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O uso de protetores solares é fundamental, dado que a exposi¢do excessiva a radiacéo
solar pode causar danos irreparaveis a pele (levando ao cancer). Técnicas de nanotecnologia,
quando aplicadas nas formulac6es fotoprotetoras, garantem maior tempo de permanéncia dos
filtros solares nas camadas mais externas da pele, aumentando a eficécia e seguranca. Dessa
forma, os sistemas de inclusdo (lipossomas, nanoemulsdes e miniemulsées) foram estudados
de forma a comparar os desempenhos em relacédo a varias das propriedades das nanoparticulas
usadas para o encapsulamento dos filtros solares (avobenzona e benzofenona-3). Os resultados
indicaram que foi possivel obter, de forma satisfatoria, via polimerizacdo em miniemulséo,
nanoparticulas poliméricas com tamanho adequado para a aplicacdo desejada. Além disso, esses
sistemas apresentaram eficiéncias de encapsulamento préximas a 100 %. Por outro lado, os
lipossomas multilamelares, obtidos via hidratagdo do filme lipidico, apresentaram
comportamento instavel, apresentando tamanhos médios superiores a 1 um e eficiéncias de
encapsulamento abaixo de 50 %. Por fim, as nanoemuls6es ndo foram obtidas de forma

aceitavel, resultando em separacédo de fases em no maximo uma hora depois de seu preparo.
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The use of sunscreen is essential, given that excessive exposure to solar radiation can
cause irreparable damage to the skin (inducing cancer). Nanotechnology techniques, when
applied in photoprotective formulations, can ensure longer permanence of sunscreens in the
external layers of the skin, increasing efficiency and safety of the application. Therefore, the
inclusion systems (liposomes, nanoemulsions and miniemulsions) were studied and compared
in terms of the properties of the nanoparticles used for encapsulation of sunscreens (avobenzone
and benzophenone-3). The results indicated that it was possible to obtain polymer nanoparticles
with a suitable size for the desired application through miniemulsion polymerization. Moreover,
these systems showed encapsulation efficiencies close to 100 %. On the other hand,
multilamellar liposomes, obtained through hydration of the lipid film, showed unstable
behavior, with average particle sizes greater than 1 pum and encapsulation efficiencies below 50
%. Finally, nanoemulsions were not obtained with the acceptable stability, since phase

separation was observed at most one hour after preparation.
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Capitulo |

Introducéo

1.1 Motivacéo

A radiacdo solar que chega a superficie terrestre é formada basicamente por trés tipos
de radiacdes eletromagnéticas: radiacdo infravermelho (> 780 nm), visivel (400-780 nm) e
ultravioleta (100-400 nm) (BALOGH et al., 2011). A radiacdo ultravioleta é usualmente
dividida em radiagdo UVA (320 a 400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (100-290 nm)
(ANTONIOU et al., 2008; FLOR et al., 2007). Apesar da radiacdo ultravioleta (UV) ser a
menos incidente na superficie terrestre na faixa considerada, é a que exerce maior impacto na
salde humana, por apresentar ondas eletromagnéticas de menor comprimento de onda, capazes

de provocar alteragdes quimicas nas moléculas (NASCIMENTO et al., 2014).

Ozénio

uvC

UVB

UVA

Figura 1.1: Representa¢do esquematica da incidéncia da radiagdo ultravioleta na Terra.

A exposi¢do moderada a radiacdo ultravioleta (UV) apresenta efeitos benéficos para a

sadde. E sabido que, entre esses efeitos benéficos, pode-se citar a sensacio de bem-estar fisico



e mental, o estimulo a producédo de melanina e a produgdo da vitamina D3. Além disso, a
exposicao regular a radiacdo UV, quando em conjunto com alguns medicamentos, pode ser
usada para o tratamento de determinadas doencas dermatologicas (BALOGH et al., 2011;
FLOR et al., 2007).

Por outro lado, sem os devidos cuidados, a radiacdo UV pode ser responsavel por sérios
danos ao organismo. Ao atingir a pele desprotegida, a radiagdo UV pode ser absorvida por
diversas moléculas na pele, resultando em alteracfes quimicas. Tais alteracbes podem levar
desde a simples inflamacdes até graves queimaduras. Ha ainda a possibilidade de ocorrerem

mutacdes genéticas e comportamentos anormais das células (FLOR et al., 2007).

Diante disso, 0s protetores solares sdo amplamente recomendados como uma medida
preventiva contra os raios ultravioletas. A conscientizacdo da populacdo frente a estes
problemas vem resultando no aumento do uso dessas formulacdes cosméticas (GONZALEZ et
al., 2008). Nesse sentido, tem havido uma busca permanente por formulacdes de melhor
eficiéncia de protecdo, maior estabilidade quimica e mais acessiveis a populagéo.

De um filtro solar € normalmente desejavel que ele cubra e proteja a pele, permanecendo
nas camadas superiores do tecido cutaneo (estrato cérneo), ndo ocorrendo a absor¢ado sistémica
(HENRIQUES, 2008; LORCA, 2012). Contudo, estudos in vitro e in vivo publicados ja
mostraram que certos filtros sdo absorvidos através da pele humana ap6s aplicacdo topica
(HAYDEN et al., 1997; JANJUA et al., 2004; SCHLUMPF et al., 2004).

Desse modo, técnicas de nanotecnologia, compreendidas como as técnicas que
envolvem ao menos uma dimensdo na faixa de 1 a 300 nm, para justificar a aplicacdo
pretendida, mostra-se como uma ferramenta promissora para o segmento dos cosméticos
dermatoldgicos (BAILO et al., 2012; DAUDT et al., 2013). A nanoencapsulacdo permite o
aumento da estabilidade, garantindo a protecéo dos ativos quanto a degradacdo fisica, quimica
ou bioldgica, e ainda, permite a liberacao controlada dos ativos. No que diz respeito aos filtros
solares, essa técnica ainda atua retendo os compostos ativos nas camadas mais externas da pele,
local preferencial de atuagdo (DAUDT et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2014).

Nesse contexto, 0s sistemas nanoestruturados mais utilizados para encapsulamento e

liberacdo controlada de filtros solares sdo as nanoemulsdes, nanoesferas, nanocéapsulas,
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lipossomas e nanoparticulas lipidicas (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; DAUDT et al., 2013).
Dentre estes, os lipossomas sdo vesiculas esféricas formadas por bicamadas lipidicas em torno
de um ndcleo aquoso. Essas estruturas merecem destaque por serem capazes de carregar
substancias hidrofilicas ou lipofilicas, ndo sendo toxicas e nem invasivas. Lipossomas sdo
formados espontaneamente quando os lipidios entram em contato com a fase aquosa, podendo
gerar pequenas e grandes vesiculas unilamelares (uma bicamada lipidica concéntrica) e
multilamelares (varias bicamadas concéntricas) (BHAI et al., 2012). Diversos produtos
baseados nos lipossomas ja podem ser encontrados no mercado como por exemplo o Doxil e
Ambisome, como mostrado por TORCHILIN et al. (2005).

Outro sistema que tem bastante notoriedade na area cosmética sao as nanoemulsées, que
usualmente mostram-se mais estaveis que os lipossomas (TADROS et al., 2005) e também
permitem o aumento da hidratacdo da pele e de sua elasticidade (BOUCHEMAL et al., 2004;
DAUDT et al., 2013). Estas estruturas s&o compostas por uma fase aquosa, uma fase oleosa e
pelo surfactante, podendo ser formadas nanoemuls@es de 6leo em &gua (O/A) ou agua em 6leo
(A/O). Ao contrario dos lipossomas, as hanoemulsdes ndo sdo termodinamicamente estaveis,
requerendo energia para que ocorra a formacdo. Os métodos que utilizam dispositivos
mecanicos para gerar alta tensdo de cisalhamento sdo os chamados métodos de alta energia de
emulsificacdo e sdo conhecidos por resultar em um melhor controle de granulometria das
nanoemulsdes (SONNEVILLE-AUBRUN et al., 2004).

Por outro lado, diversos grupos de pesquisa tém utilizado nanoparticulas poliméricas
como sistemas de liberacdo de ativos para aplicaces na pele (ALVAREZ-ROMAN et al.,
2001; LORCA et al., 2012; SCHAFFAZICK et al., 2003). Estes sistemas podem ser formados
como nanoesferas ou nanocépsulas, diferindo entre si quanto a organizacdo estrutural. As
nanocapsulas poliméricas consistem de um nucleo interno fluido envolvido por uma parede
polimérica rigida, de maneira que o ativo pode estar dissolvido no fluido ou adsorvido a parede
polimérica. As nanoesferas, por sua vez, sdo formadas por uma matriz polimérica compacta,
em que o ativo pode estar adsorvido a superficie ou dissolvido na matriz (SCHAFFAZICK et
al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001). Quando obtidas via polimerizagdo em miniemulsdo, cada
gota de mondmero funciona como um nano-reator, constituindo como os locais das reacdes de
polimerizacdo (FONSECA et al., 2013; LORCA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).



A despeito dos muitos estudos existentes nessa area, € curioso observar que ndo existem
estudos comparativos entre os diferentes processos usados para encapsulamento de compostos
bioativos (e, por exemplo, de filtros solares). Contudo, parece claro que a escolha tecnicamente
embasada do processo de encapsulamento requer a analise comparativa de diferentes aspectos

dos diferentes processos disponiveis para uso.

1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho é fazer uma andlise comparativa dos processos de
nanoencapsulamento mais utilizados na literatura para os filtros solares, avaliando a
estabilidade das formulacGes, o desempenho do processo, e outros fatores que devem ser

considerados para aplicagdes comerciais, como o custo dos produtos.

1.2.1 Objetivos especificos
Os objetivos especificos perseguidos no presente trabalho séo:

— Desenvolver lipossomas multilamelares, via hidratacdo do filme lipidico,
capazes de encapsular os filtros solares (avobenzona e benzofenona-3);

— Avaliar o efeito do tempo de hidratacdo sobre a qualidade dos lipossomas
multilamelares obtidos;

— Desenvolver nanoemulsdes a base do polimero natural quitosana e contendo 0s
filtros solares (avobenzona e benzofenona-3);

— Desenvolver nanoparticulas poliméricas a base de PMMA, via polimerizacdo
em miniemulsdo, para o encapsulamento dos filtros solares (avobenzona e
benzofenona-3);

— Avaliar de forma comparativa os sistemas de nanoencapsulamento obtidos,

quanto a estabilidade, a eficiéncia de encapsulamento e ao custo do processo.



1.3 Estrutura da dissertacao

Essa dissertacdo de mestrado esta estruturada em seis capitulos descritos brevemente a
sequir. O Capitulo | apresentou uma pequena introducdo, além de discutir os principais
objetivos a serem alcancados neste estudo. O Capitulo Il consiste de uma revisao bibliogréfica,
destacando os principais trabalhos relacionados ao nanoencapsulamento de filtros solares,
dando énfase aos lipossomas, nanoemulsdes e nanoparticulas poliméricas. No Capitulo 11 €
mostrada a metodologia experimental adotada para cada um dos sistemas de
nanoencapsulamento abordados. S&o descritas também o estudo experimental de técnicas de
caracterizagdo empregadas para analise da distribuicdo de tamanhos das particulas (por
espalhamento de luz), eficiéncia de encapsulamento (por analises quimicas), distribuicdo de
massas molares (por cromatografia de permeacdo em gel, GPC), morfologia (por microscopia
eletrbnica de varredura, MEV) e propriedades térmicas (por calorimetria exploratoria
diferencial, DSC). No Capitulo IV sdo mostrados os resultados obtidos para cada um dos
sistemas de nanoencapsulamento abordados, assim como todas as caracterizacdes realizadas.
Ao longo da discusséo sdo feitas analises comparativas. No Capitulo V, as principais conclusdes
e algumas sugestdes para trabalhos futuros sdo apresentadas. Finalmente, no Capitulo VI sdo
apresentadas as referéncias bibliogréficas consultadas nesta dissertagdo. A dissertacéo finaliza
apos os apéndices A e B, em que sdo apresentados 0s espectros de absorcao dos filtros solares,

dos lipossomas puros e das nanoparticulas poliméricas puras.



Capitulo 11

Revisdo Teorica e Bibliografica

2.1 Radiacédo Solar

O Sol é responsavel pela emissao de um amplo espectro de radiacdo eletromagnética,
abrangendo desde raios gama até ondas de radio. Entretanto, grande parte desta radiacéo € retida
pela camada de 0z6nio. Somente as radiagdes com comprimentos de ondas entre 290 e 3.000
nm atingem a superficie terrestre, sendo estas formadas predominantemente por radiacfes
ultravioleta (100-400 nm), visiveis (400-800 nm) e infravermelhas (acima de 800 nm)
(ANTONIOU et al., 2008; FLOR et al., 2007; LATHA et al., 2013).

Por ser a mais energética, a radiacdo ultravioleta (UV) é a que apresenta maior tendéncia
para causar rea¢Oes fotoquimicas, que podem estimular a produgdo de melanina ou até mesmo
a ocorréncia de graves queimaduras. Além disso, pode desencadear mutacdes genéticas, tendo

como possivel consequéncia o cancer de pele (FLOR et al., 2007).

A radiacdo UV é dividida usualmente em bandas de acordo com o comprimento de onda,
na forma: UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) e UVC (100-290 nm) (ANTONIOU et al.,
2008). A radiacdo UVC ¢ a de maior energia e, portanto, potencialmente mais lesiva aos seres
vivos (FLOR et al., 2007). Porém, a camada de ozdnio é capaz de absorver toda esta radiacao.
Por outro lado, as radiacbes UVA e UVB ndo sdo completamente absorvidas, sendo a radiagao

UVA mais predominante na superficie terrestre.

A radiacdo UVB apresenta efeitos lesivos mais evidentes e imediatos, que incluem
desde eritemas até queimaduras solares, imunosupressado e cancer de pele. A radiacdo UVA é a
principal responsavel pelo bronzeamento da pele, devido ao escurecimento da melanina, e pelo
fotoenvelhecimento. Alem disso, pode potencializar a agdo da radiacdo UVB (LATHA et al.,
2013; FLOR et al., 2007; NASCIMENTO, 2011).



2.1 Sistemas Naturais de Protecéo

A molécula de ozonio (Oz) é caracterizada pela capacidade de fotoabsorgéo, sendo o
maior agente fotoprotetivo localizado na estratosfera. A camada de ozénio funciona como uma
barreira para radiac6es solares com comprimentos de ondas menores que 285 nm. Dessa forma,
é capaz de absorver 100 % da radiacdo UVC e 90 % da radiacdo UVB; no entanto, quase nao
absorve a radiacdo UVA (BALOGH et al., 2011; KULLAVANIJAYA et al., 2005).

Vale ressaltar que, a partir da década de 1970, houve uma reducdo critica da barreira de
0zOnio, como consequéncia do uso de substancias capazes de danificar esta protecdo, em
especial os clorofluorcarbonos. Por isso, nos Gltimos anos, diversas medidas tém sido adotadas
por alguns paises para estabilizar o nivel de o0z6nio na estratosfera (BALOGH et al., 2011,
BJORN et al., 2007).

Por outro lado, a pele consta com mecanismos préprios de protecdo a radiacdo
ultravioleta, incluindo: a melanina, o estrato corneo e a secrecdo sudoripara. A melanina é o
pigmento natural dos seres humanos, sendo produzido na epiderme. Apresenta uma ampla faixa
de absor¢do de comprimentos de onda, incluindo desde o ultravioleta até a radiacdo proxima ao
infravermelho. Este pigmento é capaz de proteger a pele, bloqueando e refletindo a radiacdo
UV, convertendo-a em calor (KULLAVANIJAYA et al., 2005).

O estrato corneo ou camada cdrnea é a camada mais externa da pele, sendo formada por
células mortas, anucleadas e queratinizadas. Quando em contato com a radiacdo UV, a pele
estimula o espessamento desta barreira, a fim de aumentar a distancia a ser percorrida pela
radiacéo, evitando assim maiores danos (GONCALVES, 2010).

Também situada na epiderme, a secrecdo sudoripara é composta pelo acido urocanico
(Figura 2.1), que apresenta maxima absorcao em 277 nm. Este acido absorve radiacdo na faixa
do UVB, impedindo queimaduras solares a pele (GONCALVES, 2010).
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Figura 2.1: Estrutura quimica do &cido urocénico.

2.2 Fotoprotecao

Segundo a resolucdo da ANVISA RDC n° 47 (2006), os filtros solares, ou filtros
ultravioletas, sdo substancias utilizadas nas formulacGes fotoprotetoras, com o intuito de
reterem os raios ultravioletas, impedindo os danos a pele. Nesse contexto, os protetores solares
sdo preparacOes cosméticas que contém filtros solares capazes de absorver, dispersar ou refletir
a radiacé@o ao longo da faixa do UV (ANVISA, 2012). Essas formulacfes devem apresentar
termoestabilidade, fotoestabilidade, resisténcia a agua, nao toxidez e facilidade na incorporacgéo
(MORABITO et al., 2011; HENRIQUES, 2008). Além disso, devem garantir caracteristicas
sensoriais e tateis de forma a melhorar a sua aplicabilidade (JANSEN et al., 2013).

Dependendo do mecanismo de acdo e da composicdo quimica, os filtros solares podem
ser classificados em inorganicos ou organicos (MANCEBO et al., 2014). Os filtros inorganicos
sdo considerados mais efetivos, por garantirem absorcao, reflexdo e dispersdo da radiacdo UV.
Ademais, por serem utilizados em uma ampla faixa de comprimentos de onda, evitam o uso de
mdaltiplos filtros solares, o que reduz a chance de irritabilidade & pele (MORABITO et al.,
2011). Os filtros inorganicos mais utilizados séo o éxido de zinco e o dioxido de titanio. Por
questdes estéticas, as formulaces tém trabalhado com micro e nanoparticulas desses filtros,
com o objetivo de reduzir a dispersao de luz visivel e proporcionar um filme transparente sobre
a pele, melhorando a aceitabilidade cosmética (MANCEBO et al., 2014; SAMBANDAN et al.,
2011).



Por outro lado, os filtros organicos atuam por absorcdo da radiagcdo UV, convertendo-a
em energias menos nocivas aos seres humanos. Em geral, esses filtros s&o compostos
aromaticos com grupos carboxilicos e com um grupo doador de elétrons, na posi¢ao orto ou
para do anel aromatico. O mecanismo de atuacdo consiste basicamente na absorcdo da radiacéo
UV, levando os elétrons a um estado de energia mais elevada. Ao retornarem ao estado inicial,
0 excesso de energia é liberado na forma de calor (BALOGH et al., 2011; FLOR et al., 2007).
Esses filtros séo classificados em filtros UVA (benzofenonas, antranilatos e dibenzoilmetanos)
ou filtros UVB (derivados do &cido para-aminobenzoico [PABA], salicilatos, cinamatos e
derivados de benzilideno canfora). A fim de atingir um fator de protecéo solar (FPS) adequado
ou uma maior faixa de absor¢éo do espectro, as formulagdes fotoprotetoras tendem a utilizar
combinac6es entre os filtros quimicos UVA e UVB (SERPONE et al., 2007).

A resolucdo da ANVISA RDC n° 47 (2006) também define as concentracdes maximas
de cada filtro solar que pode ser utilizado nas formulagOes fotoprotetoras, como mostrado
parcialmente na Tabela 2.1.

Tabela 2.1: Exemplos de filtros solares e suas respectivas concentracdes maximas (adaptado
de ANVISA, 2006).

Concentracdo maxima autorizada na

SUEERTE formulacéo fotoprotetora (% m/m)
Butil Metoxi-DibenzoilMetano 5%
Cinoxato 3%
Benzofenona-3 10 %
PABA 15%
Dioxido de Titanio 25 %
4-Metil Benzilideno Cénfora 4%
3-Benzilideno Céanfora 2%
Oxido de Zinco 25 %




2.3.1 Fator de Protecéo Solar

A eficacia de um protetor solar esta relacionada a capacidade de proteger a pele de
gueimaduras causadas pela radiacdo UV, sendo expressa pelo Fator de Protecao Solar (FPS). O
FPS é definido como a razdo entre o tempo necessario para a que a radiagdo UVB cause um
eritema perceptivel (Dose minima eritematosa: DME) com a pele protegida pelo filtro solar e
sem a protecdo do mesmo (WOLF et al., 2001). Em outras palavras, o FPS representa o tempo
adicional que uma pessoa pode ficar exposta a radiacao solar com a protecdo do filtro solar sem
se queimar, em relacdo ao tempo de queima, caso estivesse sem filtro solar. De acordo com a
resolucdo da ANVISA RDC n° 30 (2012), a DME é o primeiro eritema perceptivel com bordas

definidas observado entre 16 e 24 horas ap0s a exposicao a radiacao.

Para a avaliacdo da eficacia de um filtro solar na regido do UVA (fator de protecédo
UVA: FP-UVA), calcula-se a razdo entre o tempo de exposicao a radiacdo UVA demandado
para o escurecimento (dose minima pigmentaria: DMP) da pele com a protecdo do filtro solar
e sem a protecdo do mesmo. A DMP ¢é definida como o escurecimento pigmentario persistente

da pele com bordas definidas apds 2 a 4 horas de exposic¢do a radiacdo UVA (ANVISA, 2012).

As analises in vivo para a determinacdo do FPS e FP-UVA sdo complexas e possuem
custo elevado, sendo dependentes de uma tecnologia custosa, de técnicos especializados e de
voluntarios humanos. Perante esses problemas, as metodologias in vitro sdo comumente
utilizadas para a caracterizacéo inicial das formulacgdes, ja que apresentam rapidez e facilidade

na execucdo, custo acessivel e reprodutibilidade (VELASCO et al., 2011).

Para avaliar o FPS das formulac6es fotoprotetoras, é usualmente utilizado o método in
vitro desenvolvido por MANSUR et al. (1986). Mansur e colaboradores desenvolveram uma
equacdo matematica que utiliza como base para a medi¢do do FPS a espectrofotometria. Dessa
forma, o método correlaciona valores de absorbancia das formulagfes com concentracao
conhecida (0,2 pL/mL ou 0,2 mg/mL), na faixa de comprimentos de onda de 290 a 320 nm,

com valores empiricos de correcdo para obter o valor do FPS.

290

FPSespectrofotométrico = FC. Z (EE)\- I)\)-Abs)\ (1)
A =320
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em que o FC é um fator de correcdo (igual a 10), EE;. é o efeito eritematogénico da radiagdo no
comprimento de onda (1) e I, é a intensidade da radiacdo no comprimento de onda (1). O termo

EE,.1,. é definido na Tabela 2.2. Abs;. é o valor medido da absorbancia no comprimento de onda

).

Tabela 2.2: Relagdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiagdo em cada
comprimento de onda (MANSUR et al., 1986).

A (nm) EE.. v
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Vale ressaltar que a eficacia do filtro solar ndo é resultado apenas do desenvolvimento
do produto, mas também depende da utilizagao correta pelo consumidor. E de suma importancia
que seja feita uma reaplicacdo do produto na pele a cada 2 a 3 horas. Além disso, nos testes
realizados para a determinacdo do FPS, é utilizada uma camada de aproximadamente 2,0
mg/cmz2. No entanto, de acordo com DIFFEY et al. (2001), os consumidores costumam utilizar
uma quantidade bem menor durante a aplicacao real, o que resulta numa perda de 20 a 50 % do
FPS esperado.

2.3.2 Filtros Solares em Estudo

A escolha dos filtros solares deste trabalho seguiu a estratégia utilizada no trabalho
desenvolvido por LORCA (2012), que consiste em obter protecdo na faixa das radiacbes UVA

e UVB. Para a protecdo na faixa da radiacdo UVA foi utilizado o filtro solar avobenzona e por
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dificuldades em encontrar filtros apenas na faixa do UVB, utilizou-se o filtro solar
benzofenona-3 que apresenta absor¢éo na faixa do UVA e UVB.

e Avobenzona:

A avobenzona (AVO) (Figura 2.2) é o principal representante do grupo dos
dibenzoilmetanos, apresentando absorcdo no intervalo de comprimentos de onda entre 310 a

400 nm, sendo portanto um filtro com protec¢do a radiacdo UVA (BALOGH et al., 2011).

Também conhecido como butil metédxi-dibenzoilmetano, pode ser encontrado com 0s
seguintes nomes comerciais: Parsol 1789® e Eusolex 9020°. Este filtro solar foi o primeiro a
ser reconhecido como um efetivo filtro organico UVA. A avobenzona, entretanto apresenta
instabilidade, resultado da degradacdo apds uma hora de exposi¢do a radiacéo, resultando em
perdas de 50 a 60 % do efeito de fotoprotecdo (MANCEBO et al., 2014; SAMBANDAN et al.,
2011). A fim de aumentar a estabilidade, a AVO é usualmente utilizada em combinacdo com
outros filtros solares, em especial filtros UVB. Este filtro solar apresenta alta lipofilicidade,
tendo coeficiente de particdo igual a 4,51 (BROOKE et al., 2008).

@] o
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Figura 2.2: Estrutura quimica da avobenzona.

e Benzofenona-3:

O grupo das benzofenonas é formado por cetonas aromaticas. As benzofenonas se
caracterizam pela facilidade de gerar formas de ressonancia, por isso necessitando de menor

energia quantica para absorver a luz. Como o comprimento de onda € inversamente
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proporcional & energia da radiacdo, esses compostos absorvem a energia em comprimentos de
onda acima de 320 nm (SHAATH et al., 1997).

A benzofenona-3 (BZ) (Figura 2.3) é um composto lipofilico, com coeficiente de
particdo igual a 3,79 (BROOKE et al., 2008), também conhecido como oxibenzona, metanona
ou 2-hidroxi-4-metoxifenil. Comercialmente, pode ser encontrado com 0s seguintes nomes:
Neo Heliopan BB®, Eusolex 4360® e Tinosorb B3® (NASCIMENTO, 2011). Este filtro solar
ainda apresenta absor¢do da radiacdo no intervalo de comprimentos de onda entre 270 a 350
nm, garantindo protecédo a radiacdo UVB e UVA. No entanto, apresenta maior absor¢éo na faixa
do UVA (BALOGH et al., 2011). Embora seja amplamente utilizada, a BZ-3 pode causar
reagdes alérgicas, resultando em dermatite de contato, justificando plenamente o uso de técnicas

de encapsulamento desse ativo.

OCH,

Figura 2.3: Estrutura quimica da benzofenona-3.

2.3.3 Absorcéao Sistémica dos Filtros Solares

Apesar da luz solar proporcionar diversos beneficios para o ser humano, existem
algumas controvérsias relacionadas a seguranca do uso dos protetores solares. Um topico
bastante debatido na literatura é a possibilidade da absorcdo sistémica, justificando a
preocupacdo com a toxicidade inerente aos filtros solares (ANTONIOU et al., 2008; BALOGH
etal., 2011; FLOR et al., 2007; GONZALEZ et al., 2008).

HAYDEN et al. (1997) realizaram um estudo com uma formulagdo fotoprotetora

comercialmente disponivel, contendo oxibenzona, metoxicinamato de octila, salicilato de octila
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e octocrileno. Apds 10 horas da Unica aplicacéo, o grupo detectou de 1 a 2 % de oxibenzona na
urina dos voluntérios, confirmando a absor¢do do ativo. Além disso, a anélise indicou a
presenca de alguns metabolitos deste filtro solar no corpo humano, revelando a conjugacéo

sistémica do composto.

A absorcdo sistémica de alguns filtros solares também foi reportada por JANJUA et al.
(2004). Os autores ainda avaliaram a atividade estrogénica de trés filtros solares combinados
(benzofenona-3, metoxicinamato de octila e 3,4-metilbenzilideno canfora) em uma formulagéo
contendo 10 % (p/p) de cada um. Diferentemente de HAYDEN e colaboradores, o grupo de
JANJUA evidenciou a ocorréncia da penetracdo dos trés compostos da formulagéo no teste. No

entanto, nenhuma influéncia sobre os niveis dos horménios reprodutores foi observada.

Em contrapartida, o estudo de SCHLUMPF et al. (2004) mostrou que diversos filtros
solares, como benzofenona-3 e 3,4-metilbenzilideno canfora, apresentaram atividade
estrogénica in vitro em células de cancer de mama humanas. Quanto ao ensaio in vivo, realizado
em ratos, o grupo destacou os dois derivados da céanfora (3-benzilideno cénfora e 3,4-

metilbenzilideno canfora) como tendo maior atividade estrogénica.

De acordo com esses trabalhos, ratifica-se o desenvolvimento de sistemas de inclusdo
que garantam a permanéncia dos filtros solares na superficie da pele, proporcionando maior
protecdo e reducdo dos possiveis efeitos toxicos. Esse cenario é ainda mais preocupante em
criangas, as quais apresentam maior area de aplicacdo por massa corporal, em comparagdo com

os adultos.

2.3 Nanotecnologia

Idealmente, qualquer produto cosmético deve assegurar que a substdncia ativa da
formulacdo seja usada apenas no local de acdo, com a concentracao correta e pelo periodo de
tempo determinado. Assim, para os filtros solares, € esperado que permanecam no estrato

corneo, criando uma barreira contra a radiacdo ultravioleta, sem que ocorra a absorcao.
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Nesse contexto, técnicas de nanotecnologia constituem uma alternativa promissora para
0 encapsulamento dos filtros solares, garantindo a redugdo da permeacdo cutanea e, assim, a
presenca destes apenas nas Ultimas camadas da pele. Os sistemas nanoestruturados (como
lipossomas, ciclodextrinas, nanoparticulas, nanoemulsdes e nanoparticulas solidas lipidicas)
proporcionam alternativas para o encapsulamento e a liberacdo controlada mais efetiva dos
ativos, levando ao aumento do tempo de permanéncia no estrato corneo, resultando em
formulacGes mais eficazes e seguras (MOTA et al., 2008). Além disso, tais sistemas se

destacam pela capacidade de protecdo aos compostos labeis contra degradacao quimica.

Nesse contexto, ALVAREZ-ROMAN et al. (2001) desenvolveram formulacdes em gel
contendo o filtro solar metoxicinamato de octila (OMC) encapsulado em nanocapsulas,
avaliando o perfil de liberagdo em comparacdo com as formulac6es com o filtro solar livre. As
formulacBes preparadas com o sistema de inclusdo mostraram perfis de liberacdo mais
controlados, indicando que o ativo estava totalmente encapsulado e ndo adsorvido na superficie
externa. Além disso, essas formulages reduziram a formacdo dos eritemas causados pela
exposicao a radiacdo UV, o que os autores atribuiram a formacéo do filme de nanocépsulas na

superficie da pele.

NICULAE et al. (2012) utilizaram nanoparticulas lipidicas para avaliar a eficcia de tais
sistemas no encapsulamento da avobenzona para as formulag6es fotoprotetoras. Os sistemas
obtidos apresentaram tamanhos compativeis com a utilizagdo pretendida (entre 163 e 259 nm)
e com indice de polidispersdo (IP) abaixo de 0,248, indicando estruturas com tamanhos
relativamente homogéneos. Além disso, resultaram em alta eficiéncia de encapsulamento (entre
80 e 86,5 %). Essas nanoestruturas também foram estudadas por CARLOTTI et al. (2005), que
concluiram que as nanoparticulas lipidicas proporcionaram a reducdo pela metade da taxa de

fotodegradacdo do metoxicinamato de octila.

YENER et al. (2003) estudaram o preparo de microesferas solidas lipidicas para
encapsular também o filtro solar OMC. Este grupo percebeu que a taxa de penetracdo é
significativamente dependente da formulacdo. Dessa forma, a penetragcdo pdde ser reduzida em
até 77 % utilizando as formulacdes a base das microesferas solidas lipidicas. Ademais, a
utilizacdo deste sistema de encapsulamento proporcionou a melhoria na fotoestabilidade do

filtro solar em questao.
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E importante observar que as correntes intersticiais que carregam os fluidos orgéanicos
entre as células fluem em estruturas porosas que tém cerca de 100 nm de didmetro (BALOGH
et al., 2011). Portanto, esse parece constituir um limite fisico importante para as aplicacfes de
filtros solares encapsulados. Se as particulas forem menores que cerca de 100 nm, elas podem
ser absorvidas e circulam pelas correntes intersticiais, resultando em reducédo de eficiéncia da
funcgéo protetora de absorgéo (BAILLO et al., 2012). No entanto, se apresentarem dimensoes
da ordem de 1 um, o usuario pode sentir a sensacao de esfoliacdo, prejudicando os aspectos de
comercializacdo do produto. Logo, a faixa caracteristica de tamanhos que deve ser produzido
para as particulas esta entre 100 nm e 300 nm (NASCIMENTO, 2011).

2.4.1 Lipossomas

O estudo dos lipossomas foi iniciado na década de 1960, quando Alec Bagham observou
que fosfolipidios em solucdes aquosas formavam estruturas fechadas com bicamadas. Desde
entdo, essas estruturas foram muito estudadas, resultando aplicacBes em inumeras areas
farmacéuticas, como indicado na Tabela 2.3 (TORCHILIN et al., 2005).

Tabela 2.3: Exemplos de formulagGes lipossomais no mercado farmacéutico (adaptado de
FAN et al., 2013).

Nome do Produto Ativo Tratamento

Ambisome Amphotericina B Infeccéo fungica
Myocet Doxorubicina Cancer de mama
. . Sarcoma de Kaposi, cancer de mama e de
Doxil Doxorubicina .
ovario
Lipo-Dox Doxorubicina Sarcoma de Kaposi, cancer de mama e de
ovario
DaunoXome Daunorubicina Leucemia
Visudyne Verteporfina Degeneragéo molecular
Depocyt Citarabina Meningite
DepoDur Sulfato de morfina Dor
Marqibo Sulfato de vincristina Leucemia
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Lipossomas sdo vesiculas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas fosfolipidicas,
que encapsulam um volume aquoso. Esses lipidios sdo moléculas anfifilicas (ou anfipaticas);
ou seja, constituidas por cadeias apolares ligadas a uma extremidade polar (Figura 2.4). A
estruturacdo dos lipossomas em bicamadas é a configuracdo de menor energia livre, sendo
resultado do efeito hidrofobico provocado nas cadeias apolares em contato com a &gua ou outro
meio polar. Entdo, enquanto as cadeias apolares interagem entre si, as extremidades polares

fazem interface com o meio polar do sistema (MERTINS, 2004).

%‘@@8@9
Extremldade hidrofilica

§ Cadeia hidrofobica
Nicleo hidrofilico
Figura 2.4: Estrutura dos lipossomas.

O grande diferencial destas estruturas lipossémicas é a capacidade de encapsular tanto
farmacos lipofilicos quanto hidrofilicos. Enquanto os farmacos lipofilicos localizam-se nas
bicamadas fosfolipidicas, os farmacos hidrofilicos sdo armazenados no volume aquoso. Além
disso, a semelhanca dessas vesiculas com as membranas naturais é outro ponto a ser
considerado, ja que pode ajudar a regeneracdo da pele. Mesmo estando sem ativo encapsulado,
os lipossomas garantem o fornecimento de lipidios e 4gua para o estrato cérneo (SHARMA et
al., 2012). Ademais, os lipossomas sdo biodegradaveis e biocompativeis e ainda apresentam
baixa toxicidade. Por essas vantagens, esses sistemas ganharam lugar de destaque na ciéncia

dos sistemas de liberacéo de farmacos.

Os lipossomas podem ser preparados a partir de uma grande variedade de fosfolipidios.

O fosfolipidio mais frequentemente utilizado é a fosfatidilcolina (Figura 2.5), que é uma
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molécula de carga neutra no pH fisioldgico, sendo encontrada no ovo e na soja. Fosfolipidios
podem derivar tanto de fontes naturais quanto sintéticas e apresentam grande destaque para o
preparo dos lipossomas devido ao baixo custo, por ndo possuirem carga e por serem

qguimicamente inertes (BHAI et al., 2012).

Figura 2.5: Estrutura quimica do fosfolipidio.

Os esterois, em especial o colesterol (Figura 2.6), sdo comumente utilizados para
melhorar as caracteristicas das bicamadas fosfolipidicas. O uso do colesterol provoca a redugédo
da fluidez e da permeabilidade de moléculas sollveis em agua, resultando no aumento da
estabilidade das bicamadas (ELSAYED et al., 2006; VERMURI et al., 1995).

HO

Figura 2.6: Estrutura quimica do colesterol.

De forma geral, os lipossomas podem apresentar diametro médio entre 0,025 um e 2,5
pm. Além disso, essas estruturas podem conter uma UGnica ou multiplas bicamadas

fosfolipidicas. Sendo assim, essas estruturas podem ser divididas em lipossomas multilamelares

18



(MLV - do inglés Multilamellar Vesicles) e lipossomas unilamelares. Essas Ultimas podem
ainda ser desmembradas em lipossomas unilamelares grandes (LUV — do inglés Large
Unilamellar Vesicles) e lipossomas unilamelares pequenas (SUV — do inglés Small Unilamellar
Vesicles) (BHAI et al., 2012).

Para a obtencéo de lipossomas, varios metodos de preparo para essas estruturas ja foram
descritos na literatura, sendo as MLV’s mais comumente obtidas pelo método da hidratagdo do
filme lipidico (MOTA et al., 2008; MOTA et al., 2013; GARCIA, 1998). Por outro lado, as
LUV’s podem ser obtidas pelo método de injegdo de solvente (etanol ou éter) e pela técnica de
evaporacao em fase reversa, dentre outros métodos. Por ultimo, as SUV’s podem ser preparadas

com auxilio da técnica de sonicacdo ou extrusdo das MLV’s (BHAI et al., 2012).

De forma geral, os diferentes métodos se baseiam nas mesmas etapas fundamentais da
hidratacdo do filme lipidico, que consiste na dissolu¢do dos lipidios da membrana em um
solvente organico, seguido pela evaporagdo desse solvente em um evaporador rotatorio, tendo
como consequéncia a formagéo de um filme fino. Em seguida, deve ser feita a hidratagéo deste
filme com agua ou solugdo tampao, sob agitacdo vigorosa. A partir desse momento, as vesiculas
incham e se desprendem em camadas, formando os lipossomas multilamelares (Figura 2.7). A
partir deste ponto do processo, as técnicas de obtencdo de SUV’s ou LUV’s podem ser
utilizadas, se for este o objetivo final do processo. No entanto, deve ficar claro que o uso de
solvente orgénico (cloroférmio, metanol, mistura de cloroférmio e metanol, dentre outros) na
etapa de dissolucdo representa um inconveniente importante em relacdo a producdo dessas
vesiculas, devido aos riscos a salde e a seguranca ambiental provenientes do uso desses

materiais.

Algumas limitagGes tém sido relatadas em relagéo ao desenvolvimento de lipossomas,
como a falta de reprodutibilidade, a baixa eficiéncia de encapsulamento e o alto custo do
processo. A baixa estabilidade dessas estruturas pode ser consequéncia de um processo fisico
ou quimico (MERTINS, 2004).

A instabilidade quimica esté relacionada a composi¢édo dos lipossomas, sendo causada
pela oxidacdo da insaturacdo localizada na cadeia lipidica e pela hidrolise do éster. Como

resultado da hidrolise, ocorre a formagdo do composto liso-fosfatidilcolina, responsavel pelo
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aumento da permeabilidade da membrana (BATISTA et al., 2007). Para minimizar este
problema, os lipossomas devem ser armazenados sob temperaturas baixas (em torno de 4 °C) e
conservados em atmosfera de nitrogénio ou argénio (MERTINS, 2004), o que constitui grave
problema para o processamento e 0 armazenamento, por conta dos custos associados a essas

operacgdes em sistemas comerciais reais.

Figura 2.7: Formacao dos lipossomas multilamelares pelo método de hidratacéo do filme
lipidico (LASIC et al., 1988).

A agregacdo e a fusdo das vesiculas sdo responsaveis pela instabilidade fisica dos
lipossomas, que podem causar aumento expressivo das dimensdes das particulas e perda do
material encapsulado. O uso de lipidios carregados é uma forma de reduzir este problema,
devido a ocorréncia de repulsdo eletrostatica entre as vesiculas (BATISTA et al., 2007). A
variacdo dos tamanhos e a perda do ativo encapsulado constituem problemas para muitas
aplicacdes que requerem rigor das condicdes de uso.

O uso da técnica de liofilizacdo tem sido defendido como meio de reverter os problemas
de instabilidade e, consequentemente, aumentar o tempo de prateleira (AKBARZADEH et al.,
2013; VERMURI et al., 1995). Esse método consiste em remover a agua sob pressdes

extremamente baixas, por sublimagdo. O uso de crioprotetores, como sucrose, trealose e
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glicose, é recomendado para garantir a protecdo das estruturas frente ao estagio de

congelamento.

Os lipossomas constituem sistemas de liberacdo ja utilizados em diversas areas para
encapsulamento de farmacos. PUGLIA et al. (2004) utilizaram os lipossomas do tipo LUV para
encapsular o anti-inflamatério indometacina, obtendo uma alta eficiéncia de encapsulamento
(aproximadamente 84 %). Além disso, realizaram testes de liberacdo in vivo, comparando as
formulacGes em gel com o farmaco retido nos lipossomas e 0 mesmo gel com o farmaco livre.
Com os resultados, concluiram que o gel com lipossomas promoveu um efeito anti-inflamatério
mais prolongado, possivelmente devido as interagOes das vesiculas com os lipidios do estrato

cérneo.

MIRANDA (2005) obteve o mesmo efeito prolongado quando encapsulou o repelente
DEET (N,N-dietil-m-toluamida) em lipossomas. Os lipossomas contendo o repelente
mostraram maior atividade repelente durante um periodo de 12 horas, quando comparado as

formulacdes com repelente livre.

Quanto a encapsulacdo de filtros solares, MOTA et al. (2013) desenvolveram
formulacGes em gel contendo lipossomas com OMC (metoxicinamato de octila) encapsulado,
a fim de avaliar a estabilidade e a capacidade de retencdo do filtro solar no estrato cérneo. Os
autores obtiveram estruturas com diametro de 982 + 68 nm, com indice de polidispersdo de
0,464 + 0,050, com populacdo relativamente homogénea de vesiculas. Além disso, 0 grupo
obteve uma alta eficiéncia de encapsulamento (85 + 2 %). Pela analise de biodistribui¢cdo com
0 uso do tecnécio-99, foi possivel observar que as formulagbes com 0 OMC livre resultaram
em altos niveis do filtro solar no pulméo, indicando a rapida absorcdo ap6s a aplicacdo. Por
outro lado, as formulagfes com lipossomas garantiram maior quantidade de filtro solar na pele,
estando presente em menor quantidade no pulméo, mostrando a reducdo da absorcao sistémica

pelo uso dos lipossomas.

Esses resultados foram confirmados por MONTEIRO et al. (2012), que promoveram a
comparacdo entre dois sistemas de encapsulamento: os lipossomas e as ciclodextrinas. Além
disso, esses autores fizeram andlises para avaliar o fator de protegdo solar (FPS) das

formulagGes finais. Os resultados indicaram que a inclus&o nos lipossomas proporcionou
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melhor protecdo a pele (FPSiipossomas= 11,0) do que as ciclodextrinas (FPSciciodextrinas= 8,5); no
entanto, vale ressaltar que nessas formulagdes continha 4 % de filtro solar livre, em fungéo dos

problemas de estabilidade dos lipossomas.

2.4.2 Nanoemulsao

Também conhecidos na literatura como miniemulsdes e submicroemulsdes, dentre
outros nomes, esses sistemas sdo caracterizados fundamentalmente por constituirem uma
emulsdo em que o tamanho das gotas da fase dispersa se enquadra na escala nanométrica.
Conforme apresentado na Figura 2.8, as emulsdes podem ser do tipo 6leo em agua (O/A), em
que a fase oleosa esta dispersa na forma de gotas na fase continua aquosa, ou dgua em 6leo
(A/O), em que a fase aquosa esta dispersa na forma de gotas na fase continua oleosa
(MCCLEMENTS et al., 2012).

Emulsdo O/A Emulsédo A/O

Figura 2.8: Estrutura das emulsdes 6leo em agua (O/A) e 4gua em 6leo (A/O) (OLIVEIRA et
al., 2004).

Ha diversas vantagens no uso das nanoemulsdes na industria farmacéutica, tais como a
distribuicdo mais uniforme do produto final sobre a pele, devido ao tamanho reduzido das gotas,
garantindo a melhora na hidratacdo da pele; o aspecto sensorial, valorizado em produtos
cosméticos, devido a fluidez natural destes sistemas (em baixas concentracdes de 6leo);
substituicdo dos lipossomas, que sdo sistemas menos estaveis (BOUCHEMAL et al., 2004;

TADROS et al., 2004). O pequeno tamanho das particulas garante uma grande também a
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reducdo da importancia da forca da gravidade, em relagdo ao movimento browniano, sendo
evitados os processos que resultam na instabilidade e na sedimentacdo (KOROLEVA et al.,
2012; TADROS et al., 2004).

As nanoemulsdes sdo formadas basicamente por trés componentes: a fase aquosa, a fase
oleosa e os tensoativos (MORAIS et al., 2006). Os tensoativos apresentam com frequéncia
carater anfifilico e assim reduzem a tensdo superficial entre as fases, uma vez que as cadeias
apolares se dispersam na fase oleosa, enquanto as extremidades polares se mantém em contato
com a fase aquosa (MCCLEMENTS et al., 2012).

O tipo da nanoemulséo a ser produzida influencia a escolha do tensoativo. Dessa forma,
existe um sistema de classificacdo, chamado de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL), que
avalia a solubilidade dos tensoativos nas fases aquosas e oleosas (MASON et al., 2006). A faixa
do EHL pode ser considerada um método facil para definir a aplicabilidade dos tensoativos
(Tabela 2.4). No caso das emulsdes, os tensoativos com EHL elevado (entre 8 e 18)
caracterizam-se pela hidrofilicidade e, portanto, sdo utilizados nas emulsdes O/A. Em
contrapartida, os tensoativos com EHL baixo (entre 3 e 6) caracterizam-se pela lipofilicidade e
sdo utilizados nas emulsées A/O (MYERS, 2006). Vale ressaltar que originalmente, o sistema
EHL foi criado para tensoativos ndo-ibnicos; no entanto, apos contribuicdes matematicas, o
sistema pode ser estendido aos tensoativos ionicos (FLORENCE, 2003).

Tabela 2.4: Relacdo entre a faixa de EHL e a aplicacdo dos tensoativos (MYERS, 2006;
FLORENCE, 2003).

Faixa de EHL Aplicagéo Exemplos

3-6 Emulsionante A/O Span® 80 (monoleato de sorbitano)
7-9 Umectante Span® 20 (monolaurato de sorbitano)

8-18 Emulsionante O/A  Tween® 80 (monoleato de polioxietileno sorbitano)

- ® _ 7’ - su-
3-15 Detergente Triton® X-100 (e_ster o_ctllfenollco de
decaetilenglico)
15-18 Solubilizante Cremophor EL (6leo de ricino polioxietilado)
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As nanoemulsdes apresentam como caracteristica principal a metaestabilidade, sendo
estaveis apenas cineticamente. A estabilidade termodindmica néo é atingida porque a energia
livre de Gibbs para manter a emulsdo € maior que a necessaria para manter o sistema composto
pelas duas fases separadas (Figura 2.9). No entanto, esses sistemas podem se manter estaveis
por um longo periodo de tempo, devido a presenca dos tensoativos, que garante a existéncia de
uma barreira de energia suficiente para prevenir a coaslescéncia das gotas (MCCLEMENTS et
al., 2012).

Nanoemulsido

AG*

AG

Fases separadas

Tern camente

Figura 2.9: Diagrama de energia livre das nanoemuls6es (adaptado de MCCLEMENTS et al.
(2012)).

Dois fenbmenos sdo o0s principais responsaveis pela desestabilizacdo da emulséo,
causando alteracdo no tamanho das particulas: a coalescéncia entre as gotas e a degradacdo
difusional (Ostwald ripening). A coalescéncia se caracteriza pela unido de duas ou mais gotas,
ocorrendo a ruptura da interface e resultando em uma gota maior. Dessa forma, é de suma
importancia a escolha de um surfactante que provoque a repulsédo entre as goticulas (MASON
et al., 2006), além de promover a formacdo de um filme mecanicamente resistente nas gotas
conferindo maior estabilidade ao sistema. A degradacéo difusional é resultado da diferenca de

atividade entre as gotas menores e as gotas maiores. As gotas menores, por apresentarem maior

24



area especifica, apresentam maior atividade (por causa da energia acumulada na interface).
Dessa forma, existe uma transferéncia de massa continua das gotas menores (de maior
atividade) para as maiores (de menor atividade). Para evitar este processo, € sugerida a adi¢cdo
de um co-estabilizante insoltvel na fase continua, de forma a reduzir o potencial quimico das
pequenas gotas e, assim, diminuir a taxa de transferéncia de massa das gotas menores para as
maiores (KOROLEVA et al., 2012; TADROS et al., 2004).

Como as nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, ndo se formam
espontaneamente, sendo necessaria a aplicacdo de energia ao sistema, geralmente proveniente
de dispositivos mecanicos. Nestes casos, as hanoemulsdes sdo obtidas pelos métodos de alta
energia de emulsificagdo, sendo utilizados homogeneizadores de alta eficiéncia (sonicador,
Ultraturrax® ou homogeneizador de alta pressdo) com o intuito de gerar forcas destrutivas
capazes de perturbar o sistema e formar gotas menores da fase dispersa (MASON et al., 2006;
SOLANS et al., 2005).

Essas técnicas mecanicas garantem melhor controle sobre o tamanho das gotas e 0 uso
de uma ampla variedade de componentes para as nanoemulsdes (SONNEVILLE-AUBRUN et
al., 2004). Contudo, por conta do alto investimento inicial necessario, tais equipamentos sé se
tornaram disponiveis comercialmente para uso industrial nos Gltimos anos (TADROS et al.,

2004). Abaixo, estas técnicas de dispersdo sdo brevemente esclarecidas.

e O Ultraturrax (ou rotor-stator) promove a reducdo do tamanho das gotas por meio da
turbuléncia gerada por rotagdo em alta velocidade do rotor presente no equipamento.
Portanto, o tamanho da gota final depende da velocidade de rotacdo, assim como da
geometria do sistema (ASUA et al., 2002). No entanto, de acordo com
ANTONIETTI et al. (2002), esses dispositivos ndo sdo capazes de alcancar energia
suficiente para produzir uma distribuicdo homogénea de tamanhos de gota reduzidos,
0 que também foi confirmado por LOPEZ et al. (2008).

e Por meio da propagacao das ondas de ultrassom, o sonicador provoca oscilagdes do
meio fluido, resultando na ruptura da fase dispersa em gotas. Contudo, um problema
intrinseco ao uso do sonicador é o fato de que nem todo o fluido é submetido
simultaneamente a regido de propagacéo das ondas (ASUA et al., 2002) por conta de

detalhes de construcdo e alto custo do equipamento. Por isso, um outro problema
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associado a essa técnica é a dificuldade em escalonar, para trabalhar em escalas
industriais (ASUA et al., 2014).

e Os homogeneizadores de alta pressao séo os equipamentos mais recomendados para
a etapa de dispersédo. Por meio de forgas de impacto, esses equipamentos promovem
a reducdo do tamanho das gotas. No dispositivo mais comum, as dispersdes
‘grosseiras’, produzidas por agitacdo mecanica convencional, sdo pressurizadas por
uma bomba de deslocamento positivo forcadas a fluir através de uma abertura estreita
a uma alta velocidade. A combinagdo deste ‘fluxo de alongamento’ e da turbuléncia
presente apos esta abertura promove a quebra das gotas na faixa nanométrica (ASUA
etal., 2002; ASUA et al., 2014).

Por outro lado, a energia necessaria para a obtencéo das nanoemulsdes também pode ser
fornecida pela alteracdo das propriedades fisico-quimicas do sistema. O principio destes
métodos de baixas energias de emulsificacdo é baseado na inversao espontanea de solubilidade
do meio, podendo ocorrer pelo método de inversdo de fases pela temperatura (Phase Inversion
Temperature - PIT) ou pela emulsificagdo por inversdo de fases pela alteracdo da fracéo
volumeétrica (Emulsion Phase Inversion — EPI) (SOLANS et al., 2005; TADROS et al., 2004).
Nesse caso, a mudanca continua de uma propriedade (temperatura, por exemplo) pode causar a

formacdo de uma fase dispersa finamente dividida e estabilizada por tensoativos.

Como mostrado até agora, as nanoemulsdes apresentam caracteristicas singulares, tais
como tamanho de gotas reduzido e estabilidade cinética. Por isso, nanoemulsfes apresentam

grande potencial para uso como sistema de encapsulamento e liberacdo controlada de ativos.

JIMENEZ et al. (2004) confirmaram esse potencial ao comparar a permeacio cutanea
do filtro solar metoxicinamato de octila livre e encapsulado em nanoemuls@es de 6leo em agua
e agua em Oleo. Os resultados mostraram que a incorporacdo do filtro solar em fluido disperso
reduziu a penetracdo do ativo, assim como a taxa de difusdo. Dessa forma, esse sistema de
inclusdo garantiu que o filtro solar se mantivesse na superficie da pele, local desejado para a

atuacdo do mesmo.

As nanoemulsbes foram comparadas com as macroemulsdes no processo de

encapsulacdo dos filtros solares benzofenona-3 e metoxicinamato de octila por SILVA et al.
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(2013). Ambos os sistemas apresentaram fator de protecdo similares; no entanto, enquanto as
nanoemulsdes, preparadas pelo método de inversédo de fases, apresentaram estabilidade superior
a 90 dias e tamanho na faixa de 10 nm, as macroemulsdes nédo tiveram estabilidade por mais de

48 horas, apresentando tamanho na ordem de 10,4 pm.

MANSUR et al. (2004) depositaram uma patente (numero WO117236-A1) na qual
nanoemulsdes O/A, contendo Oleos essenciais na fase oleosa, foram produzidas para a
encapsulacdo de compostos hidrofobicos, como farmacos, cosméticos ou vitaminas. O grupo
desenvolveu diversas formulacGes para ratificar a eficacia da invencgdo, utilizando como
exemplo, o farmaco praziquantel. A analise de distribuicdo de tamanhos das gotas, realizada
durante trinta dias, mostrou que as nanoemuls@es se mantiveram estaveis durante todo o tempo
de anélise com tamanho abaixo de 100 nm. No entanto, ndo foi realizada nenhuma anélise de
eficiéncia de encapsulamento, o que poderia dar melhores esclarecimentos sobre a vantagem

de utilizag&o deste sistema.

2.4.2.1 Obtencdo de nanoparticulas poliméricas via polimerizacdo em

miniemulsao

Frente as limitacBes inerentes ao uso dos lipossomas nos sistemas de encapsulamento e
liberacdo de ativos, as nanoparticulas poliméricas tém ganhado a atencdo dos pesquisadores,
por aumentarem a estabilidade do ativo em meios bioldgicos e durante 0 armazenamento e por
reduzirem os efeitos colaterais (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001).

A depender da estrutura, as nanoparticulas poliméricas podem ser subdivididas em
nanoesferas e nanocapsulas (Figura 2.10). As nanoesferas sdo constituidas por uma matriz
polimérica na qual o ativo pode estar adsorvido na superficie ou dissolvido nesta matriz. Por
outro lado, as nanocéapsulas sdo formadas por um nucleo oleoso recoberto por uma parede
polimérica rigida. Neste caso, 0 ativo pode estar adsorvido na parede polimérica ou dissolvido
no nucleo (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001).

No que diz respeito a aplicacdo biomédica, a escolha do polimero a ser utilizado é de

suma importancia para a preparacdo das nanoparticulas poliméricas. Dependendo do objetivo
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final pretendido com a formulacdo, o polimero pode ser biodegradavel ou biocompativel. O
polimero afeta ndo apenas na cinética de liberacdo do agente ativo, mas também a estabilidade

do farmaco, a toxidade e a compatibilidade com o organismo.

Nanocapsulas MNanoesferas
0 O
sre o\ £ N R R
5 6 o, sl es GROREOK poimeri
. O L 'L'.B
Nicleo—3 ~ o CB o L
oleoso o . (o8] O i\t
Farmaco a) b) ¢ d) Armaco

Figura 2.10: Representacdo das nanocapsulas e nanoesferas poliméricas, em que o farmaco
em: (a) esta dissolvido no nucleo oleoso; (b) esta adsorvido a parede polimérica; (c) esta
retido na matriz polimérica; ou (d) adsorvido a superficie da matriz polimérica
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nesse contexto, o poli(metacrilato de metila) (PMMA) encontra ampla utilizacéo
biomédica, por apresentar excelente biocompatibilidade, sendo utilizado como cimento dental,
em proéteses 6sseas e no revestimento de farmacos para administracdo oral (FONSECA, 2012;
OLIVEIRA etal., 2012), aléem de encontrar amplo uso em cirurgias plasticas (KIM et al., 2012).

O PMMA é obtido pela polimerizacdo do monémero metacrilato de metila (MMA) e
caracteriza-se pela baixa toxicidade (MENDES et al., 2012; FEUSER et al., 2014).
Tradicionalmente, a reacdo acontece com auxilio de um iniciador que rompe a ligac&o dupla e
provoca o crescimento da cadeia (polimerizagdo por poliadi¢do) (Figura 2.11). Estes processos
sdo caracterizados por atingirem conversdes proximas a 100 %, resultando em polimeros de
alta massa molar (ODIAN, 2004).

As nanoparticulas poliméricas podem ser obtidas a partir das nanoemulsdes por meio
da polimerizacdo em miniemulsdo ou por meio da técnica de evaporacao do solvente, a partir
do polimero pré-formado (KOROLEVA et al., 2012). A técnica de evaporacdo do solvente
consiste na emulsificagdo de uma mistura composta pelo solvente orgéanico, pelo polimero e

pelo ativo. Apos a formagdo da emulsdo, a mesma e submetida a agitacdo constante e o solvente
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é evaporado pelo aumento da temperatura ou por vacuo, levando a formac&o das particulas de
polimero (MAHAPATRO et al., 2011; SPERNARTH et al., 2007). Apesar desta técnica ser
bastante popular na area farmacéutica, o uso de solvente organico introduz riscos por causa da
potencial toxicidade, além de requerer uma etapa extra de processamento para a retirada do

solvente residual do produto e reciclagem do solvente, aumentando o custo do processo.

H  CH, T H  CHy ]
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\ .
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Figura 2.11: Representacdo esquematica da reacdo de polimerizacdo do MMA.

Na técnica de polimerizagdo em miniemulsdo, o mondmero constitui a fase dispersa das
nanoemulsdes. O iniciador pode ser adicionado a fase continua, dispersa ou a interface do
sistema (tensoativos iniciadores). Neste processo, a reacdo de polimerizacao ocorre ap0s a etapa
de disperséo da nanoemulséo, ocorrendo em cada uma das gotas do mondmero (Figura 2.12).
Assim, cada gota funciona como um nano-reator (OLIVEIRA et al., 2013). Essas gotas
polimerizadas apresentam caracteristicas morfoldgicas idénticas as das gotas emulsificadas. O
tamanho das gotas ¢ influenciado principalmente pelo surfactante e pelo mecanismo original de
dispersdo (ANTONIETTI et al., 2002).

A polimerizacdo via radicais livres em miniemulsdes ocorre predominantemente pelo
mecanismo de nucleacdo das gotas, em que as gotas geradas na etapa de emulsificacdo séo
nucleadas pela entrada dos radicais produzidos na fase aquosa (ou na prépria fase dispersa). De
forma geral, acredita-se que todas as gotas sdo nucleadas e que, desconsiderando-se os efeitos
de coalescéncia e degradacao difusional, 0 nimero de gotas é aproximadamente constante ate

o final da reacgdo de polimerizagéo (OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 2.12: Esquema da polimerizacdo em miniemulséo (adaptado de LANDFESTER et al.
(2010)).

Os processos de polimerizagdo em miniemulsdo contam ainda com a possibilidade dos
ativos serem incorporados diretamente as gotas de monémero. Tal técnica € chamada de
incorporacdo in situ e permite trabalhar com grandes quantidades de ativo. No entanto, séo
poucos os trabalhos que relatam o uso dessa pratica. O Laboratdrio de Modelagem e Simulacéo
de Processos (LMSCP) ja apresenta trabalhos em polimerizacdo em miniemulséo fazendo uso
da técnica de incorporacdo in situ, tais como FONSECA et al. (2013) e LORCA et al. (2012).

A incorporacéo in situ do ativo foi testada por FONSECA et al. (2013) para a producéo
de nanoparticulas de PMMA carregadas com o farmaco praziquantel, via polimerizacdo em
miniemulsdo. O grupo ainda avaliou a influéncia do mecanismo de agitacdo, comparando 0 uso
do Ultraturrax e do homogeneizador de alta pressdo para realizar as dispersdes. Frente a
variadas condicBes experimentais, foi observado que a incorporacdo do farmaco ndo afetou as
taxas de reacOes; no entanto, 0s autores sugerem que 0 mesmo atue como um agente de
transferéncia de cadeia, modificando a distribuicdo de massas molares do polimero final. Além
disso, 0 melhor desempenho das nanoparticulas foi obtido com o uso do homogeneizador de

alta pressao, que proporcionou maior estabilidade e elevadas eficiéncias de encapsulacéo.

LORCA et al. (2012) também utilizaram o mesmo processo para formar nanoparticulas
de PMMA contendo o filtro solar benzofenona-3. No entanto, os autores observaram um
aumento da massa molar do polimero final com a incorporacao do ativo, indicando a influéncia

do ativo cosmético na reacdo de polimerizacdo. Apesar disso, as formula¢fes mostraram-se
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estaveis e com didmetros compativeis com o objetivo pretendido, ao redor de 200 nm. Dando
continuidade ao trabalho, testes de liberagdo conduzidos por LORCA (2012) mostraram que
estas formulagdes sdo mais seguras do que as formulagdes convencionais feitas com o ativo

livre.

Baseando-se no trabalho de LORCA et al. (2012), WU et al. (2014) utilizou a
incorporacdo in situ para desenvolver nanoparticulas de PMMA contendo diversos filtros
solares. No entanto, as nanoparticulas ndo foram produzidas por intermédio da polimerizacédo

em miniemulsdo, mas por evaporacao de solvente.

2.4.2.2  Uso de biopolimeros nas nanoemulsdes

Os biopolimeros sdo polimeros naturais, sintetizados por organismos vivos, incluindo
por exemplo as proteinas, os polissacarideos, e os acidos nucleicos (DNA e RNA). Estes
materiais sd0 em sua grande maioria biocompativeis, de forma que, assim como os polimeros
sintéticos, sdo bastante utilizados nos sistemas de encapsulamento e liberacéo de fa&rmacos. De
acordo com OREFICE (2011), estes materiais si0 amplamente utilizados para a regeneracéo da
pele, por apresentarem melhor interacdo com as células e fluidos do organismo do que 0s

materiais sintéticos.

Da classe dos polissacarideos, a quitosana € um polimero obtido da desacetilacdo parcial
da quitina e esta presente em conchas de crustaceos. Caracteriza-se por apresentar uma estrutura
cristalina altamente organizada e, como consequéncia, é insolivel em meio aquoso e na maioria
dos solventes organicos. Devido a presenca dos grupos amino (Figura 2.13), dissolve em
solucBes aquosas de acidos organicos e inorganicos (LARANJEIRA et al., 2009). As
propriedades desse biopolimero podem variar com o grau de desacetilacdo, o contetdo de

impurezas e a massa molar (ANCHISI et al., 2004).

Nas aplicacOes de liberacdo controlada de ativos, a quitosana tem sido amplamente
utilizada para a producgéo de nanoparticulas, devido a baixa toxicidade, boa estabilidade, além
do método de preparo simples (DASH et al., 2011; LARANJEIRA et al., 2009). Assim como
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os demais polissacarideos, a quitosana apresenta excelente biodegradabilidade e
biocompatibilidade.

“\‘\\\O\
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Figura 2.13: Estrutura quimica da quitosana.

O uso da quitosana em formulacdes fotoprotetoras é justificado pelo carater catidnico
desse material, que facilita a interacdo das nanoparticulas com o estrato corneo, superficie
carregada negativamente. Dessa forma, pode haver aumento no tempo de permanéncia do ativo
na pele, reforcando a propriedade de bioadesividade deste biopolimero (LARANJEIRA et al.,
2009). Tal caracteristica foi confirmada por SIQUEIRA (2008), com auxilio de ensaios de
permeacao cutanea realizados em nanocépsulas de poli(s-caprolactona), contendo o filtro solar

benzofenona-3, revestidas com quitosana.

Para produzir sistemas de liberagdo ocular de farmacos, CALVO et al. (1997) estudaram
0 uso de polimeros com propriedades catidnicas (quitosana e poli-L-lisina (PLL)) para
revestimento de nanocépsulas de policaprolactona. Apesar de ambos 0s polimeros apresentarem
carga de superficie positiva, apenas as nanocapsulas revestidas com quitosana apresentam
melhora na penetracdo ocular do farmaco indometacina. GENTA et al. (1997) indicaram que,
além das boas propriedades adesivas, a quitosana foi eficaz em retardar a liberagdo dos ativos

na aplicacdo oftalmoldgica.
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COUTINHO (2014) desenvolveu nanoemulsdes fotoprotetoras O/A a base de quitosana,
que se mantiveram estaveis por pelo menos seis meses. Tal sistema foi formado por 15 % de
uma mistura de diversos filtros solares UVA e UVB, combinados com extratos antioxidantes,
e por 15 % de uma mistura dos tensoativos Tween® 80 e Span® 80. Ao comparar os resultados
do ensaio de permeacdo cutanea das formulagdes contendo e ndo contendo quitosana, foi
claramente perceptivel que a presenca deste polimero proporcionou um aumentou significativo

da retencdo dos filtros solares sobre a pele.

2.4 Comentarios Finais

O uso de protetores solares é de fundamental importancia, dado que a exposicao
excessiva a radiacdo solar pode causar danos irreparaveis a pele, podendo causar até mesmo o
cancer. Técnicas de nanotecnologia, quando aplicadas as formulagdes fotoprotetoras, garantem
maior tempo de permanéncia dos filtros solares nas camadas mais externas da pele, aumentando

a eficécia e a seguranca destes produtos.

Diversos sistemas nanoestruturados ja foram utilizados para producao de sistemas de
liberacdo de farmacos. Como mostrado por LORCA (2012), as nanoparticulas poliméricas de
poli(metacrilato de metila) apresentaram caracteristicas singulares e de extrema valia para o
encapsulamento de filtros solares, porém séo poucos utilizados neste ramo. Por outro lado,
outros sistemas (tais como lipossomas e nanoemulsfes) mostram-se mais presentes e mais
utilizados na area farmacéutica. As nanoparticulas poliméricas, nanoemulsdes e lipossomas
apresentaram melhora da eficacia e seguranca quando utilizados como sistemas de
encapsulamento, como mostrado por COUTINHO (2014), LORCA (2012) e MONTEIRO et
al. (2012).

De forma a esclarecer as vantagens e desvantagens relativas ao uso de nanoparticulas
poliméricas para a formulagdo de produtos nanoencapsulados, este trabalho tem como objetivo
avaliar os processos de nanoencapsulmento de filtros solares, averiguando aspectos

relacionados a estabilidade dos produtos e eficiéncia dos processos.
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Capitulo 11

Materiais e Métodos

3.1 Materiais
Os filtros solares utilizados ao longo do trabalho foram:

1. Avobenzona (AVO), fornecido pela Comércio e Inddstria Farmos com 99 % de
pureza, apresentado na forma de po;
2. Benzofenona-3 (BZ), fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de

98 %, apresentado na forma de po.

Os materiais utilizados ao longo do processo de preparacdo e caracterizacdo dos

materiais nanoestruturados sdo listados a seguir para cada sistema estudado.

3.1.1 Lipossomas Multilamelares

e Reagentes
Os reagentes foram utilizados como recebido, sem nenhuma etapa extra de purificagéo.

1. Acetona P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,5 % de pureza, usada para
limpeza das vidrarias;

2. Acido cloridrico P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina estando em uma solucéo de
37 % em massa, usado para correcdo de pH;

3. Agua destilada, usada no preparo da solugdo tamp&o TRIS e na analise de distribuicio
de tamanho de particulas;

4. Colesterol, fornecido pela Sigma Aldrich com 99 % de pureza, usado como componente

da fase oleosa;
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5. Cloroférmio P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,8 % de pureza, usado
para solubilizar a fase oleosa;

6. Etanol P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,8 % de pureza, usado no
preparo das solucdes de leitura no espectrofotdmetro UV-Vis;

7. Fosfatidilcolina de soja — Phospholipon® G, fornecido pela Lipoid, com 96,9 % de
fosfatidilcolina, usado como componente da fase oleosa;

8. Nitrogénio liquido, usado na etapa de congelamento da criofratura;

9. Sephadex® G-50, fornecido pela Sigma Aldrich, usado na coluna de separagdo dos
lipossomas;

10. Tris(hidroximetil amino metano) P.A., fornecido pela Synth com teor minimo de 99,8

%, usado como componente da fase aquosa.

e Equipamentos e acessorios

A seguir sdo listados os equipamentos e acessorios usados para a preparacdo e

caracterizagéo dos lipossomas multilamelares.

1. Agitador de tubos (IKA Labortechnik, modelo VF2), utilizado para fornecer agitagéo
vigorosa e facilitar o desprendimento do filme lipidico;

2. Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS),
usado para a determinacdo da distribuicdo de tamanhos de particula por espalhamento
dindmico de luz;

3. Balanca analitica com capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210 g (BEL
Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A), utilizada na pesagem de reagentes e
produtos reacionais;

4. Balbes de fundo redondo com volumes na faixa de 50 a 125 mL, para serem utilizados
no rota-evaporador.

5. Baldes volumétricos com volumes na faixa de 10 a 50 mL, usados para o preparo das
solucdes a serem analisadas no espectrofotometro;

6. Colunas PD-10 vazias (GE Healthcare), utilizadas para na etapa de separacdo dos

lipossomas por cromatografia;
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10.

11.

12.

13.

Equipamento de preparacdo de amostras (LEICA, modelo EM BAF060), utilizado para
analise de criofratura;

Espectrofotdmetro UV-VIS (Perkin-Elmer, modelo Lambda 35), utilizado para as
analises de eficiéncia de encapsulacéo;

Membranas para filtracdo (ISOPORE™) de policarbonato com 25 mm de diametro e
0,40 um de didmetro de poro utilizadas para a filtracdo das amostras no suporte para
filtracdo SWINEX®;

PHmetro de bancada (GEHAKA, modelo PG 1800), para avaliacdo do pH da solucao
tampéo TRIS;

Rota-evaporador (BUCHI, modelo R-215), utilizado para a evaporacdo do solvente
organico;

Seringas descartaveis de 10,0 mL sem agulha (SR — Saldanha Rodrigues LTDA.),
usadas para a filtracéo;

Suporte de filtragdo (SWINEX®) em polipropileno com 25 mm de diametro.

3.1.2 Nanoemulséo de Quitosana

e Reagentes
Os reagentes foram utilizados como recebido, sem nenhuma etapa de purificagao.

Acetona P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,5% de pureza, usada para
limpeza das vidrarias;

Acido glicélico, fornecido pela Vetec Quimica Fina sendo solucio aquosa a 70 %.
Usada para o preparo da solucéo de Quitosana;

Agua destilada, usada como fase aquosa da nanoemuls3o e na analise de distribuicio de
tamanho de particulas;

Monooleato de sorbitano (Span® 80), fornecido pela Sigma Aldrich, com EHL 4,3 +
1,0, usado como tensoativo;

Polissorbato 80 (Tween® 80), fornecido pela Sigma Aldrich, com EHL 15,0 + 1,0, usado

como tensoativo;
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6. Quitosana de peso molecular médio, fornecido pela Sigma-Aldrich, usada como
componente da fase aquosa.

e Equipamentos e acessorios

A seguir sdo listados os equipamentos e acessorios usados para a preparacdo e

caracterizacdo da nanoemulséo a base de quitosana.

1. Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS),
usado para a determinacdo da distribuicdo de tamanhos de particula por espalhamento
dindmico de luz;

2. Balanca analitica com capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210 g (BEL
Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A), utilizada na pesagem de reagentes e
produtos reacionais;

3. Bécheres com capacidades variando entre 50 a 100 mL, utilizados para preparo de
solucdes, e pesagem de reagentes;

4. Placa de agitagdo (IKA, modelo C-MAG HS7), utilizada para homogeneizacdo das
solugdes;

5. Sonicador (Branson Digital Sonifier®, modelo 450) equipado com cimara acUstica,

utilizado para dispersdo das nanoemulsdes, com poténcia maxima de 400 W.

3.1.3 Nanoparticulas Poliméricas de PMMA

e Reagentes
Os reagentes foram utilizados como recebido, sem nenhuma etapa de purificacéo.

1. Acetona P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,5% de pureza, usada para
limpeza das vidrarias;

2. Agua destilada, usada no preparo das solucdes persulfato de potassio, lauril sulfato de
sodio e bicarbonato de sddio e na analise de distribui¢do de tamanho de particulas;

3. Bicarbonato de sédio (NaHCO:s), fornecido pela Proguimios com pureza minima de

99,7 %, utilizado como tampao na polimerizagdo em miniemulséo;
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4. Etanol P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,8 % de pureza, usado no
preparo das solugdes de leitura no espectrofotometro UV-Vis;

5. Lauril sulfato de sodio (LSS), fornecido pela Vetec Quimica Fina, com teor minimo de
90 %. Usado como emulsificante na polimeriza¢do em miniemulsao;

6. Metacrilato de metila (MMA), fornecido pela Sigma Aldrich com pureza minima de
99,5 %, utilizado como mondémero na polimerizagdo em miniemulséo;

7. Persulfato de potassio (K2S20g), fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza
minima de 99 %, utilizado como iniciador das reacGes de polimerizacdo em
miniemulsao;

8. Tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc,

utilizado nas analises de GPC, como fase mdvel e na solubilizacdo das amostras.

e Equipamentos e acessorios

A seguir sdo listados 0s equipamentos e acessorios para a obtencdo e caracteriza¢do dos

nanoparticulas poliméricas.

1. Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS),
usado para a determinacao da distribuicdo de tamanhos de particula por espalhamento
dindmico de luz;

2. Analisador térmico (Perkin Elmer, modelo DSC 8500), utilizado para avaliar a interagao
entre o ativo e o polimero;

3. Balanca analitica com capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210 g (BEL
Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A), utilizada na pesagem de reagentes e
produtos reacionais;

4. BalBes volumétricos com volumes variando entre 25 e 100 mL, usados para 0 preparo
das solucgdes a serem analisadas no espectrofotometro;

5. Banho de Ultrassom (Branson, modelo DHA-1000), usado para acelerar a solubilizacdo
das amostras das nanoparticulas poliméricas;

6. Bécheres com capacidades variando entre 50-100 mL, utilizados para preparo de

solugdes e pesagem de reagentes;
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7. Cromatografo (Viscotek, modelo GPC Max VE 2001). Utilizado para determinacao das
massas molares dos polimeros;

8. Espectrofotometro UV-VIS (Perkin-Elmer, modelo Lambda 35), utilizado nas analises
de eficiéncia de encapsulacéo;

9. Estufa de circulagdo (Quimis), usada para a secagem das amostras;

10. Funil de vidro para a alimentagcdo dos componentes das reacfes no reator;

11. Homogeneizador de alta pressdo (Artepecas, modelo APLAB-10 - 1.000 Bar), usado
para o preparo da miniemulsao;

12. Microscépio eletronico de varredura (JEOL Milestones, modelo 6460LV), usado para
as analises de morfologia das nanoparticulas;

13. Mini-reator de vidro com capacidade de 100 mL (EasyMax™ 102 - Mettler Toledo)
encamisado, equipado com termopar, agitador e condensador, utilizado para a
realizacdo das reacdes de polimerizacao;

14. Placa de agitacdo (IKA, modelo C-MAG HS7), utilizada para homogeneizacdo das

solucdes.

3.2 Métodos

3.2.1 Reag0es

O procedimento adotado para a obtencdo de cada um dos sistemas nanoestruturados esta
descrito detalhadamente a seguir.

3.2.1.1  Lipossomas Multilamelares

Como o objetivo principal é realizar o encapsulamento de ativos cosméticos lipofilicos,
ha a preferéncia de se trabalhar com lipossomas multilamelares, de forma a aumentar os “locais
de armazenamento” dos ativos. Os lipossomas multilamelares foram obtidos pelo método de
hidratagdo do filme lipidico, em que os componentes sdo divididos em fase oleosa e aquosa. Os

componentes s&o apresentados na Tabela 3.1. A receita experimental é baseada no trabalho de
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GARCIA (1988), em que a concentragdo molar de filtro solar é igual a 15 % em relacdo a

concentracdo molar total de lipidios.

Tabela 3.1: Receita experimental usada para o preparo dos lipossomas multilamelares pelo

método de hidratacdo do filme lipidico.

Componentes Concentracdo (mM) Massa ()
Fase Oleosa:
Phospholipon® 90 42,0 0,1695
Colesterol 12,0 0,0232
0,0126 gavo
Filtro solar (AVO ou BZ) 8,1 ou
0,0092 gsz

Fase Aquosa:
Solucdo tampéo TRIS

Ho6.8 5,0 mL

O preparo da solucdo tampdo TRIS consistiu em pesar 2,42 g de tris(hidroximetil amino
metano), sendo transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e em seguida completado
com &gua destilada. Ao final, foi feito o ajuste do pH da solucdo para 6,8 utilizando acido

cloridrico concentrado.

Para o preparo dos lipossomas multilamelares, inicialmente os componentes da fase
oleosa foram pesados em um bal&o de fundo redondo, para entdo serem dissolvidos em 4,0 mL
de cloroférmio. Para que ocorresse a evaporacao do solvente organico, a solucao foi levada ao
rota-evaporador a 20 rpm e 250 mbar, em banho-maria a 55 °C, durante 1 hora. Ao final desta
etapa, ocorreu a formacdo de um filme fino do material lipidico no fundo do baldo. Para que
ndo houvesse qualquer vestigio do solvente, o baldo era mantido em um dessecador por 24

horas.

Na etapa seguinte ocorria a hidratacdo do filme lipidico com a adigdo de 5,0 mL da
solucéo tampdo TRIS pH = 6,8. Com o intuito de facilitar o desprendimento do filme lipidico,

era feita a adicdo de pérolas de vidro ao baldo, sendo 0 mesmo levado a um agitador de tubos
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para proporcionar uma agitacdo vigorosa. Apés a etapa de hidratacdo, as vesiculas se
desprendiam do baldo, formando os lipossomas multilamelares.

De acordo com VERMURI et al. (1995), a eficiéncia de encapsulamento esta
diretamente relacionada ao tempo de hidratacéo. Por isso, optou-se por avaliar a influéncia do

tempo de hidratacéo utilizando diferentes tempos de hidratacdo: 24, 48, 72 ou 96 horas.

Por fim, a suspenséo lipossomal final era submetida as etapas de normalizacdo das
vesiculas. Primeiramente, com o auxilio de seringas descartaveis, os lipossomas foram filtrados
em suporte de filtracio Swinex® com 25 mm de didmetro, contendo membranas de
policarbonato com didmetro de poro de 0,45 um. Em seguida, € utilizada uma coluna PD-10
contendo gel Sephadex® G-50 para que fosse feita a separacdo do material ativo que néo foi
encapsulado nos lipossomas. A eluicdo da suspensdo lipossomal nesta coluna era feita
utilizando a solucdo tampdo TRIS pH=6,8, sendo feita a separacdo por meio de uma analise
visual da turbidez. O roteiro esquematico das atividades de preparo estd apresentado na Figura
3.1

Fosfatidilcolina

Hidratacao coma
solugao tampao TRIS

Colesterol ‘ Cloroférmio
Filtro solar ﬂ
\ ‘ Filtragdo ‘
o i
db —{,/
Coluna PD-10
contendo gel
Sephadex

Figura 3.1: Roteiro esquematico do procedimento experimental de preparo dos lipossomas.
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3.2.1.2 Nanoemulsdo de Quitosana

O preparo das nanoemulsdes & base de quitosana e contendo filtro solar foi baseado no
trabalho de COUTINHO (2014), por causa do facil preparo e da alta estabilidade obtida. No
entanto, diante da auséncia da fase oleosa na receita experimental descrita por COUTINHO
(2014), do ponto de vista técnico tal sistema ndo caracteriza-se como uma nanoemulsdo. Dessa
forma, optou-se por realizar testes sem e com a inclusdo de um oéleo vegetal a receita
experimental. A receita experimental referente a este sistema nanoestruturado esta descrita na
Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Receita experimental usada para o preparo da nanoemulsao.

Componentes Concentracéo (% m/m) Massa ()
Tween® 80 12,0 2,40
Span® 80 3,0 0,60
Filtro solar (AVO ou BZ) 5,0 1,00
Solucéo de Quitosana a 2 % m/m 10,0 2,00
Oleo de milho 5,0 1,00
Agua Qsp 100 % 12,00
Total: 20,0

Inicialmente, era preparada a solucdo de quitosana. Para isso, preparava-se
anteriormente uma solucéo de acido glicélico a 1 % m/m. A solucgdo de quitosana era preparada
para que a concentracao final fosse igual a de 2 % m/m na solucdo de &cido glicolico. Esta
solucdo foi mantida sob agitacdo a 800 rpm durante 24 horas. Em paralelo, os tensoativos eram
pesados e homogeneizados com o filtro solar e 0 6leo de milho. Em seguida, eram adicionados
os ingredientes restantes: a solucdo de quitosana e agua. A mistura final era levada ao sonicador
por 30 minutos na amplitude de 100 %. Por conta do tempo de preparo e da amplitude alta, era
necessario utilizar um banho de gelo para o controle da temperatura, de forma a evitar o
superaguecimento. O roteiro esquematico das atividades de preparo esta apresentado na Figura
3.2.
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Sol. de Quitosana 2 %

Tensoativos Agua Em &cido glicélico 1 %
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Filtros Solares

Ultrassom

Figura 3.2: Roteiro esquematico do procedimento experimental usado para preparacao das

nanoemulsoes.

3.2.1.3  Nanoparticulas poliméricas de PMMA

O preparo das nanoparticulas poliméricas de PMMA contendo filtro solar foi feito por
intermédio da técnica de polimerizagcdo em miniemulsédo, baseado no trabalho de LORCA et al.
(2012). A receita experimental utilizada no sistema de mini-reator esta descrita na Tabela 3.3,
em gue a quantidade de filtro solar usada foi de 30 % (% m/m) em relacdo a carga de monémero.
Além disso, a fim de aumentar o tamanho das nanoparticulas, foi feito um acréscimo de uma

carga extra de PMMA na emulséo, representando 10 % (% m/m) em relagdo ao mondmero.

Tabela 3.3: Receita experimental usada para o preparo das nanoparticulas de PMMA via

polimerizacdo em miniemuls&o.

Componentes Funcéo Massa
Lauril sulfato de sédio (LSS) Tensoativo 1,2400 g + 12,400 gH20
Bicarbonato de sodio
(NaHCO3) Agente tamponante 0,0074 g + 7,688 gH2o
Persulfato de potassio .
+
(K2S:05) Iniciador 0,1490 g + 7,688 gH20
Agua destilada (H20) Solvente 28,520 g
Metacrilato de metila (MMA) Mondmero 24,800 g
Poli (metacrilato de metila) .
(PMMA) Polimero 2,480 ¢
Filtro solar (AVO ou BZ) Ativo 7,440 ¢
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Na primeira etapa, as solugdes de LSS, NaHCO3 e K2S,0g eram preparadas, mantendo-
as sob agitacdo durante 20 minutos aproximadamente. A solucdo de LSS era ligeiramente
aquecida para acelerar a completa solubilizacdo. Em seguida, o filtro solar (AVO ou BZ) era
solubilizado no monémero MMA, sendo também feita a adicdo da carga de polimero PMMA.
Estando o sistema completamente sollvel, iniciava-se a etapa de dispersdo com a adicao das
solugdes de LSS e NaHCO3 e da H20 a mistura. Esta mistura era mantida sob agitacéo durante

30 minutos.

A etapa seguinte caracterizava-se pelo preparo da miniemulsdo, com o uso do

homogeneizador de alta presséo a 100 bar durante 20 minutos.

A Ultima etapa era constituida pela polimerizacdo propriamente dita, quando a
miniemulsao retirada do homogeneizador era vertida no minireator atraves do orificio na tampa.
Somente nesta etapa ocorria a adi¢do da solucéo de iniciador (K2S20s), de forma a evitar que a
polimerizag&o se iniciasse anteriormente. Para reduzir a perda de monémero do meio reacional,
um condensador resfriado a 10 °C era conectado ao reator. As reacGes de polimerizacao
ocorriam a 90 °C e sob agitacdo de 900 rpm, por tempo de reacdo de 2 horas. O roteiro

esquematico utilizado para preparo das emulsdes poliméricas é apresentado na Figura 3.3.

LSS  NaHCO; H,0
\ / Homogeneizadorde

U —> alta pressdo

MMA + Filtro Solar
+ PMMA

Adigdo da solugdo de
K25,04

Figura 3.3: Roteiro esquematico do procedimento experimental usado para preparacao das

nanoparticulas poliméricas.
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3.2.2 Caracterizagao

3.2.2.1  Analise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) sao importantes para determinar a temperatura
em que se inicia o processo de degradacdo dos filtros solares. Dessa forma, deve-se evitar 0
trabalhar nas proximidades dessas condic¢des, de maneira a evitar o comprometimento destes

materiais.

As andlises de TGA foram realizadas com amostras de 10 mg em um analisador térmico
da marca Perkin ElImer (modelo STA-6000), na faixa de 50 a 700 °C a uma taxa de aquecimento
de 10 °C/min. As analises foram conduzidas em atmosfera inerte, por conta da utilizagdo de

nitrogénio na vazdo de 20 mL/min.

3.2.2.2  Eficiéncia de Encapsulamento

A fim de determinar a quantidade de filtro solar efetivamente encapsulada, as amostras
foram analisadas com auxilio do espectrofotdmetro UV-VIS da marca Perkin-Elmer (modelo
Lambda 35).

Inicialmente, foram feitas curvas de calibragé@o para cada filtro solar (AVO e BZ). Para
a construcdo dessas curvas, uma solucdo méde do ativo em etanol era preparada e diluida a
diversas concentrac6es. Ao final, todas as solucdes eram analisadas no espectrofotbmetro na
posicédo do pico maximo de absorgdo do ativo (Aavo = 358 nm e Asz = 335,5 nm — vide Apéndice
A).

Dessa forma, preparou-se uma solugdo mae com 0,020 g/L de AVO em etanol. A partir
desta solucéo, foram feitas diluicdes para a obtencéo de solugdes nas concentracées de 0,010;
0,009; 0,008; 0,007; 0,005; 0,004; 0,003; 0,002; 0,001 g/L de AVO em etanol. Para o filtro BZ,
preparou-se uma solucdo mée de 1,0 g/L de BZ em etanol. Apos as diluicdes, obtiveram-se
solugdes nas concentracdes de 0,8; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 g/L de BZ em etanol.
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Tendo em maos as curvas de calibracéo, os sistemas nanoestruturados puderam entéo
ser analisadas quanto a eficiéncia de encapsulamento. Para isso, solu¢des etanolicas das
amostras foram preparadas e analisadas no pico de méaxima absorcao do ativo em questdo. Para
as nanoparticulas poliméricas, as solucGes etandlicas tinham concentracfes 0,03 g/L de NP-
AVO e 1,0 g/L de NP-BZ, sendo preparadas a partir das amostras secas das nanoparticulas. As
solugdes eram mantidas no banho de ultrassom por 30 minutos, para facilitar a solubilizag&o.
Antes de serem analisadas, as solugdes obtidas eram filtradas com filtros de seringa de 0,45
pum. Para os lipossomas, as soluc@es etanolicas tinham concentracdes 2,5 g/L de LIPO-AVO e
0,28 g/mL de LIPO-BZ. Para estas amostras, ndo era necessaria a utilizacdo do banho de
ultrassom nem a etapa de filtracdo. As nanoemulsfes ndo foram analisadas quanto a eficiéncia

de encapsulamento.

Para confirmar que a medida da absorbancia nos comprimentos de onda utilizados nas
andlises é referente apenas ao ativo, foram analisados também os lipossomas puros e as
nanoparticulas poliméricas puras, preparados sem os ativos. Os espectros de absorcdo destas

amostras encontram-se no Apéndices B.

3.2.2.3  Distribuicdo de Tamanhos de Particulas

A determinacdo da distribuicdo de tamanhos de particulas foi feita por meio da técnica
de espalhamento dindmico de luz, utilizando um analisador de tamanhos de particula da marca
Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS. Esta analise se baseia no espalhamento
dindmico da luz (DLS — Dynamic Light Scattering), associado ao movimento das particulas em
um meio sujeito ao movimento browniano. Para a realizacdo da analise, foram utilizadas
cubetas de quartzo. Uma gota da amostra a ser analisada era depositada na cubeta, e o restante
do volume era preenchido com agua destilada. Com o auxilio da pipeta pasteur, esta solugédo
era homogeneizada e levada ao equipamento. Todas as amostras dos trés sistemas

nanoestruturados estudados foram analisados por DLS, utilizando a distribui¢do de volume.
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3.2.24  Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) foi utilizada para verificar se
ocorre interacdo entre o ativo e o polimero (MAINARDES et al., 2006; SCHAFFAZICK et al.,
2003). O método termoanalitico mede o fluxo de calor gerado ao aquecer ou resfriar uma
amostra, comparando-o com uma amostra de referéncia (material termicamente estavel). A
inexisténcia das transi¢des térmicas caracteristicas dos ativos indica a dissolugdo dos materiais

na matriz polimérica.

As andlises foram realizadas no equipamento da marca Perkin-Elmer (modelo 8500),
sendo feita a pesagem de aproximadamente 5 mg da amostra em cadinhos de aluminio fechados.
As amostras foram submetidas a uma faixa de aquecimento de 0 a 200 °C, a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio. Vale ressaltar que foi utilizada a
primeira historia térmica, por conta da possivel degradacdo dos ativos e da destruicdo de

dominios cristalinos.

As amostras analisadas por DSC foram compostas pelos filtros solares (AVO e BZ), por
PMMA e pelas nanoparticulas poliméricas (NP-AVO e NP-BZ).

3.2.25 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC), também conhecida como
cromatografia por exclusao de tamanho (SEC), foi utilizada para determinar as massas molares
médias dos polimeros obtidos. Nesta analise, o polimero é solubilizado em um solvente
adequado, para entdo ser injetado em uma coluna de gel poroso. A porosidade vai permitir a
separacdo das moléculas de diferentes tamanhos de cadeia. As moléculas maiores, como nao
penetram nos poros da coluna, sdo eluidas primeiro. Em contrapartida, as moléculas menores
precisam gue um volume maior de solvente percorra a coluna para que sejam eluidos ja que

penetram nos poros.

As anélises foram realizadas em um cromatografo de permeacdo em gel da marca
Viscotek (modelo GPC Max VE 2001), equipados com um detector refratométrico da marca

Viscotek (modelo VE 3580) e um conjunto de colunas lineares da marca Shodex (modelos KF-
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804L e KF-805L), com tamanhos maximos de poro de 1,5x10° e 5x10° A. O equipamento foi
calibrado com padrdes de poliestireno com massas molares na faixa de 5x10° a 1x10° Da.

Para a realizacdo da analise foram solubilizados 3 mg da amostra em 3 mL do solvente
tetrahidrofurano (THF). As analises foram realizadas a 40 °C, usando como fase modvel o

solvente THF, que mantido a uma vazéo constante de 1,0 mL/min.

As amostras analisadas por GPC foram o PMMA e as nanoparticulas poliméricas NP-
AVO e NP-BZ.

3.2.2.6  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para visualizacao
das superficies das nanoparticulas poliméricas obtidas. Para a realizacdo das andlises, as
amostras foram metalizadas com ouro. As analises foram realizadas no microscépio eletrénico
de varredura da marca JEOL Milestones (modelo 6460LV), equipado com filamento de
tungsténio e resolucdo de 10 nm, operando com tensdo maxima de 30 kV. O metalizador
utilizado foi o Emitech K550, sob uma taxa de deposicao de 50 nm/min e tamanho de particula

de 5 nm.

As amostras analisadas por MEV foram as nanoparticulas poliméricas NP-AVO e NP-
BZ.

3.2.2.7  Microscopia Eletronica de Transmissao - Criofratura

A anédlise de microscopia eletrénica de transmissdo, associada com a técnica de
criofratura, foi utilizada com o intuito de analisar a estrutura interna dos lipossomas obtidos, de
modo a confirmar a formac&o das lamelas. O procedimento basico na criofratura consiste em 4
etapas: (i) congelamento das células em nitrogénio liquido; (ii) fratura da amostra em uma
camara a vacuo; (iii) deposicédo de platina e carbono, formando o molde da superficie fraturada

(também chamado de réplica) e (iv) analise no microscopio eletrénico de transmissdo. As
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andlises foram realizadas por intermédio do preparador de amostras da marca LEICA (modelo
EMBAF060), pertencente ao Laboratério de Biotecnologia localizado no Instituto Nacional de
Metrologia e Qualidade (INMETRO), porém apenas uma amostra dos lipossomas foi analisada.
A amostra foi avaliada antes da etapa de filtracdo e apds a etapa de filtracdo.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao

A seguir, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para cada sistema
nanoestruturado estudado nesta dissertacdo. Os resultados sé&o apresentados e analisados

separadamente, para posterior comparagao.

4.1 Caracterizacéo dos Filtros Solares

Os filtros solares utilizados (avobenzona e benzofenona-3) foram previamente
caracterizados quanto a estabilidade térmica, a fim de assegurar que estes materiais poderiam
ser utilizados nas condi¢bes de reacdo, uma vez que as reagOes de polimerizacdo em
miniemulsdo ocorrem a 90 °C. Além disso, nesta sessao também séo apresentadas as curvas de
calibracdo de analise de UV para cada filtro solar. Essas curvas foram utilizadas para o calculo

da eficiéncia de encapsulamento dos sistemas nanoestruturados.

4.1.1 Estabilidade Térmica

O teste de estabilidade térmica foi realizado com o intuito de caracterizar os filtros
solares utilizados neste trabalho, de forma a garantir adequacao de utilizag&o nas condicdes de
reacoes.

As analises termogravimétricas (Figura 4.1 e Figura 4.2) apontam a degradacdo térmica
dos filtros solares a temperaturas bem superiores a 100 °C. Desta forma, a utilizacdo destes
ativos nas reacdes de polimerizagdo, conduzidas na temperatura maxima de reacéo de 90 °C

ndo parece comprometer a estabilidade dos filtros.
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Figura 4.2: Andlise termogravimétrica da benzofenona-3.

4.1.2 Curvas de Calibragdo

Como relatado na se¢éo 3.2.2.2, as curvas de calibragdo para cada filtro solar devem ser
previamente construidas, para permitir o célculo das eficiéncias de encapsulamento. Como

mostrado adiante, ambas as calibracbes obtiveram coeficientes de correlacdo elevados,
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garantindo a credibilidade do ajuste realizado. Em ambos 0s casos, o0 comportamento da curva
de calibracdo € essencialmente linear, resultando em coeficientes de correlacdo superiores a
0,9950, caracterizando a forte correlagdo das medidas efetivadas. De modo geral, os erros da
analise foram pequenos para ambos os filtros solares, indicando a alta reprodutibilidade da

analise.

y = 93,488x + 0,0294
R? = 0,9979

Absorbancia (A)

0,00 T T T 1
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020

Concentracgdo (g/L)

Figura 4.3: Curva de calibracédo do filtro solar avobenzona, usando etanol como solvente.
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Figura 4.4: Curva de calibrag&o do filtro solar benzofenona-3, usando etanol como solvente.
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4.2 Lipossomas Multilamelares

A preparacdo dos lipossomas multilamelares seguiu o procedimento descrito no
Capitulo 111, em que foram variados o filtro solar a ser encapsulado e o tempo da etapa de

hidratagdo. A Tabela 4.1 apresenta os diferentes materiais sintetizados.

Vale ressaltar que a temperatura do banho no rota-evaporador utilizada foi de 55 °C, a
fim de atingir a temperatura de transicdo de fase da fosfatidilcolina. Nessa temperatura,
BRAGA (2010) acredita que as bicamadas apresentem maior flexibilidade, o que resultaria em

maior incorporacdo do ativo cosmético.

Tabela 4.1: Relacao dos lipossomas multilamelares preparados.

Materiais Filtro Solar  Tempo de Hidratacéao (h)
LIPO 01 Nenhum 24
LIPO 02 Nenhum 48
LIPO 03 Nenhum 72
LIPO 04 Nenhum 96

LIPO-AVO 01 AVO 24
LIPO-AVO 02 AVO 48
LIPO-AVO 03 AVO 72
LIPO-AVO 04 AVO 96
LIPO-BZ 01 BZ 24
LIPO-BZ 02 BZ 48
LIPO-BZ 03 BZ 72
LIPO-BZ 04 BZ 96

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos das analises de caracterizagdo e

avaliacdo dos lipossomas multilamelares preparados.

53



4.2.1 Eficiéncia de Encapsulamento

Os lipossomas multilamelares sdo estruturas conhecidas pela ampla faixa de tamanhos
das vesiculas (BHAI et al., 2012; MUFAMADI et al., 2011). Por esse motivo, etapas adicionais
para homogeneizagéo séo requeridas durante a preparacdo dos lipossomas. Para conhecimento
da influéncia dessas etapas na qualidade do “produto final”, aliquotas foram retiradas e
analisadas quanto a eficiéncia de encapsulamento ao final de cada etapa. Vale ressaltar que em
teoria, os calculos referentes as etapas de homogeneizagédo (‘apos filtrar’ e ‘apds coluna G-50)
nos fornece resultados de rendimento, mas de forma a facilitar o entendimento e a comparacéao

ao longo do processo optou-se por nomea-los também como eficiéncia de encapsulamento.

Para o calculo do teor de filtro solar encapsulado, utilizou-se as curvas de calibracdo
obtidas anteriormente (Figura 4.3 e Figura 4.4). Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
4.2. Para ratificar que a medicdo da absorbancia estava relacionada apenas ao filtro, ndo sendo
influenciada por interposicdo de outro componente, a analise também foi realizada para o
lipossoma puro, preparado sem ativos. No entanto, ndo foi detectada qualquer absorbancia
significativa nos comprimentos de onda utilizados para a analise. Os espectros referentes aos

lipossomas puros encontram-se no Apéndice B.

Tabela 4.2: Eficiéncia de encapsulamento dos filtros solares no processo de preparacao dos

lipossomas multilamelares.

Eficiéncia de Encapsulamento (%)

Amostras
Sem filtrar ~ Apos filtrar ~ Apds Coluna G-50
LIPO-AVO 01 80,69 35,51 18,92
LIPO-AVO 02 78,26 51,31 13,98
LIPO-AVO 03 113,90 67,96 50,39
LIPO-AVO 04 84,14 36,39 37,59
LIPO-BZ 01 92,5 86,86 82,03
LIPO-BZ 02 89,00 64,04 59,65
LIPO-BZ 03 83,79 53,90 55,54
LIPO-BZ 04 95,39 68,84 49,58
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Como é possivel observar, a inclusdo das etapas de separacdo e homogeneizagdo afeta
diretamente a quantidade de filtro solar encapsulado. Isso ocorre porque parte dos lipossomas
ndo especificados € perdida nas operacdes de filtragem e de separacdo cromatografica. De
forma geral, a filtracdo com as membranas de policarbonato € responsavel pela perda maxima
de quase 50 % ativo cosmético inicialmente encapsulado, indicando o encapsulamento em
lipossomas excessivamente grandes. A passagem pela coluna de gel Sephadex® G-50 resulta
na perda maxima de aproximadamente 20 % do ativo cosmético, encapsulada nas fracdes

descartadas durante o fracionamento.

Resultados similares foram obtidos por HENRIQUES (2008), que preparou
formulacbes lipossomais contendo os filtros solares avobenzona e 3,4-metilbenzilideno
canfora. Ao trabalhar com uma concentracdo de 8,4 mM do filtro AVO (préxima a utilizada na
presente dissertacdo), o autor deparou-se com uma perda total de 40 % do ativo. Por isso, 0
autor preferiu reduzir a concentracdo do ativo para 6,3 mM. Nesta concentracdo, a perda do
ativo foi de aproximadamente 9 %, apresentando no final do processo cerca de 77,8 % do total
de fosfolipidios para 88,3 % do total de filtro solar. Para o outro filtro solar em estudo,
HENRIQUES obteve melhores resultados na concentracdo de 8,4 mM, que apresentou

proporcao de 78,5 % de fosfolipidios e 74,2 % de filtro solar.

Baseado nos resultados obtidos, verifica-se que as perdas dos ativos no processo de
separacdo dos lipossomas podem ser muito expressivas, particularmente se houver o interesse

de controlar a homogeneizacao das nanoparticulas preparadas.

Curiosamente, observa-se que os lipossomas preparados com o filtro solar BZ
apresentaram eficiéncias consistentemente maiores que os preparados com o filtro solar AVO.
A amostra LIPO-BZ 01 exibiu comportamento diferenciado, apresentando perdas pouco
significantes frente as demais amostras. Ao final do processo de homogeneizacéo, esta amostra
foi a que obteve maior teor de BZ incorporado, proximo a 82 %. Portanto, parece claro que a
eficiéncia de encapsulamento depende das caracteristicas do ativo encapsulado. Como ambos
os filtros sdo insolGveis em agua, parece claro que o processo de encapsulamento é regulado

pela interacdo com o fosfolipidio e o colesterol.
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VERMURI et al. (1995) acredita que a etapa de hidratacdo é a etapa determinante para
0 aumento da incorporagdo dos ativos nas vesiculas. Por isso, nesta dissertacdo optou-se por
avaliar a influéncia do tempo de hidratacdo na eficiéncia de encapsulamento. No entanto, como
mostrado na Tabela 4.2, os resultados ndo mostraram nenhuma relag@o consistente entre esses
parametros. Resultado similar também foi encontrado por SANTOS (2007), quando trabalhou
com BZ na mesma concentragdo. Porém ao reduzir a concentragdo do filtro solar para 7,0 mM,
a influéncia do tempo de hidratacdo foi perceptivel, resultando em um aumento de
aproximadamente 36 % na eficiéncia de encapsulamento. No caso estudado, a eficiéncia de
encapsulamento de benzofenona-3 parece cair com o tempo de hidratacdo, antes e apos a
aplicacdo dos processos de separacao.

4.2.2 Distribuicdo de Tamanhos de Particula

As anélises de distribuicdo de tamanhos de particulas dos lipossomas (LIPO, LIPO-
AVO e LIPO-BZ) foram obtidas com o auxilio da técnica de espalhamento de luz. A fim de
avaliar a estabilidade destes sistemas nanoestruturados, as andlises foram realizadas
semanalmente, tendo inicio logo apds as etapas de homogeneizagdo. Os resultados estdo
apresentados na Figuras 4.5, 4.6 e 4.7.

Como pode ser visto na Figura 4.5, os lipossomas apresentaram largas distribuicdes de
tamanho e baixa estabilidade, sendo visualmente aparente a mudanca das distribuicdes de
tamanhos de particula ao longo das semanas. A unica exce¢do foi a amostra ‘LIPO 01°, que
apresentou maior similaridade entre as distribui¢6es, indicando que o tempo de hidrata¢éo pode
afetar a estabilidade dos lipossomas. Apesar da formacdo de um segundo pico nas amostras
‘LIPO 02’ e ‘LIPO 04°, é relevante observar que as distribui¢des iniciais de tamanhos foram
sempre muito similares, ilustrando a eficiéncia e relevancia das etapas de filtracdo e
homogeneizagdo para o preparo dos lipossomas. A Tabela 4.3 ilustra os tamanhos médios dos

lipossomas puros, confirmando a baixa estabilidade dessas estruturas.
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Figura 4.5: Efeito do tempo de hidratacdo na analise das distribui¢des de tamanho de particulas dos lipossomas.
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Figura 4.6: Efeito do tempo de hidratacdo na analise das distribui¢des de tamanho de particulas dos lipossomas carregados com AVO.
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Figura 4.7: Efeito do tempo de hidratacdo na analise das distribui¢des de tamanho de particulas dos lipossomas carregados com BZ.
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Tabela 4.3: Tamanhos médios dos lipossomas.

Diametro Médio (nm)

Amostras
t=0 Apo6slsemana Apo0s 2 semanas
LIPO 01 960,44 1052,97 1060,10
LIPO 02 1684,99 837,03 1924,68
LIPO03  1058,26 1811,04 2093,46
LIPO 04 1490,75 1721,75 1196,35

Tabela 4.4: Tamanhos médios dos lipossomas carregados com avobenzona e benzofenona-3.

Diametro Medio (nm)

Amostras
t=0 Apdslsemana ApoOs 2 semanas
LIPO-AVO 01 171,11 114,78 310,15
LIPO-AVO 02 182,01 140,61 256,87
LIPO-AVO 03 1031,14 140,33 2063,30
LIPO-AVO 04 168,50 147,27 582,48
LIPO-BZ01  1072,07 1113,83 1171,59
LIPO-BZ02  2006,54 1518,49 1714,88
LIPO-BZ 03 908,40 908,81 1145,45
LIPO-BZ04  3026,56 1997,15 1460,71

As Figuras 4.6 e 4.7 mostram a influéncia da incorporacdo dos ativos lipofilicos na
estabilidade das nanoestruturas. Nota-se que a presenca da avobenzona provocou uma maior
instabilidade ao sistema. A benzofenona-3 também resultou na instabilidade das vesiculas; no
entanto, é claramente perceptivel que esse comportamento ndo foi tdo drastico quanto no caso
da avobenzona. Estes resultados mostram a influéncia do ativo a ser encapsulado na estabilidade
das vesiculas lipossdmicas. De forma similar a observada anteriormente, embora as

distribuigOes iniciais sejam similares, parece claro que o tempo de hidratacdo exerce efeito
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deletério sobre a estabilidade dos lipossomas. Esse aspecto ndo foi estudado com detalhes em
trabalhos anteriores, parecendo ser conveniente ndo fazer a hidratagéo por mais de 24 h.

Os resultados obtidos mostram uma vez mais que a interacao do ativo com o fosfolipidio
pode afetar sobremaneira propriedades do produto obtido. Apesar de encapsulado de forma
menos eficiente, a avobenzona exerce efeito mais marcante sobre a estabilidade dos lipossomas,

0 que provavelmente indica o desarranjo da estrutura lipossomal pela avobenzona.

Como mostrado na Tabela 4.4, os lipossomas carregados com avobenzona apresentaram
tamanhos médios menores o que pode estar relacionado com a menor eficiéncia de
encapsulamento, resultando em vesiculas menores. No caso dos lipossomas com benzofenona-
3, que apresentaram eficiéncias de encapsulamento melhores, a tabela indica a formacao de

particulas maiores, com tamanhos superiores ao indicado para a aplicacdo transdérmica.

4.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissdo (Criofratura)

A microscopia eletronica de transmissao associada com a técnica de criofratura permitiu
uma avaliacao visual mais detalhada das vesiculas, possibilitando a investigacdo da estrutura
interna dos lipossomas. Além disso, foi possivel avaliar por imagens a distribuicdo de tamanhos
das vesiculas. As imagens obtidas estdo mostradas nas Figuras 4.8 e 4.9.

Na Figura 4.8-A é possivel visualizar que, antes da etapa de filtracdo, os lipossomas
apresentavam uma ampla variedade de tamanhos de vesiculas. Verifica-se também a formacéo
de estruturas esféricas, como relatado na literatura (AKBARZADEH et al., 2013; TORCHILIN
et al., 2005). Visualizando uma unica vesicula (Figura 4.8-B e C), confirma-se a existéncia de
maultiplas lamelas, caracterizando a concepcdo de lipossomas multilamelares, como desejado
(BHAI et al., 2012). A Figura 4.9 ilustra a mudanca na distribuicdo de tamanhos na amostra
apos a etapa de filtracdo. Pode-se perceber a predominancia de vesiculas menores, em fungéo

do fracionamento da mistura.

A partir da Figura 4.8, pode-se especular que o tempo de hidratagéo exerce um efeito na

camada multilamelar que compde as paredes do lipossoma. Parece claro que as paredes

61



lipossomais sdo formadas por multiplas camadas lipidicas, que talvez fiqguem menos espessas
com o aumento do tempo de hidratacdo. Isso também pode justificar a queda da eficiéncia de
encapsulamento com o tempo de hidratacéo, dado que particulas de tamanho similar poderiam
ter paredes lipidicas de espessuras distintas. Essas especulacdes devem ser avaliadas no futuro

por estudos detalhados de microscopia.

p———— 100 nm

Figura 4.8: Imagens obtidas a partir de anélises de microscopia eletrénica de transmissao
com criofratura do lipossoma antes da etapa de filtracdo, sendo (A) uma visdo geral da

amostra e (B e C) a visdo de uma Unica vesicula.
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Figura 4.9: Imagens obtidas a partir de analises de microscopia eletronica de transmissao

com criofratura do lipossoma uma semana depois de realizada a etapa de filtracdo.

4.3 Nanoemulsdo de Quitosana

A preparacdo das nanoemulsdes a base de quitosana seguiram o procedimento descrito
no Capitulo 11, baseado no trabalho de COUTINHO (2004). Vale ressaltar que o autor utilizou
em seu trabalho diversos filtros solares (solidos e liquidos) em conjunto, obtendo uma mistura
homogénea ap06s o0 aquecimento e continua agitacdo. No entanto, na presente dissertacdo 0s
filtros solares escolhidos séo sélidos; por isso, optou-se por realizar os experimentos de forma
exploratoria, sem que fosse seguido um plano experimental previamente definido.

Por conta dos resultados obtidos e mostrados adiante, somente as nanoemulsées
contendo avobenzona foram preparadas. Na Tabela 4.5 sdo listadas as amostras preparadas ao
longo do trabalho. O experimento inicial (NE-AVO 1° teste) foi realizado segundo a receita
experimental descrita na Tabela 3.2, porém, esta nanoemulsdo mostrou-se instavel, ocorrendo

separagdo de fases pouco tempo do preparo (Figura 4.10).
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Tabela 4.5: Relagdo das nanoemulsdes preparadas.

Amostras Avobenzona (%) Observacao
NE-AVO 1° teste 15% -
NE-AVO 2° teste 10 % -

Fase Oleosa:
NE-AVO 3° teste 10 % 5 % de Avobenzona

5 % de Oleo de Milho

Figura 4.10: Andlise visual da amostra NE-AVO 1° teste: (A) imediatamente apds o preparo;

(B) ap6s 15 minutos em repouso.

A andlise de distribuicdo de tamanhos, por meio da técnica de espalhamento de luz, foi
realizada logo ap0s o preparo da nanoemulsao, enquanto ainda apresentava aspecto homogéneo,
como indicado na Figura 4.11. Percebe-se que a nanoemulsdo apresentou tamanhos de particula
elevados, apesar da distribuicdo estreita. Por uma questdo pratica, os sistemas nanoestruturados
para encapsulamento de filtro solar devem apresentar tamanhos de particulas na faixa de 100 a

300 nm, de maneira que as particulas preparadas parecem inapropriadas para esse fim. Como
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ocorreu a separacao de fases, ndo foi possivel realizar a analise de distribuicdo de tamanhos ao

longo do tempo.

30,0

0,0
0,1 1 10 100 1000 10000

Tamanho (nm)

Figura 4.11: Analise de distribui¢do de tamanhos de particula para a amostra NE-AVO 1°

teste imediatamente ap4s o preparo.

Diante da instabilidade observada no primeiro teste da nanoemulsao, no teste seguinte
optou-se por reduzir a concentracdo de filtro solar para 10 % em relacdo ao total. No entanto, a
nanoemulsdo continuou apresentando 0 mesmo comportamento instavel, ilustrado na Figura
4.12. A andlise de distribuicdo de tamanhos de particula novamente foi realizada enquanto o
produto ainda apresentava aspecto homogéneo. Como ilustrado na Figura 4.13, a reducdo da
fase oleosa resultou na diminuicdo do tamanho médio da particula. A despeito disso, a
distribuicdo obtida era multimodal, com dispersdo de tamanhos muito larga e inadequada para

aplicacdo pretendida.
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Figura 4.12: Analise visual da amostra NE-AVO 2° teste: (A) imediatamente ap0s 0 preparo;

(B) ap6s 60 minutos em repouso.
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Figura 4.13: Andlise de distribuicdo de tamanhos de particula para amostra NE-AVO 2°

teste, imediatamente apds o preparo.
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Com o intuito de obter uma fase oleosa similar a obtida no trabalho de COUTINHO
(2014) (ou seja, uma mistura oleosa homogénea liquida), no terceiro teste examinou-se a
utilizacdo de um dleo vegetal como um componente adicional da fase oleosa. Os 6leos sdo
componentes bastante utilizados em formulagbes cosméticas para a pele, por causa da
conhecida capacidade de hidratacéo do tecido. Por conta da natureza hidrofdbica, os 6leos se
caracterizam pela afinidade com os lipidios presentes no estrato corneo, proporcionando uma
melhor funcéo de barreira (STAMATAS et al., 2008). O ¢6leo utilizado no terceiro teste foi o
oleo de milho, que apresenta uma elevada capacidade antioxidante. Além disso, exibe protecédo
contra a radiagdo UVB (NGUYEN et al., 2013).

Dessa forma, a fase oleosa da amostra ‘NE-AVO 3° teste’ foi composta pelo filtro solar
avobenzona e pelo 6leo vegetal, numa relacdo de 1:1 (como mostrado na Tabela 4.5). Como
era esperado, a presenca do 6leo vegetal tornou a nanoemulséo mais fluida, frente as amostras
anteriormente preparadas. A analise de distribuicdo de tamanhos, ilustrada na Figura 4.14,
mostra que este terceiro teste resultou em uma nanoemulsdo de tamanhos médios menores.
Acredita-se que a fluidez, causada pela adicdo do Gleo a receita, facilite o cisalhamento das
gotas pelo sonicador, resultando em nanoemulsdes com tamanhos menores. No entanto, apesar
da presenca do dleo de milho aumentar o tempo que o sistema permanece homogéneo, ndo foi
o suficiente para tornar a nanoemulsao estavel, como ilustrado na Figura 4.15. Além disso,
observou-se uma vez mais a formacdo de uma distribuicdo de tamanhos larga, com picos
posicionados nas proximidades de 20 nm, 80 nm e 800 nm, o que é totalmente inapropriado

para a aplicacdo pretendida.
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Figura 4.14: Andlise de distribuicdo de tamanhos de particula para amostra NE-AVO 3°

teste, imediatamente apds o preparo.

Figura 4.15: Analise visual da amostra NE-AVO 3° teste: (A) imediatamente ap0s o preparo;

(B) apds 3 horas em repouso.
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A Figura 4.16 ilustra claramente a diferenga na estabilidade das nanoemulsdes obtidas,
quando se utiliza o 6leo vegetal na composi¢do. A auséncia do 6leo vegetal nos primeiros testes
resulta no inicio da sedimentacdo em apenas 10 minutos apds o término do preparo. Em
contrapartida, no terceiro teste realizado, a separacdo de fases sé foi observada depois de 3
horas.

t=0 t=10 min t =20 min t =60 min

Figura 4.16: Analise visual comparativa entre as amostras NE-AVO 2° teste (imagens

superiores) e NE-AVO 3° teste (imagens inferiores) ao longo do tempo.
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Como exposto anteriormente, a analise de distribui¢do de tamanhos ndo foi realizada ao
longo do tempo por conta da instabilidade das amostras. Para fins de avaliagéo da influéncia do
Oleo sobre a evolucdo das distribuicbes de tamanho, submeteu-se as amostras a vigorosa
agitacdo antes da realizacao das analises apos diferentes tempos de preparo, com o intuito de
verificar a integridade das particulas na fase precipitada. Como observado na Figura 4.17, os
sistemas ndo apresentaram estabilidade em relacdo a distribuicdo de tamanhos de particula, o
que ja poderia ser esperado por conta do processo de separacdo de fases. Portanto, é possivel

inferir que o sistema particulado ndo se mantém integro apos o processo de separacao das fases.
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Figura 4.17: Analise comparativa da evolucao das distribuicdes de tamanho de particula das
amostras NE-AVO 2° teste e 3° teste, ap0s agitacao.
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E muito importante enfatizar que um grande inconveniente no preparo das
nanoemulsdes, quando se utiliza o sonicador, € o superaquecimento das amostras. Por isso, é
de suma importancia a utilizacdo de um banho de gelo. A fim de registrar o aquecimento a que
as nanoemulsdes estdo sujeitas, nanoemulsdes similares ao 2° e 3° teste foram preparadas sem
0 uso do banho de gelo no sonicador, medindo-se a temperatura a cada 5 minutos durante o
trabalho de dispersdo. A Figura 4.18 confirma o aquecimento excessivo imposto as
nanoemulsdes, ja que as amostras chegam a atingir temperaturas proximas a 90 °C. Isso indica
que o consumo e dissipacao de energia no sistema sdo muito grandes para a dispersao das gotas.
A despeito disso, a estabilidade do produto final é baixa e a distribuicdo de tamanhos de

particula é larga. Isso também indica possiveis problemas para escalonamento do processo.
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O‘) \
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Figura 4.18: Curva de aquecimento das nanoemuls6es durante a etapa de dispersdo sem o uso

do banho de gelo.

Deve-se ressaltar que estudos de otimizacdo poderiam ser realizados para otimizacao da
receita, embora 15 % (% m/m) de agentes tensoativos sejam ja usados, sem sucesso, para

manutencdo da estabilidade da nanoemulsé&o.

E importante enfatizar que estudos realizados com benzofenona-3 ndo resultaram em

formacéo eficiente da nanoemuls&o e ndo sdo apresentados.
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4.4 Nanoparticulas Poliméricas de PMMA

As reacdes de polimerizacdo conduzidas para a preparacdo de nanoparticulas de PMMA
foram regidas segundo o procedimento experimental descrito no Capitulo 11l. A Tabela 4.6
indica as nanoparticulas preparadas. Ao contrario das nanoemulsBes, ndao foi observado
qualquer indicio de separacdo de fases ao longo de todo o trabalho. Estudos realizados por
FONSECA (2012) e LORCA (2012) indicam que essas emulsdes podem ser armazenadas em

repouso de forma estavel por pelo menos 6 meses na temperatura ambiente

Tabela 4.6: Relacdo das nanoparticulas poliméricas preparadas.

Amostras Filtro Solar
PMMA Nenhum

NP-AVO Avobenzona
NP-BZ Benzofenona-3

Com o intuito de ajustar o diametro final das nanoparticulas poliméricas para a faixa de
interesse, as reacfes conduzidas para obtencdo das amostras NP-AVO e NP-BZ foram
realizadas com uma carga de 10 % (% m/m) PMMA, em relacdo ao mondmero, na dispersao.
Essa metodologia também foi utilizada por LORCA (2012). Dessa forma, primeiramente foi
realizada a reacdo para a obtencdo de PMMA puro, ou seja, os filtros solares ndo foram
utilizados nesta reacdo. O PMMA foi obtido com massa molar numérica média de 5,19.10° Da
e massa molar ponderal média de 8,25.10° Da, tendo o indice de polidisperséo igual a 1,590;

sendo entdo utilizado nas reagdes seguintes para obtencao das amostras ‘NP-AVO’ e ‘NP-BZ’.

Adiante estdo listados os resultados das analises de caracterizacdo das nanoparticulas
obtidas.
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4.4.1 Distribuicdo de Tamanhos de Particulas

As analises de distribuicdo de tamanhos de particulas foram realizadas por meio da
técnica de espalhamento de luz, no ZetaSizer. Assim como nos demais sistemas
nanoestruturados, a analise foi realizada ao longo do periodo de duas semanas com o objetivo
de avaliar a estabilidade das nanoparticulas. Como ilustrado na Figura 4.19 e Figura 4.20, as
nanoparticulas poliméricas carregadas com avobenzona ou benzofenona-3 apresentaram grande
estabilidade ao longo do tempo, sem que apresentassem qualquer diferenca significativa da
distribuicdo de tamanhos. Ademais, as distribuicBes de tamanhos de particulas sdo também

relativamente estreitas e monomodais.

Essa propriedade é de fundamental importancia e é devida a estabilidade dimensional
da particula de PMMA, que é solida e ndo quebra para formar particulas menores, nem coalesce,
para formar particulas maiores. Além disso, as amostras NP-AVO e NP-BZ apresentaram
tamanhos médios (cerca de 95 nm e 50 nm, respectivamente) superiores ao tamanho médio da
carga de polimero PMMA adicionado inicialmente (cerca de 43 nm), indicando que a adicao
do polimero foi eficiente em controlar o tamanho das nanoparticulas. No entanto, observa-se
que o tamanho atingido ainda ndo estd na faixa desejada entre 100-300 nm para formulacGes
fotoprotetoras, o que pode ser facilmente resolvido trabalhando-se com maiores cargas de
polimero. Tal fato foi confirmado por LORCA (2012) que mostrou que as distribuicfes de
tamanhos de particulas dependem pouco do ativo encapsulado, ja que a viscosidade do meio na
etapa de dispersdo é controlada pela carga de PMMA. Isso torna o projeto das particulas mais

simples e menos sensivel ao ativo adicionado ao meio.

Ressalta-se ainda que LORCA (2012) ndo detectou diferencas nas analises de conversdo
diante da presenca dos ativos cosméticos nas nanoparticulas poliméricas, obtendo ao final
conversdes proximas a 100 %, confirmando a pouca influéncia do ativo no desempenho destes

sistemas.
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Figura 4.19: Distribuicdo de tamanhos de particula para a nanoparticula NP-AVO ao longo

do tempo.
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Figura 4.20: Distribuicao de tamanhos de particula para a nanoparticula NP-BZ ao longo do

tempo.

4.4.2 Eficiéncia de Encapsulamento

O célculo do teor de filtro solar incorporado foi realizado com auxilio do
espectrofotometro UV-VIS, utilizando as curvas de calibracdo previamente apresentadas na
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secdo 4.1.2 (Figuras 4.3 e 4.4). A anélise foi feita em duplicata e os resultados obtidos estdo
listados na Tabela 4.7. Os resultados indicam uma elevada eficiéncia de encapsulamento, o que
ja era esperado por conta da alta lipofilicidade dos filtros solares utilizados. Dessa forma, como
os ativos sdo completamente dissolvidos no mondémero (MMA), evita-se que haja migracao dos
mesmos para a fase aquosa. Para confirmar que a medigédo da absorbancia estava relacionada
apenas ao filtro solar, ndo sendo afetada por interferéncia de outro componente, a analise
também foi realizada para a nanoparticula pura, preparada sem ativos. Porém, ndo foi detectada
qualquer absorbancia significativa nos comprimentos de onda utilizados para a anélise (vide
Apéndice B).

Esses resultados comprovam a eficiéncia expressiva do encapsulamento, quando
comparada aos resultados anteriores, em particular quando se observa que as particulas foram
carregadas com 30 % (% m/m) de composto ativo, quantidade significativamente maior que
nos casos anteriores. E provavel que valores proximos de 100 % sejam obtidos, caso se
minimizem as perdas na etapa de disperséo e de manipulacéo da emulséo, dado que os ativos
sdo insoltveis em dgua. Como nos casos anteriores, 0 encapsulamento de benzofenona-3 € mais

efetivo.

Tabela 4.7: Eficiéncia de encapsulamento dos ativos nas nanoparticulas poliméricas.

Amostras Eficiéncia de
Encapsulamento (%)

NP-AVO 83,47 £ 5,46

NP-BZ 107,87 £ 7,08

4.4.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Com base nas andlises de DSC, as nanoparticulas poliméricas produzidas foram
caracterizadas quanto a temperatura de transi¢do vitrea. Obtiveram-se também as temperaturas
de fusdo dos filtros solares. Como indicado na Figura 4.21, os filtros solares avobenzona e

benzofenona-3 apresentaram ponto de fusdo em torno de 80 °C e 52 °C, respectivamente,
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estando proximo ao reportado pela literatura (LORCA, 2012). Além disso, a Figura 4.21 mostra
a presenca de outros picos, a baixas temperaturas, possivelmente relacionados a mudangas da

forma cristalina da fase solida, e a altas temperaturas, relacionados a degradacao dos filtros.

Com base nos termogramas das nanoparticulas carregadas com os filtros solares (Figura
4.22), a amostra NP-AVO ndo indicou a transicdo endotérmica caracteristica da fusdo da
avobenzona, demonstrando que o filtro solar ndo formou uma fase cristalina distinta e que esta
dissolvido na matriz polimérica, evidenciando a existéncia da afinidade entre o ativo cosmético
e 0 PMMA. Resultados similares foram obtidos por LORCA (2012), FONSECA (2012) e
MAINARDES et al. (2006). Contudo, na amostra NP-BZ, um pequeno pico em torno de 90 °C
pode ser observado, sugerindo que a benzofenona pode ndo estar completamente dissolvida na
matriz polimérica. O deslocamento do pico caracteristico da fusdo da benzofenona-3 de 50 °C
para 90 °C pode indicar a formagdo de estruturas conjugadas a matriz de PMMA ou
simplesmente refletir o atraso do aquecimento da matriz polimérica, ja que o polimero é mau

condutor de calor.
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Figura 4.21: Termogramas de DSC dos filtros solares avobenzona e benzofenona-3.
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Figura 4.22: Termogramas de DSC das amostras PMMA, NP-AVO e NP-BZ.

4.4.4 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

As analises de GPC foram feitas usando THF como fase movel, para obter informacdes
sobre as propriedades moleculares das nanoparticulas poliméricas produzidas. Na Figura 4.23,
sdo apresentadas as distribuicfes de massas molares das nanoparticulas e também, a nivel de
comparacdo, da amostra de PMMA produzidas sem 0s compostos ativos. Percebe-se que a
distribuicdo de massas molares da amostra NP-BZ é muito semelhante a do PMMA, indicando
que o encapsulamento deste filtro solar ndo afetou as massas molares significativamente. 1sso
sugere a inexisténcia de qualquer efeito significativo da benzofenona-3 sobre a cinética da
reacdo. Em contrapartida, a amostra NP-AVO exibiu uma distribui¢cdo mais larga e deslocada
para massas molares mais elevadas. Nesse caso, 0s resultados parecem indicar que o filtro solar
AVO pode afetar o comportamento cinético da reagdo, como também foi indicado por
OLIVEIRA et al. (2012). Os autores observaram que os multiplos grupos funcionais presentes

nos compostos bioativos podem participar da reacdo inibindo as taxas de polimerizacdo ou
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atuando como agentes de transferéncia de cadeia ou de reticulagdo. Em todos os casos,
observam-se mudangas nas distribui¢cdes de massas molares dos produtos obtidos.
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Figura 4.23: DistribuicGes de massas molares das amostras PMMA, NP-AVO e NP-BZ.

A Tabela 4.8 apresenta as massas molares ponderais médias (Mn e Mw) das
nanoparticulas produzidas e do PMMA, assim como os respectivos indices de polidisperséo.
Pode-se notar que a amostra NP-BZ exibe massas molares ponderais médias (Mn e Mw)
semelhantes as do polimero PMMA produzido na auséncia do ativo. Contudo, no que diz
respeito a amostra NP-AVO, apesar de apresentar Mn ndo muito alterado, caracteriza-se pela
massa molar ponderal média (Mw) maior em comparacao as outras amostras, confirmando as
observacdes feitas em relacdo as distribuicdes de massas molares. Do ponto de vista prético,
contudo, o produto polimérico é pouco afetado pela presenca dos compostos ativos, ja que as

mudancas observadas ndo afetam o desempenho do produto final.

Tabela 4.8: Massas molares médias e indices de polidispersdo das nanoparticulas.

Amostras Mn (Da) Mw (Da) IP (Mw/Mn)
PMMA 5,19E+05 8,25E+05 1,590

NP-AVO 4,36E+05 1,04E+06 2,378
NP-BZ 5,89E+05 8,30E+05 1,409
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4.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As nanoparticulas obtidas ao final de cada uma das reacdes foram analisadas por
microscopia eletronica de varredura para caracterizacdo morfologica, e avaliar se as particulas
apresentavam em escala nanométrica. As imagens obtidas pela técnica de MEV (Figura 4.24 e
Figura 4.25) confirmam a formacdo de particulas esféricas com distribui¢bes de tamanhos

relativamente homogéneos.

15k 55, 808 B. Zrm CERPE

Figura 4.24: Micrografia da amostra NP-AVO.
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Figura 4.25: Micrografia da amostra NP-BZ.

4.5 Estudo Comparativo

Diante dos resultados apresentados nesta dissertacdo, € possivel delimitar vantagens e
desvantagens das técnicas de encapsulamento estudadas e assim obter uma anélise comparativa
dos processos de nanoencapsulamento mais utilizados na literatura para os filtros solares. No
que diz respeito aos reagentes utilizados para o preparo dos sistemas, 0s lipossomas apresentam
o0 inconveniente do uso de solventes organicos, como o cloroférmio. O alto risco a saude e ao
meio ambiente relacionado ao manuseio deste tipo de reagente, além das dificuldades de
descarte, mostra uma grande desvantagem para os lipossomas (GORINI et al., 2014; SILVA et
al., 2005).

Os lipossomas também apresentam pontos negativos relacionados ao procedimento
experimental, ja que requerem etapas extras para a homogeneizacdo e fracionamento das
vesiculas. Alem disso, estas etapas adicionais exibem custo elevado e baixa eficiéncia. Apesar

da maior facilidade no preparo, as nanoemulsfes também mostram desvantagens nesse quesito
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por requererem grande quantidade de tensoativos para o preparo. Como Vvisto anteriormente, a
quantidade utilizada de tensoativos ndo foi suficiente para estabilizar as nanoemulsdes.
Ademais, outra desvantagem que deve ser mencionada é a necessidade de alta energia de
cisalhamento pelo agente de dispersao, sendo de extrema importancia a utilizacdo do banho de
gelo para evitar o superaquecimento das nanoemulsdes, 0 que pode ser muito custoso para

aplicaces comerciais reais.

O sonicador ainda apresenta dificuldades no escalonamento e custos elevados, nao
sendo indicado para producgdes em larga escala (SCHORK et al., 2005). O homogeneizador de
alta pressdo por sua vez, utilizado no preparo das nanoparticulas poliméricas, € 0 mais

aconselhavel por atingir elevada homogeneidade do produto (LANDFESTER et al., 2004).

Do ponto de vista comercial, a estabilidade das nanoparticulas é de suma importancia e
deve ser levada em conta no que diz respeito ao tempo de prateleira. Com o0s resultados
mostrados neste capitulo, ficam claros os problemas de estabilidade apresentados pelos
lipossomas multilamelares e pelas nanoemulsdes, indicando grandes desvantagens para
aplicacbes comerciais. Além disso, 0s lipossomas mostraram-se mais instaveis diante da
presenca do composto ativo. Em contrapartida, as nanoparticulas poliméricas destacaram-se
pela alta estabilidade, sendo menos sensiveis a presenca do ativo. Ressalta-se também que o
controle de tamanho de particula é mais simples para as nanoparticulas poliméricas, sendo

realizado com o uso de um controlador de viscosidade.

Outro fator a ser avaliado para aplicacdes comerciais é o custo e por isso foi feita uma
analise preliminar dos precos dos reagentes e materiais utilizados na preparacdo de cada um
dos sistemas de encapsulamento. Para esta estimativa de custo, foi utilizado como base de dados
0s precos apresentados no sitio eletrénico da empresa Sigma Aldrich. Como pode ser visto na
Tabela 4.9, os lipossomas caracterizam-se pelo custo elevado dos reagentes e materiais (cerca
de R$ 4.230,00) devido principalmente as etapas adicionais de homogeneizacdo e
fracionamento. Por sua vez, as nanoemulsdes apresentam menor custo (cerca de R$ 890,00)
entre os sistemas aqui estudados e as nanoparticulas poliméricas mostram um custo total de
reagentes de cerca de R$ 1.240,00).
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Ao levar em conta a quantidade de reagentes utilizada nas receitas de cada um dos

sistemas, é possivel obter uma estimativa do custo para o preparo das formulagdes (Tabela

4.10). Analisando a Tabela 4.10, confirma-se o maior beneficio na utilizacdo das nanoparticulas

poliméricas, que mesmo nédo apresentando o0 menor custo dos reagentes, ao final obteve melhor

relacdo custo/beneficio quando comparada aos outros sistemas. Dessa forma, € evidente a

vantagem na utilizacao das nanoparticulas poliméricas para o encapsulamento de filtros solares.

Tabela 4.9: Estimativa de custo dos reagentes para 0s sistemas de nanoencapsulamento.

Reagentes e Materiais dos Lipossomas Multilamelares Preco
Cloroférmio (1 L) R$ 18,00
Fosfatidilcolina (100 g) R$ 1.175,40
Colesterol (100 g) R$ 426,00
Tris-hidroximetil amino (100 g) R$ 25,54
Membranas de Policarbonato (100 un) R$ 545,00
Suporte Filtragdo Swinex (1 un) R$ 188,00
Coluna PD-10 (50 un) R$ 733,70
Gel Sephadex G-50 (50 g) R$1.117,00

Total: R$ 4.228,64
Reagentes e Materiais das Nanoemulsdes Preco
Tween 80 (1 L) R$ 259,00
Span 80 (250 mL) R$ 218,00
Quitosana (50 g) R$ 269,00
Acido Glicdlico (1 L) R$ 140,00
Oleo de Milho (1 L) R$ 3,00
Total: R$ 889,00

Reagentes e Materiais das Nanoparticulas Poliméricas Preco
LSS (500 g) R$ 772,00
NaHCOs (500 g) R$ 124,00
MMA (1L) R$ 215,00
K2S20s (500 g) R$ 124,00

Total: R$ 1.235,00

Tabela 4.10: Estimativa do custo das formulagdes preparadas.

Sistema de Encapsulamento Custo da formulagao

Lipossomas Multilamelares R$ 8,78/mL
Nanoemulsdo de Quitosana R$ 0,59/g
Nanoparticulas Poliméricas R$ 0,08/g
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Capitulo V

Conclusoes

5.1 Conclusoes

Este trabalho permitiu comparar diferentes sistemas nanoestruturados para o
encapsulamento de filtros solares. Com base nos resultados apresentados, é possivel concluir
que o encapsulamento de ativos por meio de nanoparticulas poliméricas gera produtos mais
estaveis e processos mais eficientes, quando comparados aos demais sistemas aqui estudados,

a base de lipossomas e nanoemulsdes.

No que diz respeito as nanoemulsdes, apesar de ter sido empregada uma alta energia de
cisalhamento por meio de ultrassom, os resultados sugeriram que emulsdes estaveis nao foram
formadas, impondo desafios para a estocagem e manipulacéo desses produtos. Particularmente,
esses sistemas podem ser muito influenciados pela natureza dos componentes presentes na fase
oleosa. Este fato foi confirmado pela inclusdo do éleo vegetal na receita experimental, que

permitiu a formacdo de nanoemulsdes mais fluidas e estaveis por um periodo de tempo maior.

A metodologia experimental empregada para o preparo dos lipossomas mostrou-se
adequada para a formacdo das vesiculas multilamelares. Este procedimento, no entanto,
apresenta um grande inconveniente frente aos outros sistemas, por conta do uso de solventes
organicos agressivos, como o cloroférmio. As vesiculas lipossdmicas apresentaram tamanhos
médios superiores (na faixa de tamanho micrométrica) aos dos demais sistemas,
impossibilitando a utilizacdo direta para a aplicacao desejada e requerendo o fracionamento. A
analise da distribuicdo de tamanhos deste sistema ao longo do tempo indicou ainda um
comportamento instavel, uma vez que observaram-se diferencas significativas das distribuicGes
com o passar do tempo. Além disso, os resultados indicaram baixas eficiéncias de
encapsulamento (entre 15 a 50 %), resultante das etapas adicionais de homogeneizagédo e

fracionamento das vesiculas.
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Por outro lado, as nanoparticulas poliméricas de PMMA, produzidas via polimerizacdo
em miniemulsdo, apresentaram tamanho médio proximo ao apropriado para a aplicacdo
transdérmica (cerca de 70 nm). E importante ressaltar que o ajuste do tamanho pode ser feito
facilmente com a manipulacdo da viscosidade da fase oleosa. Ao contrario dos lipossomas e
das nanoemulsBes, as particulas mostraram-se estaveis durante todo o tempo de
acompanhamento das distribui¢fes de tamanhos. E com relacéo a eficiéncia de encapsulamento,

as nanoparticulas poliméricas se destacaram por exibir altos valores, proximos a 100 %.

Com o intuito de fazer uma comparacgéo preliminar dos custos de cada um dos sistemas
nanoestruturados, realizou-se um balango material dos pregos dos reagentes empregados no seu
preparo. Tal andlise sugeriu que as nanoparticulas poliméricas apresentam uma relacdo
custo/beneficio mais vantajosa (em torno de R$ 1.240,00) do que os lipossomas (cerca de R$
4.230,00) e as nanoemulsdes (cerca de R$ 890,00). Apesar de ndo serem levados em conta 0s
equipamentos utilizados, essa estimativa inicial ja destaca a vantagem no uso das nanoparticulas

poliméricas do ponto de vista comercial.

De uma forma geral, portanto, esse estudo indica que as técnicas de encapsulamento de
ativos em nanoparticulas poliméricas obtidas via polimerizacdo em miniemulsao apresentam
muitas vantagens competitivas para a utilizagdo como sistemas de incluséo de compostos

bioativos em geral e de filtros solares.

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Para trabalhos futuros, sugere-se que sejam feitos testes de liberacdo in vitro, assim
como testes de irritacdo dérmica, de forma a comparar a eficacia e a seguranca dos sistemas de

inclusdo aqui estudados.

Para as nanoemuls@es, recomenda-se que sejam testados a utilizagdo de outros filtros
solares lipofilicos (ou até mesmo uma mistura de diversos filtros), de maneira a confirmar e

entender a dependéncia da estabilidade com a composicéo da fase oleosa.
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Para as nanoparticulas poliméricas, indica-se que novas rea¢des de polimerizacao sejam
feitas, adicionando mais de um filtro solar a receita experimental, o que facilitaria o preparo das

formulacGes fotoprotetoras.

Diante dos resultados promissores, propde-se ainda que seja dado inicio aos testes de
escalonamento do processo de polimerizagdo das nanoparticulas poliméricas. Deve ser
observado que é necessario avaliar se as caracteristicas das formulagcdes se mantém constantes
na escala de producdo em relacdo as observadas em escala laboratorial. Além disso, estes
sistemas nanoestruturados devem ser avaliados para o encapsulamento de outros farmacos, e

gue ndo necessariamente sejam utilizados em aplicag¢fes transdérmicas.

No que diz respeito aos lipossomas, sugere-se avaliar a influéncia do tempo de
hidratacdo na espessura das paredes lipossémicas, o que pode explicar as baixas eficiéncias de
encapsulamento desses sistemas nanoestruturados. Além disso, avaliar a influéncia do pH no

desempenho desses sistemas.

Sugere-se 0 estudo de simulagdo molecular, para entender a interagdo quimica e fisica

do ativo cosmético com o0 meio que encapsula.
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Apéndice A

Espectros de absorcéo dos filtros solares
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Figura A.1: Espectro de absorgéo do filtro solar avobenzona.
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Figura A.2: Espectro de absorgao do filtro solar benzofenona-3.
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Apéndice B

Espectros de absorc¢do dos lipossomas puros e das nanoparticulas poliméricas puras.
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Figura B.1: Espectro de absorgéo da amostra LIPO 01.
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Figura B.2: Espectro de absor¢do da amostra LIPO 02.
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Figura B.3: Espectro de absor¢do da amostra LIPO 03.
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Figura B.4: Espectro de absor¢do da amostra LIPO 04.
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Figura B.5: Espectro de absorcdo das nanoparticulas poliméricas puras (PMMA).

600

102



