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Nunca se vence uma guerra lutando sozinho

Cé sabe que a gente precisa entrar em contato
Com toda essa forca contida e que vive guardada
O eco de suas palavras ndo repercutem em nada

E sempre mais facil achar que a culpa é do outro
Evita o aperto de mao de um possivel aliado, é...
Convence as paredes do quarto, e dorme trangiiilo
Sabendo no fundo do peito que nao era nada daquilo

Coragem, coragem, se o que vocé quer é aquilo que pensa e faz
Coragem, coragem, eu sei que vocé pode mais
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RESUMO
Nanocépsulas poliméricas (NC) foram descritas cama nova geragédo de veiculos
para bloqueadores solares. Um estudo anterior dg#manque a presenca de
monoestearato de sorbitano (MS) e polissorbatd®80)( ao invés de fosfatidilcolina
em suspensdes de nanocapsulas, conferiu uma noadmstfabilidade a quercetina
(QUE) e ao metoxicinamato de octila (OMC) co-enoégmos em funcdo do
espalhamento de luz de nanocépsulas, que agem f&ittraosolar fisico. Neste
trabalho, foram investigadas as bases fisico-qaBrdessas descobertas. Para alcancar
0 objetivo, o numero de particulas por volume @i)determinado por turbidimetria e
propriedades de espalhamento de luz das NC. An#lissica e microscopia Optica
também foram realizadas. Formulacbes de NC conte@dde e OMC foram
preparadas pelo método de deposicao interfacigbaliee-caprolactona, utilizando
dois diferentes sistemas de tensoativos: Epikufdfi (fosfatidilcolina) ou MS e P80.
As NC apresentaram adequados diametros, indiceslakspersao, potencial zeta e
pH. Formulacbes preparadas com QUE nado apresentdi@menca significativa
(P>0,05) para o N (particulas.@n curiosamente o valor de N p&m= particulas
preparadas com MS e P80 foi menor do que as padicpreparadas com
fosfatidilcolina (P<0,05), demonstrando que o dspalento de luz néo foi
consequéncia de um N maior. Através de espalhansmtiuz estatico (Razéo de
Rayleigh) e espalhamento miuiltiplo de luz (Turbisedfi) foi verificado que a
fotoestabilidade da QUE e do OMC foi relacionadaramaior espalhamento de luz
das suspensdes devido a natureza de seus comorfeaigalise térmica demonstrou
gue os tensoativos e a QUE nao interagem com agarestalina do PCL e que o MS
e o P80 propiciaram melhor estabilidade quimica,gde as NC que continham
Epikuron 178. Anélise microscépica mostrou nanocristais de Qia& formulagées
explicando a influéncia das QUE nas analises espmedpicas. Concluindo, NC
preparadas com MS e P80 sdo mais eficazes em aspalluz do que aquelas
preparadas com fosfatidilcolina.
Palavras-chave: nanocapsulas poliméricas, quercetina, metoxicit@ana octila,

tensoativos, espalhamento de luz, analise térmica.






ABSTRACT
Polymeric nanocapsules (NC) have been describ@dnasv generation of carriers for
UV blockers. A previous study demonstrated that pnesence of the stabilizers
sorbitan monostearate (SM) and polysorbate 80 (P&8@ad of phophatidylcholine in
nanocapsule suspensions caused a better photibgtabito-encapsulated quercetin
(QUE) and octyl methoxycinnamate (OMC) because log tight scattering of
nanocapsules, which, act as physical sunscreethisnwork, was investigated the
physicochemical basis of those findings. To redcd objective, the number of
particles per volumeN) was determined by turbidimetry and the light wratg
properties of the NC. Thermal analyses and optinatoscopy were also performed.
NC formulations containing OMC and QUE were prefdarg interfacial deposition of
poly(e-caprolactone) using two different surfactant syste Epikuron 179
(phosphatidylcholine) or SM and P80. The NC presgradequate mean diameters
polydispersity indexes, zeta potential and pH. Rdations prepared with QUE
showed similar (p>0.05N values (particld8m?®), interestingly theN value for
particles prepared with SM and P80 was smaller tharicles the prepared with
phosphatidylcholine (p<0.05), demonstrating tha¢ tight scattering was not a
consequence of a highlrin the suspension. Through static light scatte(Rayleigh
Ratio) and multiple light scattering (TurbiscanLgb&as found that the photostability
of QUE and OMC was related to a higher light scatteof suspensions due to the
nature of its components. Thermal analysis dematestrthat the surfactants and QUE
did not interact with the crystalline portion of P@nd that SM and P80 provided
better chemical stability for the NC containing Qtian Epikuron 178 Microscopy
analysis showed QUE nanocrystals in the formulatierplaining the influence of
QUE in the spectroscopic analyses. In conclusidd,pxepared with SM and P80 are
more effective in scatter the light than those pred with phosphatidylcholine.
Keywords: polymeric nanocapsules, quercetin, octylmethoxiamate, surfactants,

light scattering, thermal analysis.
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1. INTRODUCAO






Nas dUltimas décadas, a incidéncia de cancer de mmate aumentado
significativamente pelo mundo todo, passando asesiderada importante fator de
preocupacdo de saude publidemgerican Cancer Society2007; Ibrahim e Brown,
2008). Mesmo crescendo significativamente a in@@éde cancer de pele poderia ser
menor, uma vez que este € um dos tipos de cancer faelimente evitaveis
(American Cancer Society2007). Org&os publicos como Mational Institute of
Enviornmental Health SciencegNIEHS), tém procurado desenvolver acdes para
aumentar a protecdo solar das populagdes. Entee delstacam-se medidas para
despertar a consciéncia em medidas como a reda@apbsicao solar e de formas
comportamentais, que visem bloquear a penetraca@adiacédo ultra violeta (UV),
como a utilizacdo de roupas e a exposicdo a sontbmapapel de destaque nas
campanhas de conscientizacdo esta a utilizacaoodetqres solares pela populagéo
(Eide e Weinstock, 2006).

Baseado na capacidade de protecéao frente a radiBfBamas plantas, o uso de
flavondides na busca de efeitos antioxidantes vemds estudado (Harbone e
Williams, 2000). A quercetina é um flavonoide guamdnstrou potencial atividade
antioxidante na reducéo dos efeitos induzidos peldmcbes UVB quando utilizada
topicamente através de emulsdes (Casagrande ewdalbes, 2006).

Nas ultimas décadas, iniciou-se uma busca portégias que buscassem maior
protecdo contra as radiacdes solares, através alaeaidiltros solares quimicos e
fisicos, substancias capazes de absorver ou reflediacdo, respectivamente.

Administracdo tépica de nanocarreadores contenitimsfisolares quimicos

pode ser vantajosa em comparacdo com aos prodomyercionais em funcdo do



aumento da afinidade do filtro solar com o exti@imeo e da elevada capacidade de
carrear substancias extremamente lipofilicas (\Wissi Muller, 2002; Guterres e col.,
2007).

A estabilidade fisico-quimica € um fator fundamentaambito de formulacfes
farmacéuticas, em especial de sistemas mais receon@o oS nanoestruturados, visto
gue quanto maior a estabilidade, maior o poteralaplicabilidade no mercado
(Magenheim e Benita, 1991).

Nanoparticulas poliméricas tém sido extensamenteestigadas como
carreadores, gracas as suas propriedades de biattoiigade e biodegrabilidade.
(Schaffazick e col., 2003). Recentemente, foi pstgpama abordagem inédita de co-
encapsulamento de um antioxidante (quercetina) eume filtro solar quimico
(metoxicinamato de octitla) que se mostrou bastadiequada para a estabilidade
quimica simultanea dos dois componentes frentaliag@ UVA. Neste trabalho, a
comparacdo entre formulacdes de nanocapsulas pmasépreparadas com o
tensoativo Span 60ou Epikuron 178 mostrou que as formulacées preparadas com o
primeiro estabilizaram melhor o sistema. Tanto&antioxidante, quanto a absorcao
da radiacdo foram determinantes para a estabilidiadesistemas. Além disso, a
propriedade de espalhamento de luz das nanopaditudluenciou significativamente
os resultados (Weiss-Angeli e col., 2008).

Levando em consideracdo estudos de organizacaocuranierealizados por
Cruz e colaboradores (2006) o Span® 6€staria dissolvido no nlcleo oleoso

(triacilglicerol) enquanto o Epikuron 17Gestaria na interface particulas/agua. Desta



forma a maior estabilidade estaria relacionada eodensidade das particulas nas
suspensoes.

Portanto, diante do exposto, entende-se como rakeva fim de aprofundar o
conhecimento dos mecanismos de estabilidade ftgiomica dos sistemas
nanoestruturados, verificar se a maior estabilidilquercetina e do metoxicinamato
de octila em formulacées de nanocapsulas, obsemam@gamente, (Weiss-Angeli e
col., 2008), é decorrente de uma maior densidadpadéculas em suspensdo ou é

devida a natureza do material que reflete a luz.






2. OBJETIVOS







2.1 Objetivo geral

Determinar se a maior estabilidade da quercetida enetoxicinamato de octila em
formulacbes de nanocapsulas observada previaménticorrente de uma maior
densidade de particulas em suspenséo ou é den@tar@za do material que reflete a

luz.

2.2 Objetivos especificos

-Preparar formulacfes de nanocapsulas (NC) pelodoéte deposicdo interfacial de

polimero pré-formado;

-Determinar a distribuicdo de tamanho de particlaice de polidisperséo através de
espalhamento de Iluz dindmico, potencial zeta patrafbrese e pH por

potenciometria;

-Determinar o numero de particulas por volume naspensfes através de
turbidimetria, para verificar se a estabilidadengjua das formulacdes esta relacionada

com a densidade de particulas;

-Determinar a intensidade de luz espalhada dasss8ps por espalhamento de luz
estético e por espalhamento de luz multiplo parificar se a estabilidade quimica das

formulacdes esta relacionada com a natureza quilnicaaterial espalhante;

-Determinar o comportamento térmico das formulagbds suas matérias-primas por
analise termogravimétrica e calorimetria explonat@iferencial para estabelecer um

modelo de arquitetura supramolecular dos sistemas;

- Aumentar a concentracdo de quercetina em sidipideco disperso.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1 Sistemas nanoparticulados

A concentragcao do farmaco no sitio de acéo é tettmrminante para a resposta
terapéutica. Por estar relacionada com as carstates fisico-quimicas das
substancias, a distribuicdo das moléculas ativasrganismo requer, em geral, uma
guantidade elevada de substancias ativas paracalcanacao terapéutica desejada.
Contudo, este excesso de farmaco presente naslégdes convencionais faz com
que frequentemente diversos 6Orgaos e tecidos saigdéiguem susceptiveis aos
eventos adversos causados pelas substancias éleasreur e col., 2002).

A associacdo de farmacos a sistemas carreadorefroecos sdao uma
alternativa para direcionar os farmacos ao sitio agéo. Dentre o0s sistemas
carreadores, destacam-se 0s sistemas micro e macgpaos. Enquanto 0os primeiros
apresentam diametros superiorespani, os demais apresentam diametros na ordem de
nandmetros (Couvreur e col., 2002). Nanoparticgéaalmente apresentam tamanhos
na ordem de 10 a 1000 nm, onde o farmaco encoatdissolvido, encapsulado ou
aderido a matriz polimérica dependendo do métodpreparacédo (Soppimath e col.,
2001).

Dentre os métodos de preparo de sistemas nanajadiss poliméricos
destacam-se os métodos de polimerizagasitu como a polimerizacdo em emulsao
(Couvreur e col., 1982) e a polimerizacédo integb¢Al Khouri e col., 1986), os
métodos que utilizam polimeros pré-formados comalgificacdo-difusao (Leroux e
col., 1995; Quintanar-Guerrero e col., 1996), aopaecipitacdo e a deposicao
interfacial de polimero (Fessi e col., 1989). Parpreparacdo de nanoparticulas
lipidicas a homogeinizacdo por alta pressao € racaenais adequada (Souto e col.,
2004).

Considerando o0s polimeros utilizados na preparaghis sistemas
nanoestruturados, a escolha de polimeros com edsdittas de biodegrabilidade e
biocompatibilidade €& fator decisivo na formulacéde darreadores de farmacos

(Soppimath e col., 2001). Dentre as nanopartiquidisnéricas, as nhanocapsulas, cuja
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estabilidade é mantida por tensoativos, podem #essiticadas como vesiculas

submicrométricas que apresentam média de distédbude diametros entre 100 e 1000
nm, sendo compostas por um nudcleo oleoso e umadirede polimérica (Couvreur e

col., 2002; Schaffazick e col., 2003; Jager e @8lQ7).

3.2 Fotoprotecéo

Os agentes fotoprotetores podem ser classificatbosacordo com o0 seu
mecanismo de acdo, em bloqueadores fisicos oasfitolares quimicos. Os filtros
fisicos, representados principalmente pelo didxidditanio e 6xido de zinco, atuam
refletindo e espalhando a luz emitida a partir derehtes comprimentos de onda,
numa faixa que compreende desde uma parte da regiddravermelho até a regiao
do ultravioleta (Palm e O’'Donoghue, 2007).

Os filtros quimicos, por sua vez, possuem um msgan de acao
completamente diferente. Em geral, este grupo goseta por substancias aromaticas
conjugadas que sao capazes de absorver a radidtassteés agentes dividem-se de
acordo com o tipo de radiacdo UV absorvida (PadBonoghue, 2007).

Entre as diferentes classes de filtros quimicesmna-se o metoxicinamato de
octila (MCO), pertencente a classe dos cinamatossw? acdo de absorcéo frente as
radiacbes UVB, com um espectro de acado que congbeeefaixa de comprimento de
onda de 270-328 nm (Palm e O’'Donoghue, 2007). O MGmplamente utilizado em
diversas formulacdes cosméticas como protetor sodiuncédo do elevado coeficiente
de extincdo molar, que possibilita sua incorporag@n diferentes solventes
(Pattanaargson e Limphong, 2001). Poucas reacOe®tosensibilizacdo na pele
induzidas pelo MCO foram relatadas, porém a inktialoie frente a luz ocasiona uma
reducdo na capacidade de absorcéo da radiacao GiNradaguimico MCO (Schauder
e Ippen, 1997; Tarras-Wabhlberg e col., 1999; Pa#tgson e Limphong, 2001).

A estrutura quimica do MCO é apresentada na Fibura
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Figura 1. Estrutura quimica do metoxicinamato de octila.

Os radicais livres sdo definidos como moléculasatimos que possuem um
elétron desemparelhado na udltima camada, ocupamdainico orbital atdmico ou
molecular. Os radicais livres podem ser positivanegativamente carregados ou
neutros (Halliwell e Gutteridge, 2000). Os radidaises resultam de eventos como a
fissdo homolitica de ligacGes ou reacdes de trearet@ de elétrons. Geralmente, se
formam pela absor¢édo da radiacéo, (ultraviolet&isivel), por reacdes do tipo redox
(de transferéncia de elétrons, ndo-enzimaticasagdes catalisadas por metais) ou
ainda por processos de catalise enzimética (SIa884). Entre os radicais livres
encontram-se as espécies reativas de oxigénio (EBR¥BRO e demais radicais livres
podem ser gerados por fontes exdégenas como a dadiadumo, o estresse e alguns
medicamentos. No organismo por sua vez, as EROpsaduzidas durante os
processos de fagocitose e durante metabolismo acefigiologico (Haliwell e
Gutteridge, 1986; Diaz e col., 1998).

Uma vez que apresenta funcdo de barreira contessges do meio externo, a
pele torna-se um Orgdo alvo potencial para a agdaablicais livres, uma vez que a
exposicado aos agressores, como a radiacdo UV,stdeoféivel. Embora o organismo
possua mecanismos que diminuam a acdo das espgatieas de oxigénio, oriundas
dos radicais livres, esta capacidade € limitadatd*do, medidas que visem auxiliar o
sistema de defesa antioxidante cutaneo podem reswzvitar o dano causado pelas
espécies reativas de oxigénio (Saija e col., 1998).

O uso de flavonoides, maior grupo de metabolimsusdarios dos vegetais,

para obtencéo de efeitos antioxidantes vem seral@du. A acdo de protecao frente
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a radiacdo UV, nos vegetais, estaria relacionadaacapacidade dos flavondides de
absorverem luz na regido do visivel nos seus tedidarbone e Williams, 2000).

Por possuir uma capacidade antiradicalar reladenas propriedades de
bloquear radicais livres, inibir a peroxidacédodipa e quelar ions, a quercetina € um
dos compostos polifendlicos mais estudados (Bamical., 1996; Formica e Regelson,
1995; Inal e Kaharaman, 2000). A quercetina € awofoide com potencial aplicacéo
topica na busca pela reducéo dos efeitos antiotddanduzidos pelas radiacbes UVB

(Casagrande e col., 2006). A estrutura quimicaueacgtina € apresenta na Figura 2.

OH o
OH

OH
HO C

OH

Figura 2. Estrutura quimica da quercetina.

3.3 Sistemas nanoparticulados e fotoprotecéo

Os sistemas carreadores nanoparticulados tém sido estudados em relacéo
a aplicacdo cutanea, em funcdo da modulacdo daadiftransepidermial, inclusive
podendo alterar a farmacocinética e a biodistrdmigtravés da pele (Cecv e col.,
2004).

Nanocapsulas poliméricas tém sido descritas coma uova geracdo de
carreadores de protetores solares (Jiménez e2€dl4A). O crescente interesse na
utilizacdo deste tipo de carreador em aplicacGaisdé se da pelas diversas vantagens
apresentadas pela nanoencapsulacao, entre elasadssta estabilizagcdo quimica dos
ativos proporcionada pela incorporacdo destes asguwlas (Alvarez-Roman e col.,

2001), a habilidade das nanocapsulas em carreatasuias lipofilicas (Guterres e
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col., 2007), o intimo contato entre as particula eamada do extrato cérneo, em
funcdo do reduzido tamanho de particula destegadores (Alvarez-Roman e col.,

2004; Alves e col., 2007) e a capacidade das nasatas espalharem a luz, atuando
como filtros solares fisicos (Paese e col., 2009).

Um estudo desenvolvido por Alvarez-Roméan e colQ42@nfatiza o uso de
formulacbes contendo filtros solares na forma d&gesias nanoparticulados, como
uma alternativa para a veiculacdo de farmacos é&drala pele. Neste estudo, a
incorporacdo de nanocapsulas poliméricas de epadiprolactona (PCL) contendo
metoxicinamato de octila (MCO) em formulacbes sedlidas (géis) apresentou
maior efetividade na protecdo contra o eritema ittty pela radiagdo UV do que
formulac6es contendo MCO dispersos nas bases sdidas O maior efeito protetor
alcancado pelos sistemas nanoparticulados se deasga capacidade de formacéo de
um filme de nanocapsulas na superficie da pele.

Recentemente, a co-encapsulacdo de um filtro solgmico (MCO) e de um
flavonoide com propriedades antioxidantes (queragtem nanocapsulas foi proposta
com o objetivo de aproveitar as vantagens do adhoke de absorver fotons e
sequestrar radicais livres para aumentar a fotoiéidtede do sistema frente a radiacéo
UVA. A fotodegradacdo tanto do antioxidante comofittoo solar quimico foram
retardadas, quando comparadas com as solu¢des ekmos1 Além disso, a co-
encapsulacéo da quercetina e do MCO promoveu uito sieérgico e uma melhor
fotoestabilidade do que a encapsulacéo isolad&aslesinstituintes (Weiss-Angeli e
col., 2008).
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3.4 Caracterizacao fisico-quimica de sistemas nanagiculados

3.4.1 Determinacéo do diametro das particulas porspalhamento de luz dinamico
(DLS)

A distribuicdo do tamanho das particulas esteeadrtécnicas mais importantes
e frequentemente realizadas na etapa de caracfid#sico-quimica de sistemas
nanoparticulados (Magenheim e Benita, 1991). U tdanicas mais comumente
empregada para determinar o tamanho das nanopasti€uo espalhamento de luz
dindmico, também conhecida como espectroscopiaodelacdo de fétons (PCS),
onde o diametro das particulas é determinado pelmento difusivo destas em
solucéo (Guinebretiére e col., 2002; Bootz e @003). Esta técnica € baseada na
interacdo da particula com o feixe de luz incideAtentensidade de luz espalhada
detectada num angulo fixo fornece informacdes a&aidno, distribuicdo de tamanho e
indice de polidispersédo (PDI) das amostras. Commodelo de célculo considera as
particulas como esferas, a presenca de poeiraregaaps nas amostras faz com que o
tamanho determinado seja maior do que o verdadeache e col., 1993; Poletto e
col., 2008). A determinacao do perfil de distriidgdo tamanho de particula é uma
propriedade utilizada no controle de qualidade, usmque a estabilidade fisica das
suspensdes esta relacionada com o tamanho eibuifgto (Muller-Goymann, 2004).

Alguns parametros como a quantidade de solvegi@Enamo empregado podem
influenciar na formulacdo. Em 2004B Jiménez e awiadbores evidenciaram que o
diametro das nanoparticulas preparadas atravésded de deposicdo interfacial da
PCL diminuiu com o aumento da quantidade de sadvenganico. Com uma menor
quantidade de acetona a solucdo formada apresentaiar viscosidade e
concentracdo do polimero o que, segundo os auttifiesilta a formacao de goticulas
diminutas de 6leo no seu interior durante a difu@solvente no n&do-solvente. Outro

parametro que influencia no tamanho das particélas composicdo do sistema
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tensoativo das suspensbes, de acordo com Jiméneblaboradores 2004B,
nanocapsulas com Montanox®88presentaram diametro de 2 a 3 vezes menor que as

preparadas pelo sistema contendo T\WeHe Sinperonf¢ PE/F68.

3.4.2 Potencial zeta

Outra medida muito aplicada na caracterizaca@cfiguimica de sistemas
nanoparticulados € a determinacdo do potencial Z&tenicas de eletroforese séo
aplicadas para a medida desta propriedade, quecmindicativos da estabilidade dos
sistemas nanodispersos, ja que sistemas com efevathres de potencial zeta (em
mddulo) conferem maior repulsdo eletrostatica agiqudas o que diminui a
possibilidade de agregacdo, em funcdo das colieGasionais de nanoparticulas
adjacentes (Schaffazick e col., 2003).

O potencial zeta reflete o potencial de superfidas particulas, que é
governado pelas mudancas na interface com o meperdiante. Tais mudancas podem
ser decorrentes da dissociacdo de grupos funciaaassiperficie da particula ou pela
adsorcao de moléculas idnicas presentes no measadglispersante. Por este motivo,
o0 potencial zeta pode ser uma ferramenta (til neiddcdo do mecanismo de
associacao de farmacos as nanoparticulas (Cousreak, 2002; Schaffazick e col.,
2003). Abordagens realizadas por Chasteigner éa@dores (1995) verificaram que
a adicdo do farmaco itraconazol a sistemas namt@stdos (nanoesferas) de poli(
caprolactona) reduziu o potencial de superficieatieg do sistema, o que segundo 0s
autores se deu em funcdo da adsorcdo de parte rd@mcid na superficie das
nanoesferas por meio de interacfes hidrofébicas. aberdo com Alonso e
colaboradores (1991), adicBes crescentes de sulatmicacina levaram a reducao
(em modulo) do potencial zeta de nanoparticulasagsferas) de poli(cianoacrilato de

butlia), ao passo que a taxa de associacdo dodaremmanentou, segundo o0s autores o
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fato observado ocorreu em funcdo de uma interat@tocostatica entre farmaco e
polimero.

Os valores de potencial zeta variam de acordo contomposi¢cao
quali/quantitativa de seus constituintes. Os teinsmae 0 polimero sdo componentes
gue causam as maiores variagdes nos valores dec@dteeta. De Campos e
colaboradores (2003) verificaram valores de po&tizeta positivo na faixa de 36 a 38
mV para nanoparticulas contendo ciclosporina Ajzatido o polimero de origem
natural (animal) quitosana. A utilizacdo de poliosecomo os poliésteres: pah(
caprolactona) e poli(acido latico) (PLA), fornecarm potencial zeta negativo a
interface (Schaffazick e col, 2003). Um estudo deskido por Mosqueira e
colaboradores em 2001 avaliou as variacbes de @atemeta em nanocapsulas
decorrentes das variacfes na composicdo das pastidevando em consideracao
diferentes polimeros com distintas extensdes dei@gublimerica, conteudo de agente
de superficie polietilenoglicol (PEG) e na quardelae tensoativo (lecitina de soja —
Epikuron 170®). De acordo com os autores, as fagiids com altas concentracdes
de tensoativo apresentaram valores de potenciah zwtgativos elevados,
independentemente do tipo e extensdo das caddiasgpoas e conteudo de agente

interfacial empregados.

3.4.3 Medidas de pH

A avaliacdo do pH das suspensdes de nanocapsutagp@rametro importante
na caracterizacdo fisico-quimica destes sistemegurslo Guterres e colaboradores
(1995), alteracdes nos valores de pH podem estaciaslas a degradacéo do polimero
ou de outros componentes da formulacdo. Um esemlzado por Muller, em 1999,
verificou o decréscimo dos valores de pH em naeoasfcontendo diclofenaco
preparadas com padicaprolactona) apos 60 e 120 dias de armazenanmgnto

temperatura ambiente. Conforme os autores relatai@meducdo do valor do pH
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esteve relacionada a degradacédo polimérica du@rgeriodo de armazenamento.
Segundo Mallin e colaboradores (1996), a hidrasd®CL € um processo lento e que
tem como passo limitante o inchamento do poliméestes de inchamento de filmes
de PCL, realizados em tampao fosfato pH 7,4 ou,&guaiferentes temperaturas (25
e 37° C), demonstraram que os filmes de PCL naereoinchamento durante um

periodo de 60 dias.

Schaffazick (2001) verificou uma diminuicdo sigeativa (p < 0,05) nos
valores de pH das formulacbes de nanocapsulas rpdgsa com PCL, contendo
triglicerideos do acido céprico e caprilico comalad oleoso. Os valores inicias de
pH foram em torno de 5,0, apds 105 dias de armazema um aumento na acidez
das formulacdes foi verificado, sendo que o valmpll apos este periodo caiu para
4,0. Este fenbmeno poderia estar relacionado @liEdrdo polimero poliéster como

anteriormente descrito (Calvo e col., 1996).

3.4.4 Determinacédo do numero de particulas por voine

A teoria do espalhamento de luz foi investigadan@iramente por Lord
Rayleigh, em 1871, e subsequentemente no inicieédalo XX por, Mie e Debye
sendo que o grande avanco nesta area ocorreuiradeat’940 com o surgimento dos
fotomultiplicadores (Ottewill, 2002).

O espalhamento de luz abrange um conjunto de cisnonde o evento
fundamental é a interacdo da radiacdo eletromagné&bm a matéria. O campo
elétrico da radiacdo induz um momento dipolo alétroscilante, que gera luz
espalhada em todas as dire¢des (Pecora e Berrty, 200

Uma representacdo esquematica do experimento ddhasmgento de luz é

apresentada a seguir na Figura 3.
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Figura 3. Representacdo esquematica do experimento de aspaito de luz (Pecora
e Berne, 2000).

Zattoni e colaboradores, em 2003, propuseram unodoépara a analise
quantitativa de sistemas dispersos de tamanho eamoicrométricos através da
turbidimetria, utilizando como detector turbidimédr um espectrofotbmetro
ultravioleta/visivel (UV/VIS). O método é baseadmdamentalmente na propriedade
da eficiéncia de extincdo ser uma funcdo da rardi® @ diametro de particulas
esféricas dispersas e o comprimento de onda ineidgnando o indice de refracédo da
particula (razdo entre o indice de refracdo ddopdate o indice de refragcdo do meio
dispersante) é constante. Para determinar a turbdml@mostra é utilizado um detector
na faixa do UV/VIS, ja que a turbidez é considerad® funcdo do comprimento de
onda incidente. O método nao € valido para regi@esomprimento de onda onde o
sinal de absorcdo de algum componente da amogtja psesente.

Conceitualmente, a teoria de Mie pode ser aplicpdea particulas com
diametro proximo ao diametro do comprimento de odaduz e que possuam um
diametro esférico e tenham uma distribuicdo momedsa. A turbideztj cm* de
uma suspensao coloidal pode ser definida, de acaydoa teoria de Mie, como a
reducdo na intensidade de um feixe de luz incidesisada pelo espalhamento de luz
(Irache e col., 1993).

Diversos trabalhos na literatura retratam o ustedaica de turbidimetria para a
determinacdo do numero de particulas. Em 1980aolltilizou este método para a
determinacdo do numero de particulas de latex. Matentemente, Jager e
colaboradores (2009) determinaram o numero de cpat de formulacdes de
nanoparticulas poliméricas. Nanocapsulas contefZlg pPreparadas pelo método de
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deposicao interfacial de polimero pré-formado (Fessol., 1989), apresentaram
valores entre 2 a 10x¥0particulas.mL* de acordo com variacées da concentracdo do
nacleo oleoso (triglicerideos do acido caprico priiao) e do tensoativo na fase
organica (monoestearato de sorbitano) das nande&p$d niumero de particulas foi
maior para as particulas com maior concentracaoalestearato de sorbitano e de
acordo com o0s autores, isso se da pela presenceigakas livres de tensoativo na

formulagéo, o que poderia influenciar o nimero aigulas na suspensao.

Uma faixa de distribuicdo entre 5-6 %i@articulas.cii foi encontrada por
Poletto e colaboradores (2008) através da técnecdurbidimetria, para sistemas

nanoestruturados contendo diferentes concentragdpslimero (PCL).

De acordo com Irache e colaboradores (1993), acgcle turbidimetria € um
método barato, rapido e que utiliza uma reduzidmtidade de amostra para estimar o
namero de particulas presentes em uma suspensadidatolCabe salientar que o
namero de particulas determinado pela técnica deidimetria apresenta uma
variacdo de 5 a 10%, no que diz respeito aos pam@snde exatiddo e precisao (Oda e
col., 1980).

3.4.5 Espalhamento multiplo de luz

De acordo com o fabricante, a andlise das amast@ase baseada no principio
de que dois sensores Opticos sincronizados detem$afandémenos provenientes de
uma fonte de luz de diodo de elétrons luminescemteregido do infravermelho
proximo (=880 nm). Estes sensores, detector de transmissatetector de
retroespalhamento (backscattering), respectivameapam a luz transmitida através
da amostra (sensor posicionado a 180° com relacdont@ de luz) e a luz
retroespalhada pela amostra (detector posicionad®aem a fonte de radiacao
incidente). A Figura 4 € uma representacao esqueandd principio de medida da
técnica.

23



Detector de

Fonte .
Transmissao

de Luz

Detector de
Retroespelhamento

Figura 4. Representacdo esquematica do principio de medid&udbiscan LaB
(Formulatiorf, 2004).

A técnica de analise de espalhamento mdltiplo de, latravés do
TurbiscanLaB, permite a obtencéo dos valores de backscattabsgluto e relativo,
além da medida do comprimento (caminho) percorpdio féton [*) que pode ser
conceituada como a distancia de penetracdo do fddodispersdo (FormulatiBn
2004).

Poletto e colaboradores (2009) utilizaram a tecde espalhamento mdaltiplo de
luz para caracterizar formulacdes de nanoesferapamdas com diferentes
velocidades de cisalhamento e concentracbes desngelvorganico. Os autores
verificaram, através da determinacdo dos paramdtrdsaminho percorrido pelo
féton) e d (didametro médio da gota) por espalhamento phalitie luz, e a combinacdo
de outras técnicas de caracterizacdo, que com aoirdartaxa de cisalhamento e da
concentracdo do solvente o tamanho das nanopasifailreduzido.

O Turbiscan Lab foi utilizado para avaliar a estabilidade de cadores

vesiculares (ethosonfas e lipossomas ultradeformaveis) contendo diferentes
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proporcdes de acido linoléico. Os autores verificargue os sistemas foram mais
estdveis do que os lipossomas multilamelares clissievidenciando que a
composicdo vesicular tem papel fundamental na iddede coloidal. O Turbiscan
Lab® demonstrou-se uma ferramenta interessante pavaliagiio da estabilidade de
sistemas vesiculares por ser um método rapido émasivo (Celia e col., 2009).

Lee e colaboradores 2006 verificaram o comportéaonaete migracdo de
microesferas monodispersas de poliestireno atdagsnedidas de retroespalhamento
de luz com o uso do Turbiscan Lab®, como um intioatla uniformidade das
particulas. Um comparativo entre as taxas de sedap&o das microparticulas de
poliestireno, sintetizadas com um novo precursdidtaro (VA-057) frente aos
iniciadores classicos, foi tracado. As particuleeppradas com VA-057 apresentaram
uma taxa de sedimentacdo linear desde as printgiras de avaliagdo. Ja as particulas
preparadas com os iniciadores classicos apresentara taxa de sedimentacdo maior
nas primeiras horas, em funcdo da presenca de gud@d de tamanhos distintos,

particulas maiores sedimentam mais rapidamente.

3.4.6 Analise térmica

A investigacdo do comportamento térmico de umeastmicia e/ou dos seus
produtos de reacdo consiste no monitoramento d@et@tura das amostras no
decorrer do tempo, em eventos que considerem agdee a reducao da temperatura
em condi¢gOes programadas (ciclos) ou na modificalgdmassa de uma amostra com
0 aumento da temperatura. Os métodos de analmetésdo ferramentas valiosas no
ambito farmacéutico no que se refere a caractézae Iidentificacdo de
compostos/sistemas, determinacdo de pureza, pdsmor estabilidade e

compatibilidade.
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3.4.6.1 Termogravimetria

A termogravimetria (TGA) é uma técnica de andéenica na qual a variagédo
da massa (perda ou ganho) é determinada em furaggdentperatura e/ou tempo,
engquanto a amostra é submetida a uma programagéolada da temperatura em um
ambiente de atmosfera controlada. As variacOes assanda amostra sdo detectadas
através de uma termobalanca (Lucas e col., 200iev@aolo Jr., 2004).

Quando submetidos a um tratamento térmico, osnpotis podem apresentar
mudancas estruturais caracterizadas por rupturasligdggdes quimicas. Tais
modificacdes sao evidenciadas pela reducdo da mmagka com o surgimento de
produtos volateis, em outras palavras, ao sofrgradecdo, o material perde massa,
sob forma de produtos volateis. O sensor registiaa @gerda de massa, que € ilustrada
através de uma curva, conhecida como termogranaiclenalmente, o resultado
deste tipo de ensaio € representado na forma deayréuja abscissa contém os
registros de temperatura (ou tempo) enquanto anaddeo percentual de variacédo da
massa (Lucas e col., 2001).

A utilizacdo da TGA no ambito da caracterizacaos#emas originados de
materiais poliméricos € muito grande, sendo quermécdes sobre a composicao de
substancias e misturas, presenca de agua adsorvida cristalizacdo, estabilidade e
decomposicdo das amostras podem ser obtidas (€lesk, 1999). De acordo com
Bajgai e colaboradores (2008) a TGA é a melhoritécpara a caracterizacdo de
copolimeros.

Uma maneira interessante de expressar os ressiltidnandlises de TGA foi
utilizada por Yang e colaboradores (2008), onderapriedades térmicas do polimero
PLA foram avaliadas. Neste trabalho, os autoresdrasn aumentar a estabilidade
térmica do polimero por meio da insercdo de agestesiladores, através da técnica
de fuséo de agentes reticuladores. Para avaliaregdes na estabilidade térmica, os
autores utilizaram um sistema que relacionava apeemtura necessaria para a
degradacédo de um percentual fixo da amostra. C@ppes entre as temperaturas das

diferentes amostras foram realizadas quando a disgia da amostra atingiu 10%
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(To), 50% (Tos) € 90% (Tbg. Além disso, os autores avaliaram a diferenca da
temperatura necessaria para degradar 98% o da amostra de polimero sem a
presenca de agentes reticuladores em relacdo anepolna presenca de diferentes
agentes reticuladores.

Uma ferramenta que possibilita uma interpretacacs racurada do ensaio de
TGA é a avaliacdo conjunta da primeira derivadecaiaa de TGA em funcdo da
temperatura ou do tempo. A curva termogravimétdeavada (DTG) fornece um
parametro muito importante que € a velocidade d&g& da massa em funcdo da
temperatura (dm/dT) ou do tempo (dm/dt). Uma gravalgagem da utilizacdo das
curvas DTG é a determinacdo precisa das tempesahas quais se iniciam 0s
processos de decomposicdo bem como a exata tempeesh que a velocidade de
decomposicdo € maxima. Além disso, esta ferramantdliar é importante na
resolucdo de curvas de TGA complexas, discriminagstagios de decomposicao
pouco perceptiveis, fazendo com que as informagiiescurva de TGA sejam
visualmente mais acessiveis (Canevarolo Jr., 2@djgai e colaboradores (2008),
Bertini e colaboradores, (2009) e Santos e colalooes (2009) utilizaram as curvas
de DTG para explorar melhor os dados obtidos paiagas de TGA tradicionais na

analise de compostos poliméricos.

3.4.6.2 Calorimetria exploratoria diferencial

As modificacdes das propriedades fisicas, morfol&you quimicas de uma
substancia em uma determinada faixa de temperaitwaem com consumo de
energia disponivel no sistema (alteragcdes endataeniou com liberacdo de energia
para o meio (alteracdes exotérmicas). Baseado mesieipio desenvolveu-se a
técnica de calorimetria exploratéria diferenciab@ (Clas e col. 1999).

Na técnica de DSC, é medida a diferenca de flexoador entre a amostra em

estudo e um material de referéncia (padrdo) irprédo ambos sdo submetidos a um
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programa controlado de temperatura (ciclos), regisb a quantidade de calor

necessaria para manter o aquecimento. Quando mmoredteracées na quantidade de
calor fornecida ao sistema em avaliacAB)(é sinalizada uma transformacéo térmica
na amostra em questdo. Nesta técnica calorimésdcamedidas as variacoes de
entalpia em funcao do tempo (Fifield e Kealy, 199%cas e col., 2001).

Os experimentos de DSC séo, em geral, conduzidosiedo de varredura de
temperatura, podendo ser utilizada para analisabtafivas (exo ou endotermas) e
quantitativas das amostras, através da integragdéareh do pico sob a curva no
registro. Uma ampla gama de produtos pode serteamza com o emprego da
técnica de DSC, entre os materiais que sdo corstente avaliados destacam-se os
polimeros (Fifield e Kealy, 1995). Os registros tdanica de DSC s&o conhecidos
como termogramas, onde sdo representados os feaéreado e exotérmicos. E de
fundamental importancia a observancia da sinalzgg& indica o direcionamento dos
eventos endo e exotérmicos, a fim de se realizarintarpretacéo correta da analise.

Informacdes como a temperatura de fusédo, temparatuset temperatura de
transicdo vitrea, entalpia de fusdo, nivel de pgife dos cristalitos e grau de
cristalinidade dos polimeros séo algumas das irdod®s que podem ser obtidas com
0 emprego da técnica de DSC. A temperaturaetse caracteriza como a temperatura
em que o evento térmico (exo ou endotérmico) teitidnE a temperatura onde se
observa um desnivel em relac&o a linha de basadftaé temperatura de fusao indica
a temperatura em que a amostra encontra-se completa fundida e € o valor
expresso no pico da linha do termograma nos evemidstérmicos (Winefordner,
1993).

A temperatura de transicdo vitrea (Tg) € um ingmie evento térmico que
permite prever o comportamento de um material em determinada temperatura. Na
Tg, hd uma maior mobilidade dos segmentos da cpdéiaérica, e o polimero passa
do estado vitreo para um estado mais maleavelaapks ndo ocorrer mudanca
estrutural. Abaixo da Tg, o polimero ndo possuirgiaesuficiente para permitir o
deslocamento de uma cadeia em relacéo a outraymtanpas conformacionais. Neste
estado vitreo o polimero apresenta-se duro, rigidguebradico. A Tg pode ser

considerada como a temperatura na qual se inigi@owmento dos segmentos da
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cadeia polimérica, na qual o material passa dalest#reo (rigido, congelado) para o
estado de “plastico” (maleavel). No termogramagao®dde ser observada como uma
descontinuidade da linha da base, por vezes tdajgaté de dificil visualizacdo. No
entanto, a transicdo vitrea € um evento que comgeeapenas a por¢cdo amorfa do
material polimérico (Canevarolo Jr., 2004). Usualtee a Tg de um polimero é
determinada no seu segundo ciclo de aquecimentimade n&o ocorrerem
interferéncias relativas a sua historia térmicafiédue col., 2005).

A area do pico de um termograma € proporcionattalga de fusad\H; da
amostra. Os eventos endotérmicos (material absatee) detectados pela técnica de
DSC sdo em geral fusdes, desolvatacbes, transi¢iiesas e mais raramente
decomposicBes. Uma reacao exotérmica detectada@rusualmente representa um
processo de reorganizagdo molecular tal como kizestées (Sinko, 2006).

O nivel de perfeicéo dos cristalitos pode seriadtalatraves da interpretacdo do
formato e da extensdo dos picos endotérmicos dootgama. Segundo Yuan e
colaboradores (2003), a comparacdo entre os destotas dos valores de
temperatura de fusdo das amostras pode ser umatindicle alteracdo no nivel de
perfeicdo dos cristalitos, uma vez que maiores ¢eatpras S4o necessarias para
desorganizar (fundir) uma estrutura cristalinatal@saneira quanto mais “perfeitos”
forem os cristais, maior sera a temperatura deofdsdamostra. Do mesmo modo,
Canevarollo Jr. (2004) evidencia que a larguraido @ndotérmico relaciona-se com o
nivel de perfeicdo de cristalitos e/ou com a pudkz#armacos, sendo que picos mais
estreitos indicam a presenca de materiais de padairistalina maior ou pureza mais
elevada.

O grau de cristalinidade dos polimeros pode sédmlatravés das relacdes
entre as variacoes de entalpia de fusdo das amd@btoalesti e col., 2006; Barbanti e
col., 2006). Para se obter um valor percentualrela de cristalinidade de polimeros é
necessario correlacionar os valores experimentaenthlpia de fusdo com os valores
tedricos de entalpia de fusdo para os polimero%ol€stalinos (Vogelsanger e col.,
2003).

O emprego de técnicas de andlise térmica paratedracdo de sistemas

nanoparticulados é frequente. Muller e colaboragjam 2001, utilizaram a técnica de
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DSC para avaliar o comportamento térmico de narsatap e nanoesferas de PCL,
contendo diclofenaco, preparadas pela técnica @gesdgio interfacial e secas por
spray-drying. Foi verificado que, para as nanodagsw tensoativo lipofilico Span
60° estava dissolvido no éleo (triglicerideos dos @sidaprico e caprilico) enquanto
gue, nas nanoesferas, este encontra-se dispensatnza polimérica.

Teixeira e colaboradores, em 2005, utilizaram enitd de DSC para
caracterizar nanoesferas e nanocapsulas contendtanga e 3-metoxixantana,
utilizando do copolimero de acido lactico e glicoli(PLGA). Foi verificado que
ambas xantanas encontraram-se dispersas em niviElculas na nanomatriz
polimérica.

Musumeci e colaboradores (2006), verificaram adgsfisico do docetaxel em
nanoesferas preparadas a partir de matrizes de) (BLFALGA. Foi evidenciado que
nas nanoparticulas ndo havia presenca do farmaestado cristalino, ao menos no
nivel de superficie das particulas. Sendo assiinJef@ntada a hipotese de que

docetaxel pode estar disperso na fase amorfa oucsistalina.

3.4.7 Cristais em sistemas nanoparticulados

A determinacdo de cristais em suspensdes de nawagppoliméricas foi
avaliada por Pohlmann e colaboradores em 2008.eNestudo, foi empregada a
técnica de espalhamento de luz estatico, onde wesade intensidade de luz
espalhada foram normalizados através do calculoRdado de Rayleigh das
suspensodes. Os autores estabeleceram uma reldégia eniensidade de luz espalhada
e a instabilidade dos sistemas. Em funcdo do tedgparmazenamento, quando a
Razdo de Rayleigh diminuia, verificou-se reducaaorcentracdo de farmaco. Por
outro lado, quando a Razdo de Rayleigh permanecalteiada ou com sutis

alteracdes, a concentracdo de farmaco manteveastaote. Foi verificada a presenca
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de cristais nas formulacbes saturadas contendo mieideina, estes cristais
aglomeram-se e precipitaram.

A medida da Raz&o de Rayleigh é a forma mais eopata se representar 0s
valores de intensidade média de luz espalhadaupaompara as intensidades de luz
espalhada da amostra frente aos valores de inseleside luz tabelados de solventes
organicos, como o tolueno e o benzeno (Silveiral.e £996).

Microscépios Opticos de luz polarizada sdo ferrataee Uteis na identificacdo e
estudo de cristais e de polimeros que cristalizaennitindo o estudo da forma e
dimensao dos agregados cristalinos. No caso deti@magle apresentarem estruturas
cristalinas na sua composicao podem ter a preskstas confirmadas através de uma
simples analise no microscopio Optico de luz ppéata. Geralmente as amostras sao
observadas com os polarizadores cruzados, oucsejano de polarizacado das ondas
gue partem do polarizador faz um angulo de 90° cgano de polarizacdo permitido
pelo analisador, sendo assim a luz é absorvidaalisador ficando o campo de visdo
totalmente escuro. Esta identificacdo de crist@isda gracas ao fendmeno da
birefregéncia proporcionada pela luz polarizad&, fgz com que certos cristais sejam
notados no campo de observacdo como pontos bekaobm um contraste
caracteristico sobre o campo escuro de observa&gawyarolo Jr., 2004).

A técnica de microscopia optica € considerada urntoawoéoficial <776> da
United States Pharmacope{® SP) para caracterizacdo de matérias cristalio&s®
32, 2009). Colwey e colaboradores (1996) utilizaranmtécnica de microscopia
eletrbnica para determinar a presenca de nanasrista particulas de carbono,
demostrando que a técnica € adequada para a detéecéstruturas cristalinas de
tamanho consideravelmente reduzido.

A grande vantagem da técnica de microscopia elea@m relacdo a técnica
de microscopia Optica é a grande capacidade dricésoda primeira, esta resolucao é
considerada em termos de distancia, onde dois osbjejue estando separados,
apresentam capacidade de distincdo entre um e.otrprincipal diferenca na
capacidade de resolucdo das técnicas de microssep@da em funcédo do tipo de
radiacdo utilizada como fonte. Enquanto a técneanitroscopia Optica utiliza como

fonte de radiacdo a luz visivel e é capaz, em aqmentos de boa qualidade, de
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distinguir duas particulas na ordem de 20 nm (A0)0a técnica de microscopia
eletrbnica utiliza um feixe de elétrons de elevadpacidade energética, permitindo

distingdes entre particulas na faixa de 0,5 nr)(8inko, 2006).
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4. MATERIAS E METODOS







4.1. Materiais

4.1.1 Matérias-primas

* Metoxicinamato de octila (Embacaps — Brasil);

* Quercetina (Henrifarma — Brasil);

» Poli(epsiloncaprolactona) Mw = 65 kDa (Aldrich — Franga);
« Monoestearato de sorbitano — Spafi 8ldrich — Franca);

« Fosfatidilcolina — Epikuron 170(Lucas-Meyer — Alemanha);
» Polissorbato 80 (Delaware — Brasil);

» Triglicerideos dos acidos caprico e caprilico — TIBrasquim — Brasil).

4.1.2 Aparelhos e equipamentos

« Balanca analitica Scientech AS 210 Quimis (Brasil);

* Placa de agitacdo Multi Stirrer 15 Velp (Itélia);

« Dispositivo de aquecimento e circulacdo de aguglado a termostato 597
Fisatom (Brasil);

» Evaporador rotatério Bichi R-114 (Suica);

« Bomba de vacuo SpeediVac 2 Boc Edwards (Brasil);

« Equipamento de difratometria de laser ZetaSizetranozS ZEN 3600, Malvern
(Reino Unido);

» Potencidometro digital Micronal B474 (Brasil);
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» Espectrofotdmetro na regido do UV-VIS feixe duplingadzu UV-1601PC,
utilizado com cubetas de quartzo de 1 cm de pev@ptco (Japao);
» Refratdmetro Carl-Zeiss Abbe-type Jena (Alemanha);
» Espectrofotdmetro de correlagcéo de fétons:
o Fonte de luz laser: ion He-Ne, 35mW,= 632,8 nm; Spectra-Physics
(EUA) e Coherent (EUA);
o Gonibémetro: BI-200M, versédo 2.0 Brookhaven InstratadEUA);
o Correlacionador digital: BI-O0O00AT Brookhaven Instrents (EUA);
o Detector: BI9863 Brookhaven Instruments (EUA);
e TurbiscanL&, Formulation Co. (Franca);
* Analisador termogravimétrico TGA Q5000 TA Instrurtee(EUA);
» Calorimetro exploratério diferencial de compensadd@dluxo de calor modelo
DSC Q20 TA Instruments (EUA);
* Microscopio optico de luz polarizada Olympus BX41(U&pao);
« Camera fotografica (acoplada ao microscopio Opti® luz polarizada)
Olympus PM-20 (Japéo);
« Ultra-turrax T25 Basic lka (EUA) ;
 Homogeinizador a alta-pressdo Panda 2K NS1001L Sbawvi (Italia);
* Microentrifuga 1-14 Sigma (Alemanha).

4.1.3 Solventes e outros materiais

» Acetona grau PA (Nuclear — Brasil);

« Agua MilliQ® (Millipore — Franca);

* Funil de injecao (Eppendorf — Alemanha);
 Membrana 0,4%m (Millipore — Franca);

e Tolueno grau PA (Nuclear — Brasil).
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacéo das formulagcdes

As nanocéapsulas contendo o flavondide quercetima fétro solar quimico
metoxicinamato de octila (MCO) foram preparadasaderdo com a técnica de
deposicao interfacial de polimeros pré-formadoscuia por Fessi e colaboradores
(1989). A solucao organica foi preparada pela tisso de 0,80 mL de MCO, 0,250 g
de polig-caprolactona) (PCL), 0,025 g de quercetina e 0,§9@e tensoativo
(fosfatidilcolina — Epikuron 17Dou monoestearato de sorbitano — Spat) &én 67,0
mL de acetona, sob agitacdo magnética a tempemdauda+ 1 °C. A fase aquosa foi
preparada pela dissolucdo de 0,190 g de polissoitaem 133,0 mL de agua. Em
seguida, a solucédo organica foi injetada com oliaué¢ um funil na fase aquosa sob
agitacdo magnética. A suspensdo foi mantida sotacigi magnética moderada
durante 10 minutos a temperatura ambiente. A sg§pefoi, entdo, transferida para
um baldo ambar para a eliminacado da acetona ecemmacdo da formulacdo a um
volume final de 25 mL, empregando evaporador ratatéob pressdo reduzida a
temperatura de 48C (Weiss-Angeli e col., 2008). As formulacgdes forpreparadas

em triplicata (n = 3).

Para fins de comparacao, também foram preparadasitacdes omitindo-se a
guercetina. As amostras foram denominadas NCI, NQOI-QUE e NCII-QUE de

acordo com sua composicao, conforme descrito nalddh
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Tabela 1.Formulacdes de nanocapsulas

Formulacéo Tensoativo(s) Quercetina (mg/mL)
NCI Epikuron 178 0

NCII Span 66 e Polissorbato 80 0
NCI-QUE Epikuron 176 1
NCII-QUE Span 68 e Polissorbato 80 1

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica das suspens@snanocapsulas

4.2.2.1 Determinacao de pH

As determinacfes de pH foram realizadas em paemtiro (Micronal B-474),

previamente calibrado com solucdo tampéao pH 4,Mediretamente nas suspensdes

nao diluidas. Os resultados representam a médieédaleterminacdes de trés lotes

diferentes (n = 9).

4.2.2.2 Determinacdo do diametro de particula e itk de polidisperséo

As determinacdes de diametro médio das particdistsibuicdo de tamanhos e

indices de polidispersdo (PDI) foram realizada$ 82 através de espalhamento de
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luz dinamico utilizando o equipamento Zetasizénano-ZS modelo ZEN 3600,
Malvern, EUA). As amostras foram diluidas 500 ve@@es) em agua (Milli-@). Para
evitar qualquer selecdo de amostra somente o meialildicdo foi filtrado em
membrana 0,45m (Millipore®). Trés medidas de trés lotes foram realizadasqzata

amostra (n = 9).

4.2.2.3 Potencial zeta

As medidas de potencial zeta, obtidas pela detegém da mobilidade
eletroforética, foram realizadas apos a diluicAd0e vezes (v:v) das amostras em
solugcdo aquosa de NaCl 10 mM previamente filtrada rmembrana 0,45um
(Millipore®). Trés medidas de trés lotes foram realizadas gaala amostra (n = 9),
foram realizadas no equipamento ZetaSiz@ano-ZS modelo ZEN 3600, Malvern,
EUA).

4.2.3 Determinacao do namero de particulas por votae

A turbidimetria pode ser usada para estimar a dedsi de particulas por
unidade de volume nas suspensdes coloidais (Zattool., 2003; Zattoni e col., 2004;
Poletto e col., 2007). As suspensdes de NC foralmidds em agua Milli®
obedecendo a lei de Lambert-Beer e analisadas mprooento de onda de 490 nm
(UV-1601PC, Shimadzu, Japédo). Para a escolha dessprimento de onda, foram
previamente realizadas varreduras na faixa do U¥/{200-800nm) de solucbes de

MCO (0,05ug/mL) e de quercetina (2)83/mL) em metanol. Ndo houve absorcéo de
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qualquer dos componentes acima de 470 nm, sendo estolhido o comprimento de
onda de 490 nm para a determinacdo da densidagartieulas em suspensdo. A

turbidimentriar (cm) foi obtida em funcéo da absorbangiéadimensional) (Eg. 1).
1
= EIn(lO)A (1)

ondeb (cm) € caminho 6ptico da cubetéd @ o sinal da absorbancia. Em uma amostra
diluida de particulas esféricasg uma funcdo do diametro de particdlacm), da
concentracdo das particulds(particulas.cril), e da grandez@/, adimensional, a qual

é coeficiente de extincdo (Equacéo 2).
7= %d NW (2)

W é uma funcéo do tip®’ (*™), onde X é o parametro de didmetro definido como

x=m/A na quald (cm) é o comprimento de onda de luz incidente dgonde

disperséo, e o parametfbé o indice de refracao relativo da particula. Haindice

de refracéo relativo fixdV pode ser obtido pela relagdo abaixo (Equacéo 3).

_KI[2In(1l0)[a[d
3

w 3)

onde,d (cm) é o diametro de particuld, (g.cm®) é a densidade da particulale,

(cn.g™) é o coeficiente de extingdo, que pode ser calouldilizando-se a Equacéo 4.
W =In(10)[K.c 4)
onde, ¢(g.cm?) é a concentragdo da amostra.

Trés medidas de diferentes lotes de NC foramzaddis para cada amostra
(n=3).
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4.2.4 Razdo de Rayleigh para a intensidade média deiz espalhada no

espalhamento de luz estatico (Silveira e col., 1996

A Razdo de Rayleigh € a maneira mais apropriadasaleconsiderar a
intensidade média de luz espalhada por um sistédn®azdo de Rayleigh foi
determinada utilizando espectrofotbmetro de caréelade fétons Brookhaven
Instrument (goion6metro BI200MA, correlacionadayitéil BI9OOOAT) como fonte de
luz laser de He-Né\(= 632,8 nm) com J0de angulo de observacdo do espalhamento

da luz. A Razéo de Rayleigh é obtida pela Equacéo 5
—_ IVS nS
Rs _[mj[ﬁntol JERioI (5)

R; = Razéo Rayleigh

Onde:

| vs = intensidade média de luz espalhada pela suspenséo

| o = intensidade média de luz espalhada pelo toluerefse de referéncia)
s = indice de refracdo da suspenséo

v = indice de refracéo do tolueno

Outro tratamento de dados possibilita retirarfeu@mcia que o meio solvente
desempenha na intensidade de luz espalhada, restapdnas a influéncia das

particulas espalhantes. Este tratamento é poggags a equacao 6.
Ry =R, -l1-0)R] ()
Onde:
R, = Razédo Rayleigh da particula
¢ = fracdo volumeétrica da entidade espalhante
R,= Razao Rayleigh da agua (solvente)

Para a andalise das amostras foi realizada a &@#duB000 vezes em agua
MilliQ ®, desta forma, a fragdo volumétrica foi desconsid@rna resolucdo da
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Equacéo 6. Esta analise foi realizada na formaOdesglicatas de cada amostra (n =
20).

4.2.4.1 indice de refracéo

Para realizar o calculo da Razéo de Rayleigh ¢sé@&4), o indice de refracéo
(ny de cada suspensdo de NC foi determinado a tetuperambiente utilizando
refratdmetro (Carl-Zeiss, tipo Abbe). Trés mediftaam realizadas para cada amostra

(n = 3), a partir do gotejamento de trés gotassdapensdes de NC no prisma opaco.

4.2.5 Analises de espalhamento multiplo de luz

As formulagbes foram avaliadas por um Turbiscab®gFormulaction®©,
Franca). O sistema de deteccéo do Turbiscan Latx®ngosto por um feixe de luz no
infravermelho proximoX = 880nm) e dois detectores: um de transmisséae Qutro
de retroespalhamentbackscatteringBS). O detector (T) recebe a luz que atravessa a
amostra (a 180do feixe incidente), enquanto o detector BS, recekuz espalhada e
refletida pela amostra (a 48o feixe de luz incidente). O sistema detectolizaama
varredura do fundo ao topo da cubeta, que contémasstra, adquirindo dados de T e
BS (Dihang e col., 2005). O principio da medidaemse na variacdo de fracéo
volumétrica ou diametro da particula, resultandouena variacdo dos sinais de T e
BS. Para particulas que n&do absorvem luz no coraptorde luz utilizado (880 nm), a
intensidade de transmissdo backscatteringsao essencialmente dependentes da

concentracdo de particulas, diametro de particindiee de refracdo da mistura.
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Esta técnica € vantajosa, pois possibilita quenassaias sejam analisadas sem
prévia diluicdo (Mengual e col., 1999). As formuas (aproximadamente 20 mL)
foram colocadas em uma cubeta cilindrica de vidmosparente (25 mm de largura e
55 mm de altura). As amostras foram aclimatada® 8C2durante 15 minutos no
equipamento, entéo, varridas da base da cubetareg@al ao topo por uma fonte de
luz pulsante na regido do infravermelho proximod(&&n) a cada 4Qm de altura da
cubeta. Uma varredura completa da amostra foizaadi a cada 1 minuto durante 5
minutos. Um modelo de fluxo de luz em funcéo daraltda cubeta foi obtido durante

o intervalo de tempo (5 minutos).

Trés lotes de cada amostra foram avaliados (n =A3)intensidade de

backscatteringle 100% € dada pelo padréo de calibracdo utilzavidite Teflon Il.

4.2.6 Analise térmica

4.2.6.1 Termogravimetria (TGA)

Para realizar a analise termogravimétrica (TGA3, suspensfes foram
transferidas para baldes ambar, evaporadas em radaporotatorio até completa
secura a temperatura ambiente, sempre protegidag.das amostras foram mantidas
em dessecador por 7 dias. As formulacbes foramisadals em analisador
termogravimétrico TGA Q5000 (TA Insturments). Umaagtidade inferior a 15 mg
foi pesada com exatiddo de 4 casas decimais ead@oem panelas de aluminio. A
faixa de temperatura analisada foi de 40 a°@6om uma taxa de aquecimento de 20

°C/min, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).oksvas da primeira derivada da
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TGA foram calculadas usando o programa TA Universadlysis para Windows
2000/XP.

4.2.6.2 Calorimetria exploratéria diferencial

Termogramas das formulagdes foram obtidos em iocaddro exploratério
diferencial de compensacédo de fluxo de calor DSO @2 Instruments), calibrado
com indio como padrdo, apos evaporacao de cadars#pem evaporador rotativo
sob presséo reduzida. A evaporacdo em condicOegmtaib também foi testada, ndo
havendo diferenca para duas das amostras entrécaisas de evaporacdo, sendo
assim escolhida a evaporacdo sob pressédo reduaidatpdas as amostras pela

economia de tempo. As amostras foram mantidas esedador por 7 dias.

As matérias-primas foram analisadas como recebidas excec¢do da PCL que
foi previamente dissolvida em acetona, seguidavdpaacéo a temperatura ambiente

para a obtencdo de um filme seco.

Foram pesados exatamente cerca de 10 mg de cawdrara colocados em
panelas herméticas de aluminio para entédo seraaselCada panela foi resfriada em
nitrogénio liquido por 1 min previamente as varradude temperatura. Antes de
iniciar cada varredura a panela foi ambientadangégeatura de -86C por 5 min.
Todos os experimentos foram realizados na faixa8fea 100°C com uma taxa de
aquecimento de 1%/min, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).t&@mogramas
foram obtidos a partir do primeiro e do segundinaie aquecimento. Os picos foram

integrados utilizando o programa TA Universal Asadypara Windows 2000/XP.
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4.2.7 Microscopia 6ptica

Para verificar a presenca de cristais nas amgsamssuspensdes foram
analisadas em microscopio optico de luz polariz8¥&41TF (Olympus). Uma
aliquota de cada formulagéo foi colocada sobre l&méa de vidro e sobre ela uma
laminula, as amostras foram analisadas num aundens8® vezes. Uma solucéo de 1
mg/mL preparada a partir da diluicdo da quercegimaacetona também foi analisada.
As imagens foram fotografadas para analise com @RE-20 (Olympus) acoplada

ao microscopio.

4.2.8 Quantificacdo da quercetina

A quercetina, presente nas amostras, foi quarddicaor espectroscopia de
absorcao no ultravioleta no comprimento de ond@™enm. As formulacdes de NC
poliméricas foram preparadas a partir da préviargefio do oOleo (mistura dos
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico — TWpCom quercetina

A saturacédo do 6leo ocorreu a partir da dispersdapdoximadamente 10,0 mg
de quercetina em 1,0 mL de TGCC. Esta dispersaeftizada em eppendorf que foi
submetido a banho de ultrassom por 10 min, ap@penelorf permaneceu em repouso
por 24 h protegido da luz, para entdo ser agitadovertex durante 30 s. Apds a
disperséo foi submetida a centrifugacdo a 7000gpnd min. O sobrenandante desta
disperséo foi entdo coletado para compor o nudksmso das NC.

As formulacBes de NC foram preparadas da mangématica as NC referidas

anteriormente. A composicao das NC é descrita bal®® e Tabela 3.

45



Tabela 2.Composicao quali/quantitativa das formulacdes @el&CC A e TGCCBL1

Constituinte NC TGCC A NC TGCC B1
PCL 0,100 g 0,100 g
TGCC Saturado 0,200 mL -

TGCC - 0,200 mL
Acetona 25 mL 25 mL
Polissorbato 80 0,120 g 0,120 g
Agua Milli Q® 50 mL 50 mL

Tabela 3 Composicao quali/quantitativa das formulacoebl@eTGCC C e TGCCB2

Constituinte NC TGCCC NC TGCC B2
PCL 0,100 g 0,100 g
TGCC Saturado 0,350 mL -

TGCC - 0,350 mL
Acetona 25 mL 25 mL
Polissorbato 80 0,120 g 0,120 g
Agua Milli Q® 50 mL 50 mL

Uma curva de linearidade com 9 pontos foi elaborsmdaixa de 1,25 — 30
ng/mL obtendo-se uma relagcao linear com coeficiel#ecorrelacdo de 0,99905. A
exatiddo deste método também foi realizada, arpdatileitura de 3 réplicas de 3
concentracdes (5, 10 e p@/mL), obtendo-se uma média de recuperacdo de 71%0,6
com desvio padrao relativo (DPR) de 3,09.

Além de ser utilizada para determinar a exatid&doymulacdo sem quercetina
também foi utilizada para descontar o valor de yossivel interferéncia causada
pelos demais constituintes presentes nas formwda¢l@ealelamente a quantificacao
das amostras contendo quercetina, 0 mesmo procadime diluicdo das aliquotas foi

realizado utilizando NC sem quercetina (NC polices).

Para as NC poliméricas aliquotas de 1,5 mL foraietadas e diluidas em

acetona para baldo volumétrico ambar de 10 mL. Apradamente 5 mL desta
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diluicdo foram colocados em eppendorfs e submetidosntrifugacdo por 5 min a
7000 rpm. O polimero presente nas NC precipitolsobrenadante foi coletado,

filtrado e lido no espectrofotometro.

Os teores obtidos sdo a média de 3 leituras. @doaémpregado demonstrou

adequada linearidade e exatidao.

4.2.9 Preparacédo das nanoparticulas por homogene@@o a alta-pressao

As nanoparticulas foram preparadas a partir dduraigio Span 60®, com 0s
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TG@Qquercetina por volta de 60° C
em banho-maria. Esta mistura foi vertida sob ursa faquosa contendo polissorbato
80. Esta suspensédo foi submetida ao Ultra-Turra80@0 rpm durante 1 min. A
formacao das nanoparticulas ocorreu apés 6 cieldmthogeneizacdo da suspenséao a
500 bar, empregando homogeinizador a alta-presmddaP2K NS 1001L Niro Soavi.

As nanoemulsbes preparadas apresentaram a segamjgosicdo conforme

descrito nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Composicéo quali/quantitativa das formulacdes BeAN

Constituinte NE A
TGCC 20,0 mL
Quercetina 1,09
Span 66 50(9
Polissorbato 80 10g
Agua Milli Q® gsp 200 mL
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Tabela 5.Composicdo quali/quantitativa das formulacdes HeON

Constituinte NE C
TGCC 20,0 mL
Quercetina 0,5
Span 68 5,09
Polissorbato 80 109
Agua Milli Q® gsp 200 mL

Para verificar a presenca de cristais na amostrdNEleo doseamento foi

realizado conforme descrito por Pohlmann e colatmes 2008, onde uma parte da

formulacéo foi armazenada em frasco ambar que &oitice em repouso durante o

periodo do estudo tendo as aliquotas coletas d&oregntral do frasco e a outra parte

da formulacdo foi mantida em um frasco ambar queditado vigorosamente em

vortex antes da coleta de cada aliquota.

Para as NE uma aliquota de 0,5 mL da formulacacepouso e da formulagcéo

em movimento foram coletados e diluidos em acepama baldo volumétrico ambar

de 10 mL (Solucéo I). 0,5 mL da Solucéo | forametados e novamente diluidos em

acetona em baldo volumétrico de 10 mL (Solucéo Al)Solucéo Il foi lida no

espectrofotbmetro. Paralelamente, um simulado daul@acdo branca, contemplando

todos os constituintes da nanomemulsdo (NE), cooegd® da quercetina, foi

submetido as mesmas diluicées para fins de controle
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4.2.10 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente atrd®ésnalise de variancia
(ANOVA) ou testet com nivel de significancia de 0,05%, empregandoograma

Sigma Stat para Windows verséo 3.5.

4.2.11 Descarte de residuos

Todos os residuos quimicos gerados, durante arpgdmae a caracterizacao
das formulacdes, foram segregados, acondicionamtengficados segundo as normas
do Plano de Gerenciamento de Residuos implemeptddresolucdo COSAT 01/07,

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO







5.1 Caracterizacao fisico-quimica das nanocapsulas

As formulagcbes NCI, NCI-QUE, NCII e NCI-QUE apessaram-se
macroscopicamente homogéneas e com aspecto ldifuso,de dispersdes coloidais.
A Tabela 6 relaciona as caracteristicas de dianmat&rdio, indice de polidisperséao,

potencial zeta e pH das formulagcdes de NC.

Tabela 6.Caracteristicas fisico-quimicas das formulacoeN@eapos preparacao
(n=9)

Formulacdo Diametro PDI pH Potencial zeta
médio (hm) (adimensional) (mV)
NCI 171+ 3 0.10+ 0.03 4.78 0.06 -26+ 3
NCII 221+7 0.14+ 0.02 5.85+ 0.04 -12+ 1
NCI-QUE 190+ 3 0.11+ 0.05 4.9* 0.01 -26t 3
NCII-QUE 212+ 10 0.15+ 0.03 5.51+ 0.10 -11+ 2

PDI = indice de polidisperséo

A medida do didametro das particulas por espalhtmdmluz dindmico revelou
gue os valores de diametro médio sdo menores pai@rraulacdes preparadas com
Epikuron 178 (NCI e NCI-QUE) e maiores para aquelas preparadas
monoestearato de sorbitano e polissorbato 80 (NGICII-QUE). Todos os indice de
polidispersédo foram inferiores a 0,20, indicandonbgeneidade na distribuicdo das
particulas. Estes valores encontrados estdo deacom os verificados por Weiss-

Angeli e colaboradores 2008 para 0s mesmos sistemas

Os valores de potencial zeta para NCIl e NCII-QUQEar de -12 e -11 mV,
respectivamente, enquanto as formulagbes NCI e QUIE- tiveram valores de
potencial zeta de -26 mV. Os valores negativosalengial zeta estéo relacionados a
natureza quimica dos materiais na interface pdaftogua. Para as formulacbes
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contendo Span 60 tanto a presenca dos grupos carboxilatos (-C@@3entes na
cadeia principal da PCL, como o revestimento cofisgarbato 80 determinaram que
o potencial zeta fosse negativo. Para as formutagbmtendo Epikuron 170 o
potencial zeta foi ainda menor do que nas form@agbntendo Span 8@m funcao
da interface, que é revestida por fosfatidilcoliaagual contém acido fosfatidico na
sua composicdo (Mosqueira e col., 2000). A queraet&o influenciou os valores de
potencial zeta em ambos os casos. Os valores dmgmalt zeta verificados séo
adequados para manter o sistema sem agregacacigitacdo das nanoestruturas,
gracas a repulsdo eletrostatica que as mesmasajanes resultante da densidade de

carga da superficie.

O pH das formulacdes contendo Spafi 8Qolissorbato 80 foi préximo a 5,5
estando de acordo com Schaffazick e colaborado®3), uma vez que
nanoestruturas preparadas a partir do método depreuipitacdo e que utilizaram
poliésteres apresentaram valores de pH em torné,@leJa as formulacbes que
utilizaram o Epikuron 170 como sistema tensoativo apresentaram um valortde p
ligeiramente inferior, em torno de 5,0 o que pr@mmente se dé em funcao da
presenca do acido fosfatidico. Os valores de pn®nte acidos apresentados pelas
NC sdo adequados para o0 uso tépico das formulagtiesma eventual incorporacéo

das mesmas em sistemas semi-solidos (Alves €00I7)).

5.2 Determinacédo do numero de particulas por volume

Para verificar se a estabilidade da quercetina endtmxicinamato de octila
estaria relacionada com a densidade de particidasformulacbes, o nimero de
particulas (N) foi calculado através do experimed®® turbidimetria. Solucbes
metandlicas contendo quercetina e metoxicinamatocti foram varridas na regiao

UV-VIS de acordo com a Figura 5.
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Figura 5. Espectro UV-VIS (a) quercetina gg/mL e (b) OMC 0,05pg/mL
dissolvidos em metanol.

O comprimento de onda selecionado para as formegaBfCI-QUE e NCII-
QUE foi 490 nm, enquanto que para as formulacoek e&NNCII as leituras foram
realizadas em 400 nm, pois foram o0os comprimentoora mais proximos ao

diametro médio onde néo ha absorcéo de fotons.

Inicialmente, a turbidimetria foi determinada pasaformulacées NCI-QUE e
NCII-QUE. A regidao do UV-VIS onde ndo ocorreu alggar dos componentes da

formulacéo foi a escolhida para a realizacdo dadumetria.

Os valores de N (particulas.@npara NCI-QUE e NCII-QUE foram de
1,93+0,15 (x 18 e 1,66+0,24 (x 18), respectivamente sendo que 0s mesmos s&o
iguais estatisticamente (P > 0,05). Este resultadyere que o espalhamento de luz,
responsavel pela maior fotoestabilidade da forn@aiCII-QUE (Weiss-Angeli e
col., 2008), provavelmente ndo esteja relacionadn o maior niumero de particulas
na suspensdo NCII-QUE, mas pode ser uma consegquéaaiatureza dos materiais

que constituem a formulac&do. Desta forma, a presdagquercetina nas formulacdes
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poderia estar influenciando na intensidade de lIsalbada. Sendo assim, para
investigar se a quercetina estava influenciand@mportamento destas suspensoes
(NCI-QUE e NCII-QUE), o niumero de particulas pofuwoe também foi verificado
para NCI e NCII.

As formulagOes preparadas sem a quercetina (NGZI§ foram analisadas em
400 nm. Surpreendentemente o valor de N (partiomds foi menor para a
formulacdo NCII [0,91+0,12 (x 18] do que o valor determinado para a formulacédo
NCI [1,44+0,28 (x 16%], havendo diferenca estatistica significativa<(®,05) entre
0s grupos. Estes resultados demonstram que o espathamento de luz verificado
para as formulacBes contendo Spafi @0polissorbato 80, ndo se d& em razdo do
maior numero de particulas por volume da suspendaalisando os dados de
turbidimetria, pode-se deduzir que as formulaco€s &AINCI-QUE por apresentarem
um diametro médio inferior as formulacbes NCII e INQUE, teriam

consequentemente um maior niumero de particulagohome de suspensao.

Deste modo, a hipdtese previamente formulada nalida. Além disso,
comparando os valores de NCII-QUE e NCII, a preseata; quercetina influenciou o
namero de particulas por volume de maneira estatisente significativa (P < 0,05).
Assim, uma nova hipotese foi levantada: a fotodglade da quercetina e do MCO
poderia estar relacionada a uma maior intensidaseegpalhnamento de luz das

suspensdes devido a natureza dos seus componentes.

5.3 Razdao de Rayleigh para a intensidade média dezlespalhada no

espalhamento de luz estatico

Em um trabalho prévio desenvolvido por nosso giimhlimann e col., 2008),

o espalhamento de luz estatico foi utilizado pdnteoinformacdes sobre a intensidade
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de luz espalhada de formulacdes de nanocapsukageatdo calculo da Razéo de

Rayleigh.

Para resolver a Equacao 5, os indices de reffacdm determinados para as
formulag6es NCI, NCII, NCI-QUE e NCII-QUE (1,3406;3406; 1,3407 e 1,3409,
respectivamente), apresentando desvio padrao anfai 0,0001 para todas a
formulacdes. NCI e NCII apresentaram valores deaRale Rayleigh de 1,84 0,13
(x 10°) e 6,40+ 0,19 (x 10°), respectivamente. Os valores foram significatieata
diferentes (P < 0,05) indicando maior capacidadesjmlhamento das formulagdes
contendo Span 80e polissorbato 80 comparada com a formulagdo ndat&pikuron
17¢°. Por outro lado, as formulacBes contendo quedttCI-QUE e NCII-QUE)
apresentaram valores de Razdo de Rayleigh det1043 (x 10%) e 1,54+ 0,06 (x 10
), respectivamente, que sdo estatisticamente igis 0,05). As nanocapsulas
efetivamente atuam como filtros solares fisicos gistema tensoativo utilizado na
formulacdo (Span 60e polissorbato 80 ou Epikuron fjdnfluenciou a intensidade
de luz espalhada das suspensfes. Desta formama hijpotese foi validada. Além
disso, ambas as formulagdes preparadas com guerd®iCI-QUE e NCII-QUE)
espalharam a luz 8 vezes e 2 vezes mais que atigas formulacdes preparadas
omitindo o antioxidante (NCI e NCII). No entantosiailaridade entre os valores de
Razdo de Rayleigh das formulagcdes NCI-QEENCII-QUE e sua magnitude
comparada as formulagées NCI e NCIl sugerem quesecqtina esteja provavelmente
na interface particula/agua e/ou estabilizada coarmcristais nas suspensdes. Neste
sentido, as formulacGes foram analisadas atravéespi@hamento multiplo de luz e

analise térmica.
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5.4 Andlises de retroespalhamento de luz

A Razéo de Rayleigh foi determinada a partir diaighio das suspensodes (5000
vezes). Desta maneira, a influéncia dos cristaigudecetina pode ser maior, uma vez
gue a intensidade de luz € maior para os cristaiggue para as nanocapsulas
(Pohimann e col., 2008), ou menor porque a quaexqgiode se solubilizar com a

diluicdo das suspensdes em agua.

Com o objetivo de verificar o comportamento daspsusdes sem a
necessidade de diluicdo, as suspensfes de nanlasafimam analisadas através do
espalhamento mdltiplo de luz no equipamento Tudbikal¥. Para todas as
formulacdes, o sinal de transmitancia (T) foi nddobase ao topo da cubeta, durante o
periodo do experimento. As intensidades de badksteg (Bs) no meio da cubeta (10
— 35 mm) foram de 75% para ambas as formulacdgmmm@as com Epikuron 170
(NCI e NCI-QUE) com desvio padrao de 1 e 2% resypectiente. Para as formulagbes
preparadas com Span‘e polissorbato 80 (NCII e NCII-QUE), ambos os vesode
Bs foram 82%, tendo como desvio padrao 1 e 2% respeatnte. Aplicando a analise
estatistica verificou-se que estes valores sadfisafivamente diferentes (P < 0,05).
Os perfis relativos a primeira medida sdo apredestana Figura 6, enquanto 0s

histogramas referentes aos valores de backscatestao na Figura 7.
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Figura 6. Perfil de Backscattering (0 a 5 min, relativo an@ira medida) das
formulacdes (a) NCI; (b) NCII; (c) NCI-QUE e (d) NEQUE.
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Figura 7. Backscattering (%) no t = 0 min das formulacded,NNCII, NCI-QUE e
NCII-QUE (n = 3).

O percentual de Ble uma amostra é proporcional a sua fracdo voticad)

e ao seu diametro de particull, Equacéo 7 e Equacéo 8

B,-—— (7)

I* (d , (/’) = Iﬁ(lidg)Qs (8)

ondel* (um) é o caminho percorrido pelo féton no meio, Qs éoeficiente de luz
espalhada (adimensional)ggladimensional) é o fator de assimetria (Mengueble
1999B). Enté&o, o sinal de;Bt = 0 min) no meio da cubeta foi utilizado pataes o
parametrol*. As formulacbes NCI, NCII, NCI-QUE e NCII-QUE apsntaram
valores dd* de 23410 um, 16814 um, 24534 um e 17218 um, respectivamente
conforme indicado na Figura 8. Aplicando a anadismtistica verificou-se que estes
valores séo significativamente diferentes (P < )0u@fizando ANOVA. Ao aplicar o
teste Holm-Sidak esta diferenca foi confirmada (F0,85) entre as formulagdes
preparadas com diferentes composi¢coes de tensedhivil-QUEvVs. NCII, NCI-QUE
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vs. NCII-QUE, NCI vs. NCIl e NCI vs. NCII-QUE), engnto o mesmo teste
demonstrou igualdade estatistica (P > 0,05) erdréoanulacées contendo ou nao
guercetina preparadas com a mesma composicaotemaitensoativo (NCI-QUE vs.
NCI e NCII-QUE vs. NCII). A analise estatistica 6omou quel* foi dependente da
composicdo de tensoativo nas nanocapsulas. Aléso,dis formulacdes preparadas
com Span 60D e polissorbato 80 apresentaram os valores macs ale Q,
demonstrando que a composicao qualitativa das ss8es de nanocapsulas influencia

o comportamento de espalhamento da luz.

300 -
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1 1
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=
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~ 100-
B NC
0 77 NC,
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O [ I I I |

Figura 8. Caminho percorrido pelo fétdh (um) no t = 0 min das formulacdes NCI,
NCII, NCI-QUE e NCII-QUE (n = 3).

Considerando todos os resultados juntos, a fotepdio previamente observada
por Weiss-Angeli e col., 2008 foi também em fungi@ocomposicdo dos diferentes
sistemas tensoativos, que influenciaram a intedsid#e espalhamento de luz das
suspensdes. Aléem disso, a quercetina poderia astando simultaneamente como
scavenger(captador de radicais livres) e espalhando adeajma por¢cédo molecular

bem como uma porcdo nanocristalina estivessem tsin@dmente presentes nas
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formulacbes. Deste modo, a andlise térmica e aostopia Optica foram realizadas

para avaliar esta possibilidade.

5.5 Analise térmica

5.5.1 Termogravimetria (TGA)

Para verificar a capacidade da quercetina em atwao captador de radicais,
as formula¢gdes foram analisadas através de TGAuUAsms de TGA obtidas para as
formulacbes de nanocapsulas secas, conforme destait secdo 4.2.6.1, estdo

apresentadas na Figura 9.

Uma reducdo da massa total das nanocapsulas, pamdesite a 90% das
amostras, ocorreu a uma temperatura por volta de°B7para as formulagées
preparadas sem quercetina (NCI e NCII). Entretapéna as formulacbes contento
quercetina (NCI-QUE e NCII-QUE), as temperaturasgpe uma reducdo da massa
total das nanocapsulas correspondente a 90% ocoereu 396 e 427°C,

respectivamente.
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Figura 9. Curvas de TGA para as formula¢des de nanocapsi@asNCIl, NCI-QUE
e NCII-QUE.

A Tabela 7 indica as temperaturas em que ocorré@®m0, 90% de perda de
massa total. Comparando as formulacées preparastas Epikuron 178 foram
necessarios 20C a mais para reduzir 90% da massa total das naswled com
guercetina (NCI-QUE) quando comparada a formulgg@parada sem a presenca da
quercetina (NCI), enquanto que para as formulagireparadas com o sistema
tensoativo Span 60e polissorbato 80 essa diferenca para reduzir @@%hassa total
das nanocéapsulas foi ainda maior, sendo déC4@ mais para a formulacdo com
quercetina (NCII-QUE) frente a formulacdo preparagsn o flavondide (NCII).
Independentemente do sistema tensoativo, maiogianii requerida para provocar a
degradacdo quimica das nanocapsulas contendo tj@rcemparada com aquelas

preparadas sem o antioxidante.

63



Tabela 7.Resultados de TGA para as formula¢des de nande&psu

Formulac&o §.(°C) Tos (°C) Tos (°C) ATo, (°C)
NCI 228 276 376 -
NCII 227 275 378 -
NCI-QUE 225 277 396 20
NCII-QUE 218 268 427 49

To.1= temperatura em que ocorreu 10% de perda da nwakal, 5 = temperatura em
gue ocorreu 50% de perda da massa totg=Ttemperatura em que ocorreu 90% de
perda da massa totdllT ¢ = diferenca de temperatura em que ocorreu 90%ed#ap
da massa total entre NCI-QWENCI; NCII-QUEe NCII.

Os perfis da primeira derivada da curva de TGA@DTornecem informacdes
mais detalhadas sobre o comportamento da trocaadsanocorrida durante o processo
de oxidacdo. A perda de massa ocorreu em pelo ntkn®®stagios, conforme indica
a Figura 10, que representa os perfis de TGA, ernigua linha cinza corresponde a

primeira derivada da curva de TGA (DTG).
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Figura 10. Perfis de TGA das formulacdes NCI, NCIl, NCI-QUENEII-QUE, a
linha cinza corresponde a primeira derivada da TBFG).
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No primeiro estagio, a taxa de perda maxima ocqrogwolta de 20 %/min em
uma faixa de temperatura que variou de 257 a°Z7para todas as amostras. No
segundo estagio de aquecimento, as formulacdeseNCTIl apresentaram a taxa de
perda maxima de aproximadamente 19 %/min enG7A taxa de perda maxima (20
%/min) para NCI-QUBBcorreu em 392C, enquanto para NCII-QUE a taxa de perda
maxima (14 %/min) se deu em 4%@. Portanto, a magnitude do efeito protetor
conferido pela quercetina foi afetada pelo tiposttema tensoativo empregado. A
presenca de Span %@ de polissorbato 80 forneceu uma melhor estabi¢icquimica

para as nanocapsulas contendo quercetina do e@deltEpikuron 170

5.5.2 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O experimento de DSC foi conduzido para verificaroasibilidade da porcéao
cristalina da PCL estar interagindo com a queraetirse a localizacdo da quercetina
seria a interface particula/agua. As nanocapsweass conforme descrito na secao
4.2.6.1, foram submetidas a analise de DSC.

Os termogramas das matérias-primas, da mistuta fixCL:MCO (1:3 m/m) e
das formulagdes NCI, NCIl, NCI-QUE e NCII-QUE, ageatados na Figura 11,
mostraram que, no primeiro ciclo de aqueciment@icss endotérmicos para o filme
de PCL (preparado como descrito na secdo 4.2.6p2y&o Span 60foram 64,8 e
55,1°C, respectivamente. Estes valores para estas asmp#imas sdo reduzidos para
56,9 e 53,9C no segundo ciclo de aguecimento. Este comport@anénmico esta de
acordo com o previamente verificado por Miller éaboradores (2001). Epikuron
17¢°, MCO e quercetina ndo apresentaram nenhum evedmémico na faixa de
temperatura analisada neste experimento (-80 &AM quercetina funde a 31C
(Wu e col., 2008) tornando impraticavel a analiae suspensfes de NC secas até esta
temperatura devido a degradacdo das amostrasyabaguor volta de 20%C, como

demonstrado anteriormente pelo experimento de TGA.
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Figura 11. Termogramas de DSC (a) PCL; (b) Spaff,6@) QUE, (d) Epikuron
170®,(e) MCO, (f) PCL:MCO 1:3 m/m, (g) NCI, (h) NICKi) NCI-QUE, (j) NCII-
QUE. Primeiro ciclo de aquecimento.

O primeiro ciclo de aquecimento permite avalianffuéncia do processo de
preparacdo nas propriedades térmicas das amoftmstt¢, 2006), enquanto o
segundo ciclo de aguecimento apresenta as interafiigo-quimicas entre o0s
materiais, desconsiderando a influéncia da histt@tanica da amostra. Todas as
nanocapsulas apresentaram um pico endotérmiconpoéxi45°C no primeiro ciclo de
aquecimento, que foi reduzido para aproximadam&8téC no segundo ciclo de
aguecimento. Os valores sdo semelhantes aos olpigdasa dispersdo de PCL:MCO

(1:3 m/m) onde se observaram picos em 46 ¥4dara o primeiro e segundo ciclo de
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aguecimento, respectivamente. Desta forma, o prdotérmico verificado nas
nanocapsulas corresponde a fusdo da PCL.

A entalpia de fusdo pode ser definida como a qdadé de calor necesséria
para fundir 1 grama de um determinado material stade® solido (Ford e Timmins,
1989). Valores elevados de entalpia de fusao sogaraior estabilidade dos arranjos
cristalinos. Sendo assim, maior energia € requepdea romper as interacoes
intermoleculares.

Comparando os resultados verificados para a PCtormaa de filme com a
PCL presente nas nanocapsulas e na dispersao em aM@ducdo da temperatura de
fusdo da PCL nos ultimos termogramas indica queaa de perfeicdo dos cristalitos
da PCL foi menor nas nanocapsulas e na dispersda ele MCO do que no filme do
polimero, sugerindo que a cristalinidade da PCLcfoisideravelmente reduzida em
sua dispersdo em MCO e nas formula¢gdes de nandaspSucalculo das entalpias de
fusdo @H,) foi realizado a partir da integracdo dos picoslotérmicos dos
termogramas com auxilio do programa TA Universalalfsis para Windows
2000/XP. O valor dedH,,, da PCL no filme passou de 109 J/g para 23 e 1&al/g
disperséo em MCO e nas nanocapsulas, respectivamenigerindo que a
cristalinidade da PCL na dispersdo em MCO e nasadgusulas foi reduzida quando
comparada a PCL na forma de filme.

Apesar da alteracédo na cristalinadade do polimardispersdo PCL:MCO (1:3
m/m) estudos de inchamento de polimero no MCOza&ddis previamente por Weiss-
Angeli e col., 2009 demonstraram que nao ocorraragldo na massa do polimero
apos 13 dias de avaliacao, o que evidencia queando dissolveu o polimero, desta
forma, a estrutura das NC foi mantida.

O grau de cristalinidade de polimeros pode serulzalo empregando a

Equacéo (7) conforme proposto por Modesti e cokadmnes (2006):

AH,
AH?°

m

Xe = oo (7)
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onde:

X.: grau de cristalinidade;

AH.: entalpias de fusédo obtidas experimentalmente;

AH? entalpia de fusdo para a PCL 100% cristalina (/4% (Vogelsanger e
col., 2003).

A Tabela 8 apresenta os parametros térmicos deetamura de fusdo, a
entalpia de fusdo, a temperatorsset(temperatura que se inicia a formacéo do pico) e

o grau de cristalinidade das nanocépsulas e densatésias-primas.

Tabela 8.Parametros térmicos das nanocapsulas e matémaaspifaixa de
temperatura: —80 a 10C)

Amostra Primeiro ciclo de aguecimento Segundo ciclo de eiquento
Tm Tonset AHpm  Xe (%) | Tm Tonset  AHm X (%)
cC)  (°C) (g G  (°C) ()

PCL 64,8 56,3 109 75 56,9 52,8 62 42

Span 66 55,1 515 75 - 539 43,8 58 -

QUE* - - - - - - -

Epikuron 178 - - - - - - -

COM - - - - - - -

PCL:MCO (1:3 45,9 39,1 23 16 40,8 27,8 18 12

m/m)

NCI 43,5 37,1 18 12 37,0 26,1 15 10

NCII 45,1 39,9 19 13 38,6 29,1 15 10

NCI-QUE 44,2 37,6 17 12 37,8 27,0 14 10

NCII-QUE 45,7 40,4 19 13 38,7 31,0 15 10

* O pico de fusédo da quercetina ndo foi detectadtaixa de temperatura avaliada
neste experimento.

Os valores de grau de cristalinidade verificadu$icam que a presenca do

MCO nas nanocapsulas e na dispersdo PCL:MCO (In8 meduziu a cristalinidade
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do polimero. A elevada cristalinidade verificadaapa filme de PCL (75%) quando
comparada a demais trabalhos na literatura (Ppl2606) pode ser explicada em
funcdo da utilizacdo neste trabalho de um filmealémero dissolvido em acetona, no
lugar da PCL conforme recebida pelo fabricante,fqua forma de avaliagcdo da PCL
pelo autor citado anteriormente.

A presenca da quercetina e o tipo de sistema déwsonao influenciaram o
comportamento térmico da PCL nas nanocépsulas. Adésso, os resultados
mostraram que a porc¢ao cristalina da PCL nédo e&gapgindo extensivamente com 0s
materiais antes das amostras serem aquecidasul@desindica que a quercetina nao
esta na interface particula/agua. Portanto, ossddddRraz&o de Rayleigh indicam a
presenca de nanocristais de quercetina nas forfedad\ partir disso, considerando
todos os dados, pode-se afirmar que 0s nanocridi@igjuercetina também séo
responsaveis pela estabilizacgdo do OMC como vadéic por Weiss-Angeli e
colaboradores (2008).

5.6 Microscopia Optica

Com o objetivo de confirmar os dados levantadosvés da analise de DSC e
da Razdo de Rayleigh, foram obtidas fotografiasnderoscopia optica de luz
polarizada das amostras e da solucdo de quercetmacetona (1 mg/mL). As
imagens representadas na Figura 12 demonstram sengee de cristais nas
formulacdes contendo quercetina (NCI-QUE e NCII-QUBe acordo com Layre e
colaboradores (2005), a formacédo dos cristais @rdo método de nanoprecipitacéo,
ocorre quando a acetona é removida atraves da regaoolevando a um decréscimo
na solubilidade do farmaco no meio de dispersd@mn@nho dos cristais (em torno de
50 um) é maior que o tamanho verificado para nanocapsid formulagéo, isto pode

ser explicado em funcédo do atrito entre os cristiais formulacdes, a lamina e a

69



laminula, que serve como ponto de nucleacdo pam@escimento dos cristais

(Mersmann e col., 2001).

Figura 12. Fotografias de microscopia optica de luz poladzads suspensdes de
nanocapsulas e da solucéo de quercetina em adajosalucdo de QUE em acetona
(1 mg/mL); (b) NCI; (c) NCII; (d) NCI-QUE; (e) NCIQUE. Barra corresponde a 50
pm.
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5.7 Doseamento da quercetina

As formulacdes de NC foram preparadas sem a prassegViCO, o nucleo
oleoso das NC foi substituido por triglicerideosadado caprico e caprilico (TGCC),
estas formula¢Bes teriam uma potencial atividadiexadante. O 6leo foi previamente
saturado com quercetina, desta forma o doseamealipado na regido do ultravioleta
(371 nm) correspondeu a concentracdo de quercetliamostras.

A concentracdo de quercetina quantificada na fag@id NC TGCC A foi de
37,89ug/mL. Como este valor foi considerado baixo e déstaa insatisfatério para
uma possivel futura aplicacéo terapéutica, umadt@gdo com uma quantidade maior
de quercetina foi preparada de acordo com a T&bela

Nestas condi¢des, a concentracdo obtida foi d&63@4nL para NC TGCC C.
A baixa concentracdo de quercetina encapsuladéonasilacdes de NC poliméricas
pode ser em funcdo da presenca de cristais nadramosonforme verificado pelo
ensaio de microscopia o6tica. Considerando estabplasde, uma alternativa proposta
para contornar a presenca de cristais nas formega¢di a preparagcdo de uma nova
formulacdo elaborada a partir da técnica de homageido de alta pressao. A
primeira formulacdo proposta, visando obter umacenttacdo de quercetina
adequada para fins terapéuticos, apresentou a &igépo quali/quantitativa
apresentada na Tabela 4.

As concentracdes de quercetina foram determinagi@sgvaliar a presenca de
cristais na amostra de acordo com metodologia eyapee por Pohlmann e
colaboradores 2008. Este processo ocorreu atravexyithcdo vigorosa de um dos
frascos antes das diluicdes para a medida dogaquanto o outro frasco contendo a
mesma formulacdo permaneceu imovel durante todoerdogp de analise. As

concentragcOes de quercetina na amostra NE A daddsna Tabela 9.
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Tabela 9.Doseamento de quercetina para NE A

Tempo (dias) NE A Movimento (1g/mL)

NE A Paradopg/mL)

0 235,49+ 1,93 232,9& 1,71
7 229,06+ 1,67 144,08 3,67
15 198,64+ 4,33 98,03 3,53
21 208,69+ 3,25 108,1%* 4,30
30 208,39+ 2,20 89,8C 3,29
A Figura 13 representa a variacado na concentrdgd@piercetina na formulagéao
NE A.
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Figura 13. Variacdo na concentracdo de quercetina nas NE ititlaa paradas e em
movimento

Os valores de concentracdo de quercetina mantiveeamelativamente

constantes durante 30 dias para o frasco que ftadagvigorosamente momentos

antes da coleta para a quantificacdo da quercefiomparado com os valores de

concentracdo encontrados para o frasco que foiidoeaparado durante o periodo de
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analise evidenciou-se que a formulacdo apresenistais, que com o decorrer do
tempo sedimentaram no fundo do frasco. Ao reaNzgorosa agitacao estes eram
resuspendidos na formulacao, que apresentava sgiairimos ao tempo inicial.

Em funcdo da presenca de cristais uma nova fog&olaom uma quantidade
de quercetina reduzida pela metade foi propostandb-se desta forma a formulacéo
NE B cuja composicao € descrita na Tabela 8.

Os valores obtidos para o doseamento da formuls§a® sao representados
na Tabela 10.

Tabela 10.Doseamento de quercetina para NE B

Tempo (dias) NE B Movimento fig/mL) NE B Paradop(g/mL)
0 97,24+ 1,17 101,64 1,49

7 99,26+ 0,92 40,23 0,70

15 94,42+ 0,92 31,8C 0,86

O estudo foi conduzido por um periodo menor ja @eesenca de cristais foi
evidenciada apdés 15 dias do preparo das formulagddsigura 14 representa o

comportamento da quercetina na formulagdo NE B.
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Figura 14. Variacdo na concentracdo de quercetina nas NEigaa paradas e em
movimento

Novamente a presenca de cristais de quercetina foasiulacbes
nanoestruturadas foi evidenciada. Independentententsoncentracdo de quercetina
presente nas amostras e do método de preparacdegatips a presenca de cristais
nas formulagdes nao foi solucionada.
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6. CONCLUSOES






Suspensdes de nanocapsulas contendo quercetintbxicmamato de octila,
utilizando Epikuron 170 ou Span 60 e polissorbato 80 como tensoativos,
foram preparadas pelo método da deposicdo intatfaei demonstraram
consistir em sistemas adequados em relacdo ao hand@nparticula, potencial

zeta e pH.

A hipétese da fotoprotecdo estar relacionada aidbmhs de particulas em
suspensado nao foi confirmada, uma vez que as naswed preparadas com
Span 66 e polissorbato 80 ndo renderam um maior nimerpadeculas por

volume.

A eficiéncia de espalhamento de luz foi maior nasntilagbes contendo o
sistema tensoativo Span®@ polissorbato 80, conforme evidenciado através
dos estudos de espalhamento de luz estatico (raEhioRayleigh) e
espalhamento de luz mdultiplo (retroespalhament@mairtho percorrido pelo

féton).

Os estudos de termogravimetria evidenciaram queesepca da quercetina

aumentou a estabilidade térmica de todas as foghesa

Através da calorimetria exploratoria diferenciadyificou-se que a quercetina
nao interage com a porcao cristalina do polimenguanto o metoxicinamato

de octila reduziu a cristalinadade do polimero.
Os melhores resultados verificados para a formald¢@ll-QUE, ocorreram

pelo sinergismo da protecdo quimica fornecida pelercetina e pela maior

eficiéncia de espalhamento conferida pela composig& tensoativos.
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Independentemente do sistema tensoativo empregado, formulacdes

apresentaram cristais de quercetina.

A quantidade de quercetina encapsulada nas namdasppgoliméricas foi

baixa.

Formulacdes com diferentes concentracfes de querqeeparadas a partir da
técnica de homogeinizacdo a alta pressdo tambéraprasentaram adequado
teor de quercetina encapsulado. Da mesma formarisiai€ de quercetina
continuaram presentes em ambas as formulacdesratdagapor meio desta

técnica.
O sistema composto por nanocépsulas, quercetirgtaxitinamato de octila é

interessante, pois mesmo com a presenca de crigiegsnoveu maior

estabilizacdo quimica do filtro solar quimico easitioxidante.
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