes, apresentando apenas campos homogéneos e claros, sem a formacdo de
particulas. Este resultado foi indicativo de nanoemulsdo, ja que, devido ao tamanho do
glébulo nanométrico, a técnica com uso de microscopia Optica ndo foi suficiente para sua
visualizagdo (AGUIAR, 2010).
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Essa mudanca de solubilidade dos tensoativos também justificou o fato de ndo serem
encontrados cristais liquidos na formulacdo. De acordo com AGUIAR (2010), o tensoativo
ndo idnico 6leo de mamona hidrogenado e etoxilado 40 EO (em maior quantidade na
formulacdo) altera sua solubilidade em agua em funcdo da mudanca de temperatura e ocorre
formacdo de micelas na &gua, impedindo a formacéao de cristais liquidos, mesmo na presenca
do tensoativo lipofilico isoestearato de sorbitano (que possui forte tendéncia a formacéo de

fases lamelares), pois se encontra em menor quantidade neste estudo.

O uso de tensoativos ndo ibnicos, como o isoestearato de sorbitano e o Oleo de
mamona hidrogenado e etoxilado 40 EO, é preferido em produtos cosméticos, por serem
menos irritantes a pele e apresentarem menor incompatibilidade com os demais componentes

da formulacédo que os tensoativos idnicos (ECCLESTON, 1997).

O teste de centrifugacdo aumenta a forca gravitacional atuante sobre os glébulos e
ocasiona o0 aumento do numero de colisbes entre eles, o que pode acarretar em cremeagao ou
sedimentacdo, permitindo a instabilidade do sistema disperso (BECHER, 1965). O
movimento browniano das nanoemulsdes supera a acdo da gravidade sobre os glébulos,
impedindo alteracédo relevante na estabilidade (FORGIARINI et al., 2004; TADROS et al;
2004). Verificou-se que as formulacgBes obtidas nesse trabalho mantiveram-se estaveis apos o

teste de centrifugacéo.

5.3 DETERMINACAO DA TEMPERATURA CORRESPONDENTE AO PONTO
DE INVERSAO DE FASES ATRAVES DA MEDIDA DA CONDUTIVIDADE

A inversdo de fases pode ser detectada pela medida da condutividade elétrica, pois
guando a fase externa muda de aquosa para oleosa o valor da condutividade decresce

bruscamente, atingindo valores proximos a 0 pS.cm™ a 25°C.
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Figura 21. Grafico da condutividade elétrica (uS.cm™ a 25°C) da nanoemulsdo em funcéo da

temperatura (°C), no qual se observa o ponto em que ocorre a inversdo de fases.

Observa-se na Figura 21 a queda da condutividade elétrica a partir do momento em
que a nanoemulsdo atinge 75°C, apresentando condutividade nula aos 80°C, momento em que
ocorre a inversdo das fases dispersa e continua, onde a curvatura do tensoativo é zero, ou seja,
as caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas sdo balanceadas na interface durante este evento
(CAMARGO, 2008).

A partir dos resultados, pode-se afirmar que a temperatura em que ocorre inversdo de
fases durante a emulsificagdo corresponde a 75°C. Esta temperatura foi atingida no
procedimento de emulsificacdo, garantindo que a inversdo de fases ocorreu durante a

manipulacdo das nanoemulsdes.
5.4 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

A polimerizacdo in situ foi realizada com as amostras de nanoemulsées que continham
0 mondmero. A reacdo teve duracdo de quatro horas e as amostras a serem analisadas e

comparadas nos testes seguintes foram:

Nanoemulséo base NE
Nanoemulséo com OMC NE+OMC

Suspensado de nanocapsulas NC
Suspensado de nanocapsulas com OMC NC+OMC
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5.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

5.5.1 Andlise da distribui¢cdo do tamanho médio e do potencial zeta

Esta técnica de espectroscopia por correlacao de fétons (PCS) consiste em atravessar a
amostra com um feixe de laser de modo que as particulas presentes espalhem a luz (Figura
22). Esse espalhamento esta relacionado com o movimento browniano das particulas e a
intensidade da luz espalhada forma um padrdo de movimento, possibilitando determinar o
diametro medio das particulas. Particulas de menor didmetro movimentam-se mais
rapidamente, resultando em rapidas modificacbes no espalhamento de luz. Ja particulas
maiores (com menores coeficientes de difusdo) causam menores flutuagdes na intensidade de
espalhamento da luz (HASKELL et al., 1998).
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(Fonte: http://inolab.com/beckpdf/n5.pdf, acesso 23 de janeiro de 2011)

Figura 22. Representacdo esquematica do funcionamento do Nanosizer® N5 Submicron

Particle Size Analyzer, utilizando técnica de espectroscopia por correlacdo de fétons.

O diametro medido por PCS é chamado de diametro hidrodindmico e se refere a toda a
esféra que possui o coeficiente de difusdo translacional igual ao da nanoparticula que esta
sendo medida Este coeficiente ndo depende apenas do tamanho da estrutura da nanoparticula,
mas também de qualquer estrutura de superficie, bem como da concentracéo e do tipo de ions
no meio. Isso significa que o tamanho pode ser maior que o0 medido por microscopia

eletronica, por exemplo, onde a particula é removida de seu ambiente (MALVERN).

Os valores do tamanho médio dos globulos da nanoemulsdo e das nanocapsulas
polimerizadas encontram-se dentro do limite de tamanho para sistemas nanometricos (Figura
23).
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Figura 23. Gréfico do tamanho médio das particulas (nm) em barras e do indice de
polidispersdo (IP) em pontos, em amostras de nanoemulsdo e suspensdo de nanocapsulas

poliméricas contendo ou ndo metoxicinamato de octila.

Observa-se na Figura 23 que as nanocapsulas polimerizadas apresentaram tamanho
menor que os globulos da nanoemulsdo, pois, possivelmente a formacdo da camada de
polimero na superficie dos glébulos da nanoemulsdo para a producdo das nanocépsulas,

estabilizou a inteface que serviu de suporte, reduzindo o tamanho da particula.

Uma diferenca notavel no tamanho das nanoparticulas com e sem o marcador foi
observada, tanto para as nanoemulsdes quanto para as nanocapsulas. Isto se deve ao fato de
gue o OMC inserido para o teste de liberacdo é oleoso e, portanto, encontra-se no interior dos
glébulos da nanoemulséo e no interior da nanocapsulas, aumentando o tamanho dos mesmos

quando comparado com nanoparticulas sem o marcador.

O indice de polidispersdo indica a quantidade de particulas que esta fora do intervalo
de valor definido no equipamento, sendo por isso considerado uma medida da homogeneidade
do tamanho das particulas analisadas. Formulagdes com valores de polidisperséo entre 0 e 0,7
apresentam homogeneidade no tamanho de suas particulas. indices menores que 0,3 indicam
gue as mesmas apresentam-se monodispersas (SOUZA, 2007; PEREIRA et al., 2008). Ja que
as nanoemulsdes e as nanocapsulas com ou sem marcador apresentaram indice de

polidisperséo abaixo de 0,3, pode-se considerar que sdo monodispersas.
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O potencial zeta pode ser definido como a carga existente na fronteira entre a
superficie de uma particula individual e seus ions associados, no plano de cisalhamento
(FLORENCE e ATTWOOD, 2003).

Tabela 6. Valores de potencial zeta (P. Zeta) em amostras de nanoemulsdo e suspensdo de

nanocapsulas poliméricas contendo ou ndo metoxicinamato de octila (OMC)

Formulacéo P. Zeta
NE -35,3
NE+OMC -30,9
NC -2
NC+ OMC -9,5

Legenda: NE = Nanoemulsdo, NE+OMC = Nanoemulsdo com metoxicinamato de octila, NC = Suspensdo de nanocépsulas, NC+OMC =

Suspensdo de nanocapsulas com metoxicinamato de octila

Os valores de potencial zeta (Tabela 6) para nanoemulsdo base e para nanoemulsao
com o OMC indicam grande estabilidade eletrostatica (ROLAND et al., 2003). As amostras
com nanocapsulas, com ou sem, OMC apresentam valores baixos (em mddulo) devido a

presenca do polimero, qual pode estar neutralizando as cargas superficiais.

5.5.2 Analise morfologica por microscopia de forca atdmica (MFA)

Microscopia de forca atdmica é uma técnica com resolucdo entre 1 a 100 A, que
permite visualizar nanoparticulas em seu ambiente natural, sem manipulacdo da amostra
(NEVES et al., 1998). Através dessa técnica é possivel caracterizar simultaneamente a forma
e a estrutura da nanoparticula (PEREIRA, 2008)

Na andlise das nanocépsulas poliméricas por MFA, a imagem tridimensional (Figura
24) demonstra o formato esférico e a homogeneidade das nanoparticulas.

Figura 24. Fotomicrografia tridimensional de nanocéapsulas obtida por microscopia de forca

atdbmica.
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Figura 25. (a) Fotomicrografia bidimensional obtida por microscopia de forca atdbmica da

formulacéo e (b) perfil do didmetro de algumas nanoparticulas.

O didmetro das nanocépsulas medido nas imagens obtidas por MFA (Figura 25 a e b)
sdo proximos ou menores do que os valores obtidos por PCS (Figura 23). Isso porgue o
polimero presente na superficie da nanocapsula estd mais condensado em decorréncia do
processo de secagem sob o fluxo de argbnio, reduzindo o tamanho das nanoparticula. Além
disso, fora do meio aquoso, a nanoparticula sofre um achatamento, ja que se trata de uma

vesicula com um envoltorio polimérico e nucleo fluido.

Esse processo de achatamento também esta relacionado com a variacdo da espessura
da parede polimérica e com a homogeneidade de deposi¢cdo do polimero no processo da
polimerizacdo in situ. Quanto mais espessa for a parede polimérica, maior sera sua dureza e
menor a possibilidade da nanocapsula aplainar no suporte de parafilme seco (LEITE et al.,
2005, PEREIRA et al., 2008)
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Figura 26. (a) Fotomicrografia bidimensional obtida por microscopia de forca atbmica da

formulacdo e (b) perfil da altura de algumas nanoparticulas.

Por serem esféricas, as nanocapsulas deveriam apresentar o valor da altura igual ao do

diametro. Em funcdo da deformacdo que ocorre quando preparadas para analise de MFA,
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como o0 conteddo da nanoparticula mantém-se o mesmo, o didmetro aumenta e, por
conseqiiéncia, a altura diminui (Figura 26). Os valores de h encontram-se bem mais baixos,
mas ainda assim mantém certa proximidade entre si, indicando a homogeneidade entre as

particulas.

Na Figura 27, estdo as imagens bidimensional e tridimensional obtidas por MFA de
nanocapsulas poliméricas carregadas com marcador OMC, sendo possivel observar um ligeiro
aumento de tamanho das mesmas em compara¢do com as nhanoparticulas sem OMC,

mantendo o formato esférico e homogeneidade.

.00 100.0 nm

Figura 27. (a) Fotomicrografia tridimensional e (b) fotomicrografia bidimensional de

nanocapsulas com o marcador, ambas obtidas por microscopia de forca atdmica.

5.5.3 Determinacdo do comportamento reoldgico das formulac6es

A palavra Reologia deriva da palavra grega rheo (escoamento) e abrange o estudo das
propriedades de escoamento e deformacdo da matéria sob a acdo de forcas. Seu objetivo é
descrever através das leis constitutivas ou de comportamento de fluxo das relagBes entre as
tensbes, forcas aplicadas sobre o material, e deformacdes, resposta do material as forcas
aplicadas (ALMEIDA e BAHIA, 2003; MASSON et al., 2005).

A viscosidade tem influencia na estabilidade fisica do sistema, ja que pode contribuir
para evitar, devido a resisténcia fisica proporcionada pelo meio, os fenbmenos fisicos de
instabilidade, como cremeacdo, coalescéncia, floculagdo ou sedimentagdo. Portanto, o estudo
das propriedades reoldgicas de uma formulacdo possibilita estimar a estabilidade fisica do
sistema micrométrico (DAHMS, 1986).

Para produtos semi-solidos, tanto em termos técnicos (preparo, envase,

armazenamento) quanto estéticos, as propriedades reoldgicas sdo parametros fisico-quimicos
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importantes (SORIANO et al., 2001). Segundo MORAIS e colaboradores (2005), a relagédo
entre reologia e estabilidade tem sido reconhecida como pardmetro importante a ser

observado no desenvolvimento de produtos, em especial de emulsdes.

A anélise do comportamento reoldgico possibilita a identificacdo de dois tipos de
comportamento de acordo com as caracteristicas de fluxo: Newtoniano e ndo Newtoniano. No
fluxo Newtoniano, os valores de viscosidade sdo constantes, independente da forca externa
aplicada, ou seja, o gradiente é diretamente proporcional & tensdo de cisalhamento. A agua,
glicerina e os 0Oleos vegetais sdo exemplos de liquidos que possuem esse comportamento. J&
os fluidos ndo newtonianos ndo apresentam essa relacdo proporcional, pois a alteracdo da
forca aplicada resulta em alteracdo da viscosidade inicial, podendo aumentar (fluxo dilatante)
ou diminuir (fluxo plastico ou pseudoplastico), por exemplo: xampus, cremes e locGes
(GASPAR, 2001; GUARATINI, 2001; MASSON et al., 2005).

Tabela 7. Valores do indice de consisténcia e indice de fluxo, obtidos a partir do teste com

viscosimetro, para as formulagdes

Formulacdo Indice de consisténcia indice de fluxo
NE 2,83+£0,92 0,97
NE+OMC 5,54 £ 1,66 0,92 £0,01

NC 4,36 £ 1,90 0,92 £ 0,03
NC+OMC 7,46 £ 2,45 0,93+0,01

Legenda: NE = Nanoemulsdo, NE+OMC = Nanoemulsdo com metoxicinamato de octila, NC = Suspensdo de nanocapsulas, NC+OMC =

Suspensdo de nanocapsulas com metoxicinamato de octila

Baseado na Tabela 7 e na Figura 28 observa-se que a nanoemulsdo sem ativo possui
fluxo newtoniano, ja que sua viscosidade € constante, pois contém a menor porcentagem de

fase oleosa entre todas as formulacGes

As formulacbes que contem o OMC apresentam maior indice de fluxo em comparagédo
com as formulagdes que ndo o contem, pois este componente € oleoso e esta presente em
quantidade significativa na formulacgdo (7,5%). Este aumento de viscosidade com a adicéo de
OMC estd também relacionado com o maior tamanho da particula. Como comentado
anteriormente, a adicdo de OMC aumentou o tamanho das particulas, o que refletiu no
aumento da viscosidade das dispersdes, pois segundo TADROS e colaboradores (2004) a
viscosidade da emulsdo é funcdo do tamanho e nimero de glébulos da fase interna. Quanto

maior o tamanho de glébulo da fase interna de uma emulsdo, maior a viscosidade.
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A nanoemulsdo contendo o ativo apresenta comportamento ndo newtoniano devido a
presenca do OMC, pois a porcentagem da faze oleosa na formulagdo ultrapassa o limite

maximo para manter a caracteristica de fluxo newtoniano.

As formulacGes de nanocapsulas ja apresentam maior indice de consisténcia, pois
possuem o polimero [poli(2-EHA)], que aumenta o peso das particulas, o tamanho e também
sua carga hidrofobica, aumentando a viscosidade da formulagdo. Por essa raz&o apresentam
comportamento de fluxo ndo newtoniano, pois o indice de fluxo varia de acordo com a

pressao aplicada, do tipo pseudoplastico, j& que ocorre reducdo desses valores.
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Legenda: NE = Nanoemulsdo, NE+OMC = Nanoemulsdo com metoxicinamato de octila, NC = Suspensdo de nanocapsulas, NC+OMC =

Suspensdo de nanocéapsulas com metoxicinamato de octila, up = Valores medidos com o aumento da forca exercida sobre a amostra, down =

Valores medidos com a redugéo da forca exercida sobre a amostra

Figura 28. Reograma das formulacGes de nanoemulsdo e nanocépsulas contendo ou ndo

metoxicinamato de octila (OMC).
5.6 CARACTERIZACAO DO POLIMERO

Para confirmar que houve formacgdo do polimero desejado poli(2-EHA) na superficie
das nanoparticulas, o mesmo foi extraido e analisado por técnicas ja bem descritas na

literatura que avaliam caracteristicas fisico-quimicas especificas de polimeros.

Para realizar a extracdo do polimero, varios solventes foram testados conjugados:
hexano, cloroférmio, metanol, acetona e alcool etilico, sendo que o par cloroférmio e metanol

forneceu o melhor rendimento. Esta extracdo baseia-se na capacidade dos solventes em
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solubilizar os componentes da formulacdo de forma diferente, formando uma solucdo de

polimero, seguida de sua precipitacao.
5.6.1 Anélise térmica por calorimetria diferencial exploratoria

A andlise térmica compreende o conjunto de técnicas por meio das quais as
propriedades fisicas de uma substancia e/ou produto de reacdo é analisada em funcdo da
temperatura e/ou tempo, enquanto essa substancia é submetida a um programa controlado de
temperatura, sob uma atmosfera especifica (WENDLANDT, 1986; IONASHIRO e
GIOLITO, 1980; MATOS e MACHADO, 2004).

Na técnica de Calorimetria Exploratéria (DSC) mede-se a diferenca de energia
fornecida a uma substancia e a um material de referencia (termicamente estavel), em funcgéo

da temperatura com programacao controlada.

A andlise térmica pode ser empregada para identificacdo e analise da pureza de
materiais, determinacdo de temperaturas e entalpias caracteristicas de mudanca de estados
fisicos, transformacdo de fases e reacdes e avaliacdo da cinética de decomposicdo térmica
(CAMMENGA e EPPLE, 1995). Pode ser aplicada a polimeros, substancia sintéticas e
naturais, alimentos, farmacos e produtos cosméticos em geral (OLIVEIRA et al., 2004).

Durante o processo de aquecimento ou resfriamento, a amostra pode ter sua
temperatura alterada por eventos endotérmicos ou exotérmicos. Registra-se entdo o fluxo de
calor diferencial necessario para manter a amostra € o material de referéncia a mesma
temperatura. Essa diferenca de temperatura se deve a fendmenos quimicos (decomposicéo,
combustdo) ou fisicos (mudanca de estado e transicao cristalina) e é considerada transicao de
primeira ordem, caracterizada pela formacdo de curvas DSC. Ja transices de segunda ordem
apresentam variacdo da capacidade calorifica sem variacdo de entalpia, portanto, ndo se
observam picos, como é o caso da transigdo vitrea (t; - temperatura na qual se inicia o
movimento de segmentos de uma cadeia polimérica, evidenciada nas curvas de DSC por uma
variagdo na linha de base no sentido endotérmico) (WENDLANDT, 1986; MACHADO e
MATQOS, 2004).

Nas Figuras 29 e 30 estdo representadas a curva de DSC da amostra de polimero
extraido das nanocapsulas e a ampliacdo da regido em que ocorre a transi¢do Vvitrea,

respectivamente.
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Figura 29. Termograma do polimero acrilato de 2-etilhexila.

Analisando a Figura 29, observa-se a regido destacada em azul correspondente a

transicdo vitrea, que pode ser comparada aos valores encontrados na literatura (VAGANI e

RAKSHIT, 1996; BASF), a transicdo vitrea do polimero de acrilato de 2-etilhexila ocorre ao

redor de -60°C.
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Figura 30. Termograma com a ampliagdo da curva de DSC do polimero acrilato de 2-

etilhexila no intervalo de temperatura no qual ocorre a transicao vitrea (destacado em azul).
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A transicdo vitrea envolve modificagGes de diversas propriedades quando um sélido
ndo-cristalino, comumente chamado de amorfo, passa para a fase liquida. Esta transicdo é
observada macroscopicamente por alteracbes nas propriedades termodindmicas, como
capacidade calorifica, coeficiente de expansividade térmica, coeficiente de compressibilidade;
e varias propriedades mecéanicas, dielétricas e viscoelasticas. Essas modifica¢cdes ndo ocorrem
em uma temperatura especifica, como, por exemplo, acontece com o processo de fuséo, mas
em uma faixa de temperaturas, que, de forma consensual, é sugerido por alguns autores que a
melhor denominacdo para a temperatura de transi¢éo vitrea seria intervalo de temperatura de
transformacéo vitrea (WUNDERLICH, 1997; MANSON e SPERLING, 1976).

Outro aspecto a ser considerado é que a temperatura na qual ocorre a transicdo vitrea
depende do método de medida e das condicbes em que a medida esta sendo realizada
(YAMAKI et al., 2002).

A anélise térmica pode ser empregada para diferentes aplicacGes, como: identificacéo
e analise da pureza de materiais; determinacdo de temperaturas e entalpias caracteristicas de
mudancas de estados fisicos (fusdo e vaporizacdo); transformacbes de fases e reacles e
avaliacdo da cinética de decomposicao térmica. Este tipo de analise ndo é apenas um método
qualitativo e foi utilizada para a caracterizacdo do polimero, pois proporciona resultados
guantitativos termodinamicos e cinéticos quanto as propriedades dos materiais, podendo
inclusive ser empregada para caracterizar material de sintese, com a vantagem do menor
tempo de ensaio e a utilizacdo de pequenas quantidades de amostras (CAMMENGA E
EPPLE, 1995).

5.6.2 Anélise por espectroscopia na regido do infravermelho

A espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do infravermelho captura na forma
de absorcdo, emissdo ou espalhamento de radiacdo, a transicdo de vibragdes normais
moleculares. Essas transices podem ser do tipo estiramento de ligagdo simétrica ou
assimétrica, deformac6es moleculares ou torgdo. Esse estudo so € possivel porque moléculas,
incluindo as de alta massa molecular, sdo constituidas de 4&tomos e formam uma estrutura
tridimensional com distancias de ligacdo quimica e angulos de ligacdes definidos
(CANEVAROLDO, 2003).

Comparando o espectro obtido por infravermelho com transformada de Fourier (FT-

IR) do poli(2-EHA) extraido das nanocapsulas (Figura 32) com o espectro padrdo obtido da
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empresa Sigma-Aldrich deste mesmo polimero (Figura 31), é possivel observar as bandas de
absorcdo caracteristicas do poli(2-EHA) presentes no espectro de referéncia estdo também
presentes no espectro da amostra do polimero extraido a partir das nanocapsulas
(SILVERSTEIN, 2006):
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Figura 31. Espectro infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) padréo,
disponibilizado pela empresa SIGMA-ALDRICH, correspondente ao polimero acrilato de 2-

etilhexila com os picos mais caracteristicos marcados em vermelho.

e A:2948-2880 cm™ — devido & vibracao de ligagdes alifaticas C-H (-CH, e —CHj);

e B: 1732 cm™ — caracteristico do grupo éster;

e C: 1454-1400 cm™ — correspondente & vibracao de ligacdes C-CHs assimétricas e
simétricas;

e D: 1246-1170 cm™ — associada & vibracdo de ligacBes C-O-C assimétrica e
simétrica;

e E: 766 cm™ —atribuida a ligacdo -CH externa ao plano.
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Figura 32. Espectro infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) do polimero acrilato
de 2-etilhexila extraido das nanocapsulas com 0s picos mais caracteristicos marcados em

vermelho.

Comparando-se o espectro de FT-IR da amostra com o da literatura, foi possivel
identificar coincidéncia dos picos de absorc¢do, onde todos os relacionados com as ligagdes
dos grupamentos quimicos caracteristicos da molécula do polimero forma encontrados na
amostra. Outra comparacdo foi feita com o espectro de referéncia do monémero utilizado (2-
EHA), observando a diferenga em alguns picos que estdo relacionados com o produto de
reacdo. Isso demonstra que a formacao do polimero durante a reacdo de polimerizacdo in situ

foi efetiva ao redor dos glébulos da nanoemulséo.
5.6.3 Anélise por espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear (RMN)

Para analisar a formagdo do polimero extraido a partir das nanocapsulas foram
utilizados experimentos de RMN de 'H (Figura 33) e de *C (Figura 34), incluindo

experimento DEPT (Distortionless by Enhancement Polarization Transfer) (Figura 35).
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Figura 35. Espectro DEPT-135 do EHA (CDCls3, 50 MHz).

Para a confirmacdo da formacao do polimero desejado, os dados espectrais de RMN,
obtidos experimentalmente para a amostra foram comparados com dados publicados por
NEWMARK (1985) para o poli(2-EHA). Cuja estrutura quimica é encontrada na Figura 36.

* CH *

Figura 36. Estrutura quimica do poli(2-EHA).

As atribuicGes dos tipos de carbono: terciario (CHs), secundario (CHy), primario (CH)
e carbono ndo hidrogenado (C) observados no espectro DEPT-135 (Figura 35) da amostra

foram comparadas com dados da literatura (Tabela 8).
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Tabela 8. Dados de RMN de **C obtidos com a amostra e publicados por NEWMARK (1985)
para o poli(2-EHA)

Carbono n® Atribuicdo Amostra” 8¢ poli(2-EHA) ™ 8¢

-0-C=0 C 173,3 174,3
C-1 CH, 70,2 66,8
C-2 CH 37,5 38.4
C-3 CH; 30,2 30,0
C-4 CH; 29,4 28,7
C-5 CH, 22,7 22,9
C-6 CHs 14,1 13,9
C-r CH; 23,1 23,4
Cc-2 CHs 10,8 10,6

“Amostra do polimero extraido a partir das nanocépsulas
“Publicado por NEWMARK (1985)

De acordo com os dados inseridos na Tabela 01, constatou-se uma boa similaridade
entre os deslocamentos quimicos o que comprovou a formacdo do polimero desejado. Esta
similaridade também foi constatada entre o perfil do espectro de RMN de **C obtido com a
amostra (Figura 34) e o publicado por NEWMARK (1985) (Figura 37).
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(Fonte: NEWMARK, 1985)

Figura 37. Espectro de RMN de **C do poli(2-EHA).

Também foi observada uma boa similaridade entre o espetro de RMN de *H obtido
com a amostra (Figura 33) e o que foi publicado por NEWMARK (1985), onde foram
mostrados sinais especificos de cada tipo de hidrogénio (Figura 38).
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Figura 38. Ampliacdes do espectro de RMN de *H do poli(2-EHA).

5.7 DETERMINACAO DO FATOR DE PROTECAO SOLAR (FPS) IN VITRO
DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS DE OMC

Como o marcador quimico utilizado neste estudo (OMC) € uma molécula sabidamente
utilizada como protetor solar, foi realizado o teste de determinagdo in vitro do fator de
protecdo solar como uma tentativa de avaliacdo da interacdo entre o material a ser
encapsulado e seu veiculo. J& é descrito na literatura que o OMC funciona como um filtro
solar do tipo quimico, isto é, impede que a radiacdo penetre na epiderme, pois absorvem e
refletem a radiacio UV (SHAATH, 1986). E fracamente soltvel em agua, portanto, inclui-se
no grupo dos produtos resistentes a agua (RIETSCHEL e FOWER, 2001). Por ser lipofilico, o
marcador encontra-se no nucleo dos globulos da nanoemulséo e no interior das nanocapsulas

poliméricas. E soltvel em alcool etilico.

O FPS comprova que os filtros solares séo eficazes contra a radiagdo na a por¢do UVB
(causador do eritema na pele) do espectro eletromagnético. A técnica para determinacdo do
FPS consiste em um calculo com valores de tempos minimos necessarios para detectar

eritemas, com e sem protecdo da pele (DAMIANI et al., 2005).

A determinagdo do FPS foi feita para comparar o resultado da nanoemulsdo com a

suspensdo de nanocapsulas poliméricas, ambas contendo 7,5% do marcador.
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Figura 39. Valores dos fatores de protecdo solar da amostra de suspensdo de nanocéapsulas
(NC) e da nanoemulsdo (NE) com 7,5% do marcador (OMC).

Como esperado na Figura 39, o valor de FPS da suspensdo de nanocapsulas
corresponde a aproximadamente 50% do valor de FPS da nanoemulsdo, pois a quantidade de
OMC na amostra de nanoemulsdo apresenta-se prontamente disponivel, diferentemente da
suspensdo de nanocapsulas. Isto se deve ao fato de que o alcool etilico rompe os glébulos da
nanoemulsdo, pois os tensoativos utilizados sdo sollveis nesse solvente. Ja o polimero que
envolve as nanocapsulas é bastante apolar e ndo é soltivel em alcool etilico, portanto, a maior
parte do OMC ¢é preservada no interior das nanocapsulas, ndo sendo passivel de ser
quantificado pelo espectrofotdmetro, uma vez que a técnica e avaliagdo in vitro do FPS
necessita que o agente filtrante esteja em uma forma sollvel no solvente teste, pois depende
deste estado para a absorcdo da energia e conseqiente transformacdo por mecanismo de

ressonancia, o que ndo ocorre para as formas insoltveis ou materiais no estado sélido.

5.8 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA DETERMINACAO
DA CONCENTRACAO DO METOXICINAMATO DE OCTILA ATRAVES DA
CLAE-DAD

O metodo de quantificacdo do OMC foi validado quanto ao critério de linearidade da

Resolugdo RE 899 da ANVISA (2003). Foram testadas as fases mdveis metanol:agua (90:10)
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(PATTANAARGSON et al., 2004) e metanol 100% (PATTANAARGSON e LIMPHONG,
2001), sendo que a ultima apresentou 0 menor tempo de retengdo e o melhor pico de absor¢éo

para 0 marcador.

Foi avaliada uma amostra do padrdo de OMC por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), utilizando o detector de arranjos de diodos fazendo a varredura no
comprimento de onda entre 210 a 600 nm para determinar o pico de absor¢do maxima do
OMC (Figura 40), definindo, portanto, o0 comprimento de onda de 310 nm para as demais

amostras.
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Figura 40. Espectro de varredura na faixa de comprimento de onda de 210 a 600 nm para 0

pico cromatografico no tempo de retencao de aproximadamente 3,0 minutos.

A curva analitica construida apresentou coeficiente de correlagdo linear satisfatorio (r
= 0,9995, Figura 41) ap6s analise de regressao linear dos 6 pontos analisados, estando em
conformidade com o especificado pela Resolucdo RE 899 (ANVISA, 2003). Portanto, o

método analitico mostrou boa linearidade.
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Figura 41. Curva analitica para avaliacdo da linearidade do método analitico de quantificacdo
do OMC por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A equacdo da reta obtida da analise de regresséo linear foi y = 264661x — 12868
(Figura 41) e o tempo de retencdo médio do padrdo OMC encontrado foi de

aproximadamente 3,0 minutos (Figura 42)
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Figura 42. Cromatograma obtido a partir da injecdo das solugdes 10,0 pg.ml™ (em azul) e
100,0 pg.ml™ (em preto) do padréo.

5.9 AVALIACAO DA LIBERACAO IN VITRO DO METOXICINAMATO DE
OCTILA

Para uma molécula permear através da pele, deve-se avaliar tanto suas propriedades
fisico-quimicas quanto o veiculo utilizado para administra-la (PEREIRA, 2008). Este teste foi
realizado com nanoemulsdo e suspensao de nanocapsulas poliméricas, ambas com 7,5% do
marcador metoxicinamato de octila, para comparar o perfil de liberagdo in vitro entre as duas

formulagoes.
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Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia, obtiveram-se 0s seguintes
resultados:
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Figura 43. Grafico da porcentagem liberada do marcador em funcdo do tempo (minutos),
comparando o perfil de liberacdo da nanoemulsdo com o da suspensdo de nanocapsula

polimérica.

Analisando a Figura 43, pode-se notar que a amostra de nanoemulsdo possui uma
porcentagem de liberagdo do OMC maior e mais rapida quando comparada a suspensdo de
nanocapsulas que apresenta uma liberacdo mais lenta e menor no tempo analisado. A
suspensdo de nanocapsulas, por possuir a camada polimérica, forma uma nanoparticula mais
rigida que apresenta maior dificuldade para liberar o ativo, j& que é uma barreira contra sua
difusdo. Ja os glébulos da nanoemulsdo sdo mais flexiveis e frageis, disponibilizando mais
prontamente o ativo para o meio externo (OLVERA-MARTINEZ et al., 2005).

Além disso, considerando a caracteristica lipofilica do marcador citada anteriormente
(fazendo com que o mesmo encontre-se no interior das nanoparticulas), na amostra de
nanoemulsdo o metanol (fase receptora) dissolve os glébulos da mesma, liberando o marcador
do nucleo para ser quantificado. J& no caso da suspensdo de nanocapsulas poliméricas o
mesmo encontra-se menos disponivel para liberacdo, pois, apesar de a fase receptora entrar
em contato com a superficie do polimero, a polaridade da mesma ndo é suficiente para

solubilizar a camada polimérica na superficie das nanocapsulas.
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Foi realizada a andlise estatistica com o teste t de Student que determina o nivel de
significancia estatistica entre as diferencas das médias entre as duas amostras, consideradas
independentes, com o resultado expresso em p. O resultado foi significativo com p<0,05 para
todos os tempos apos 45 minutos do inicio da liberacdo, sendo possivel considerar que ha
95% de confianca que h& diferenca significativa entre as duas amostras, nos tempos

mencionados.

A coleta realizada aos 360 minutos de teste (marcada com asterisco na Figura 42),
referente a anélise final e mais importante, resultou em p-value de 0,00829 (significativo para
p<0,01). Pode-se concluir com mais de 99% de confianca que as amostras apresentam

diferenca significativa ao fim do teste.

No estudo de liberagdo da NE, antes do pico correspondente ao OMC na andlise de
HPLC, observa-se a detecgdo crescente, anteriormente ao tempo de retencdo do marcador
(Figura 44), que pode estar associado aos demais constituintes da formulacdo ou a reagentes
em excesso da formulacdo ou produto de degradacdo do marcador OMC. Analisando o
cromatograma referente a suspensdo de NC (Figura 46), essa deteccdo de componentes esta
ainda maior e engloba as possibilidades do caso da NE e est4 associada a polimerizag&o.
Estudos mais aprofundados devem ser realizados para determinar essas substancias, mas,
apesar da presenca desses picos, pode-se observar que tanto o pico correspondente ao OMC
detectado na NE (Figura 45) quanto o pico correspondente ao OMC detectado na suspensao

de NC (Figura 47) estéo claramente separados.
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Figura 44. Cromatograma correspondente a liberacdo do metoxicinamato de octila (OMC) a

partir da nanoemulsédo com 7,5% OMC, nos diferentes tempos do estudo in vitro.
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6 CONCLUSAO

Este estudo mostrou ser possivel desenvolver a nova metodologia para a producdo de
nanocapsulas de poli(acrilato de 2-etilhexila) por polimerizacdo in situ dos glébulos de
nanoemulsdes produzidas por inversdo de fases, sem o contato da formulacdo com solvente

organico e com o uso de manteiga de murumuru, presente na flora amazoénica.

A andlise das imagens de microscopia de forca atbmica e dos valores obtidos por
espectroscopia com correlacdo de fotons demonstra que as nanoparticulas obtidas
apresentaram-se esféricas e com distribuigdo de tamanho homogéneo. Nao foram encontrados
cristais liquidos nas nanoestruturas através das imagens de microscopia Optica com luz

polarizada.

A formacdo do polimero ao redor das nanocapsulas foi comprovada através da
comparacdo dos resultados das andlises de infravermelho com transformada de Fourier,
calorimetria diferencial exploratoria e ressonancia magnética nuclear com os dados presentes

na literatura.

A associacdo do marcador metoxicinamato de octila para os estudos in vitro aumentou

o tamanho e a viscosidade das formulacdes, mas ndo influenciou a sua estabilidade.

O comportamento das nanocépsulas com metoxicinamato de octila avaliado nos
estudos in vitro, mostrou que estas podem ser utilizadas como sistemas de liberacao
controlada de farmacos, pois o ativo foi encapsulado e a liberagdo do mesmo ocorreu de

forma mais lenta.

Em suma, nossos dados demonstram que a associacdo das técnicas de obtencdo de
nanoemulsdo com mondmero e 6leo vegetal por inversdo de fases e a polimerizacédo in situ é
viavel para a producdo de nanocapsulas poliméricas, com o polimero disposto ao redor das
particulas, sistema este Gtil para a veiculacdo de farmacos e agentes cosméticos com

caracteristicas lipofilicas.
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8 ANEXO

8.1 PATENTE

8.1.1 Resumo da Patente

A presente invencdo descreve um método que reduz o custo da producdo de
nanocapsulas poliméricas com tamanho médio de particula menor que 300 nm. O processo
utiliza baixa energia para emulsificacdo pelo método de inverséo de fases, com uso de dleos
vegetais e tensoativos ndo iénicos, e polimerizacdo in situ das goticulas da nanoemulséo, a
partir de monémeros derivados de acrilatos, quando estes entram em contato com 0S

ativadores e iniciadores.
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ANEXO DE DADOS
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