UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Desenvolvimento tecnoldgico e avaliagao da penetracdo cutanea de

benzofenona-3 a partir de nanocapsulas revestidas com quitosana

NATALY MACHADO SIQUEIRA

PORTO ALEGRE, 2008






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Desenvolvimento tecnoldgico e avaliagao da penetracdo cutanea de

benzofenona-3 a partir de nanocapsulas revestidas com quitosana

Dissertacao apresentada por Nataly Machado
Siqueira para obtencdo do GRAU DE MESTRE

em Ciéncias Farmacéuticas

Orientadora: Prof?. Dr2. Silvia Stanisguaski Guterres



Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, em nivel de Mestrado da Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 15.04.2008, pela Banca Examinadora

constituida por:

Profé. Dr2. Adriana Raffin Pohlmann

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof?. Dr®. Nadya Pesce da Silveira

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Prof. Dr. Ruy Carlos Ruver Beck
Universidade Federal de Santa Maria

S618d  Siqueira, Nataly Machado
Desenvolvimento tecnolégico e avaliagdo da penetragcéo cutanea
de benzofenona-3 a partir de nanocapsulas revestidas com
quitosana / Nataly Machado Siqueira — Porto Alegre : UFRGS,
2008. — xxii, 106 p. :il.

Dissertagcdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia.
Programa de Pdos-graduagédo em Ciéncias Farmacéuticas.

1. Benzofenona-3. 2. Penetracdo cutdnea. 3. Nanocapsulas. 4.
Quitosana. |. Guterres, Silvia Stanisguaski. Il. Titulo.

CDU: 615.4

Bibliotecaria responsavel:
Margarida Maria Cordeiro Fonseca Ferreira — CRB10/480



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério 405 da Faculdade de Farmacia
da UFRGS, e contou com apoio financeiro da Rede Nanocosméticos
MCT/CNPq e CAPES.






Aos meus pais, Ronaldo e Erica, e 8 maninha, Lissa.






AGRADECIMENTOS

A Profe. Silvia Guterres, pela oportunidade impar em participar de seu grupo
de pesquisa. Obrigada pela confianca, orientacdo e amizade. A Prof?. Adriana
Pohlmann, pelas fantasticas aulas, incentivo, amizade e paciéncia.

Aos meus pais, Ronaldo e Erica, e minha irm3, Lissa, pela forca e incentivo
em todos os momentos, carinho, compreensao, confianga e por estarem sempre por
perto, apesar da distancia. A minha familia gatcha, V6 Eufrazia, Tia Marilena e Tio
Elio, pelo incentivo e por me acolherem sempre com muito carinho; e minha familia
maranhense, Dim, V6 Teresinha e Tio Marco, pelo carinho, for¢a e incentivo.

Aos meus colegas de laboratério: Leticia Colomé, Leticia Cruz, Franceline
Reynaud, Renata Raffin, Alessandra Badejo, Scheila Schaffazik, Lali Ronsoni,
Gislane Domingues, Bibiana Araujo, Vitéria Berg, Sandra Haas, Daniela Conrado,
Cristofer Faria, Cristiane, Laura Oliveira, Flavia Uchoa, Denise Jornada, Cristiane
Hoffmeister, Ludmila Pinheiro, Angelo Zanotto, Thatiana Terroso, Bruna Donida,
Evelise Assumpcao, Manuel Ortiz, Irene Kilkamp, Ana Luisa Maurer, Marta Alves,
Valéria Weiss, Daniel Fasolo, Michele Fraga e Giovanni Zorzi, por todo apoio e
companheirismo ao longo destes dois anos. Em especial, aos “nano-colegas” Karina
Paese, Manuela Francga, Eliézer Jager, Alessandro Jager, Fernanda Poletto, Leticia
Sias, Renata Contri, Luana Fiel e Cris Venturini e aos “PK’s”, Rodrigo Freddo,
Moacyr Kaiser, Fran Johansson, Patricia Severino, Candice Filippi, Clarissa Bettoni
e Leandro Tasso. Muito obrigada por todo apoio, pelos inesqueciveis momentos de
descontracdo, pela companhia e, principalmente, por nossa amizade.

As amigas Giovanna Bergamini e Karina Paese, e ao amigo Murilo Vianna,
pela forca, pela eterna amizade, companhia e pelos bons momentos.

Ao Abatedouro Araldi (Nova Roma do Sul — RS), pela gentileza em ceder a
pele suina, ferramenta fundamental na conducao deste trabalho.

A Rede Nanocosméticos MCT/CNPq e & CAPES, pelo apoio financeiro que
permitiu o desenvolvimento deste projeto.

A UFRGS e ao curso de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, pela

oportunidade na construcido do meu conhecimento.






SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

2.2 Especificos

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fotoprotecao e cuidados com a pele

3.2 Benzofenona-3

3.3 A pele como barreira biolégica e via de administracao tépica
3.3.1 Nanoparticulas poliméricas para aplicagao topica

3.4 Nanoparticulas com superficie catidnica: alteragdo do tempo de
permanéncia sobre tecidos bioldgicos

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

4.1.2 Aparelhos e equipamentos
4.1.3 Solventes e outros materiais

4.2 Métodos

11

16

18

20

31

33

33

33

34

36



4.2.1 Preparacao das suspensodes de nanocapsulas poliméricas

4.2.2 Caracterizacido das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

4.2.2.1 Doseamento da benzofenona-3 nas suspensdes de nanocapsulas

4.2.2.2 Determinacdo das taxas de associacdo da benzofenona-3 as
nanocapsulas

4.2.2.3 Determinacéao do pH

4.2.2.4 Determinacao do diametro médio das particulas e polidispersao

4.2.2.5 Determinacao do potencial zeta

4.2.2.6 Analise em Turbiscan LAb®

4.2.2.7 Analise morfoldgica

4.2.2.8 Reologia e determinacdo da viscosidade das suspensdes de
nanocapsulas

4.2.2.9 Analise estatistica

4.2.3 Preparagdo da base semi-solida contendo nanocapsulas de
benzofenona-3

4.2.4 Caracterizagdo das bases semi-solidas contendo nanocapsulas de
benzofenona-3

4.2.4 .1 Doseamento de benzofenona-3 nas bases semi-soélidas

4.2.4.2 Analise em Turbiscan LAb®

4.2.4.3 Analise morfolégica das nanocapsulas apos incorporagdo na base
semi-solida

36

37

38

38

39

39

39

40

40

40

40

41

41

41

41



4.2.4.4 Determinacao do diametro das nanocapsulas apos incorporagao nos
hidrogéis

4.2.4.5 Determinacao do potencial zeta dos hidrogéis apds incorporacéo das
nanocapsulas

4.2.4.6 Reologia dos géis contendo nanocapsulas de benzofenona-3
revestidas e nao revestidas com quitosana

4.2.5 Avaliagdo da penetracdo cutanea in vitro de benzofenona-3 a partir
dos géis contendo nanocapsulas revestidas e ndo revestidas com quitosana

4.2.5.1 Preparacao e estocagem da membrana

4.2.5.2 Células de difusdo do tipo Franz, in vitro

4.2.5.3 Técnica do tape stripping — retengao no estrato cérneo

4.2.5.4 Técnica de retencao cutanea

4.2.5.5 Analise estatistica da penetracao cutanea in vitro de benzofenona-3
a partir dos géis contendo nanocapsulas de benzofenona-3 revestidas ou
nao com quitosana

4.2 .6 Descarte de residuos

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacdo e caracterizacdo das suspensdes de nanocapsulas
contendo benzofenona-3 revestidas ou ndo com quitosana

5.1.1 Determinacdo dos didametros médios, polidispersédo, potencial zeta,
pH, taxa de associagdo e doseamento das nanocapsulas contendo
benzofenona-3 revestidas ou ndo com quitosana

5.1.2 Caracterizagao morfoldgica das nanocapsulas contendo benzofenona-
3 revestidas ou ndo com quitosana

Xi

42

42

42

43

43

43

44

44

45

45

46

48

48

53



5.1.3 Caracterizacdo reologica e determinacdo da viscosidade das
suspensdes de nanocapsulas contendo benzofenona-3 revestidas ou nao
com quitosana

5.1.4 Analise em Turbiscan LAb®

5.2 Preparagdo e caracterizagdo da base semi-sdlida contendo
nanocapsulas de benzofenona-3 revestidas ou ndo com quitosana

5.2.1 Analise reoldgica dos hidrogéis preparados com benzofenona-3 livre e
a partir das suspensdes de nanocapsulas contendo benzofenona-3
revestidas ou nao com quitosana

5.2.2 Doseamento de benzofenona-3 nanoencapsulada presente nas bases
semi-solidas, determinacdo do didmetro das nanocapsulas apoés
incorporagcdo nos hidrogéis e do potencial zeta dos hidrogéis apods
incorporacao das nanocapsulas

5.2.3 Analise morfolégica das nanocapsulas apos incorporagdo na base
semi-solida

5.2.4 Analise em Turbiscan LAb®

5.3 Avaliacao da penetracdo cutanea in vitro da benzofenona-3 a partir dos
géis contendo nanocapsulas de benzofenona-3 revestidas ou ndo com
quitosana

6 CONCLUSOES

7 REFERENCIAS

8 ANEXOS

xii

54

55

57

58

61

63

64

65

73

77

91



Figura l

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica da benzofenona-3

Distribuicdo de ions em torno do coldide carregado — potencial
zeta

Estrutura da quitosana

Fotomicrografias das suspensdes de nanocapsulas por
microscopia eletrénica de transmissao

Reogramas representando o comportamento newtoniano das
suspensodes de nanocapsulas

Graficos de retroespalhamento e transmissdo de luz das
suspensdes de nanocapsulas (Turbiscan LAb®)

Reograma representando o comportamento pseudoplastico dos
hidrogéis de Natrosol® contendo benzofenona-3 livre e
nanocapsulas contendo benzofenona-3 revestidas ou ndo com
quitosana

Graficos da determinagao do diametro das nanocapsulas apés
incorporagao nos hidrogeéis

Fotomicrografias das nanocapsulas apoOs incorporagdo nos
hidrogéis, por microscopia eletrénica de transmisséao

Graficos de retroespalhamento e transmissdo de luz dos
hidrogéis contendo nanocapsulas revestidas ou n&o com
quitosana (Turbiscan LAb®)

Graficos da distribuicao de benzofenona-3 nas camadas da pele
e meio receptor, através da penetracdo cutanea in vitro em
células de Franz por tempos de coleta.

Graficos da distribuicdo da benzofenona-3 no estrato cérneo da
pele, através da técnica do tape stripping.

17

26

27

54

95

o7

60

63

64

65

70

72






Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

LISTA DE TABELAS

Classificacao dos fototipos da pele
Composicao das nanocapsulas poliméricas

Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas revestidas com
diferentes concentragdes de quitosana

Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas revestidas com
diferentes concentragdes de quitosana

Caracteristicas das nanocapsulas contendo benzofenona-3
revestidas ou ndo com quitosana

indices de escoamento (n) e consisténcia (K) dos hidrogéis

Concentragdes de benzofenona-3 no compartimento doador, nas
diferentes camadas da pele e no meio receptor

14

37

48

49

52

61

67






LISTA DE ABREVIATURAS

UV - Ultravioleta

UVA — Ultravioleta A

UVB — Ultravioleta B

UVC — Ultravioleta C

ERO — Espécies reativas de oxigénio

PSPT — Physician diagnosed skin phototipe

FPS — Fator de protecao solar

PPD — Persistent pigment darkening

MCO — metoxicinamato de octila

O/A - 6leo/agua

A/O — agualéleo

CF — carboxifluoresceina

EHL - Equilibrio Hidrdfilo/Lipdéfilo

HEC - hidrogel branco de Natrosol®

HEC-B3 — hidrogel de Natrosol® contendo benzofenona-3 livre

HEC-NC-B3 — hidrogel Natrosol® contendo nanocapsulas de benzofenona-3 n&o
revestidas

HEC-NC-Q-B3 - hidrogel Natrosol® contendo nanocapsulas de benzofenona-3
revestidas com quitosana

NC-S — nanocapsulas vazias preparadas com Span 60°

NC-S-B3 — nanocapsulas contendo benzofenona-3 preparadas com Span 60°®
NC-S-Q-B3 — nanocapsulas contendo benzofenona-3 preparadas com Span 60° e
revestidas com quitosana

NC-E — nanocapsulas vazias preparadas com Epikuron 170®

NC-E-B3 — nanocapsulas contendo benzofenona-3 preparadas com Epikuron 170®
NC-E-Q-B3 — nanocapsulas contendo benzofenona-3 preparadas com Epikuron

170® e revestidas com quitosana






RESUMO

As nanocapsulas poliméricas tém sido alvo de grande interesse por permitirem
alteracdes no tempo de permanéncia das substancias no estrato corneo da pele. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da carga de superficie positiva das
nanocapsulas revestidas com quitosana sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
avaliar a penetrag&o cuténea in vitro da benzofenona-3 a partir destas nanocapsulas
incorporadas em hidrogéis. As nanocapsulas preparadas com Span 60® (NC-S: 234
nm; NC-S-B3: 260 nm; NC-Q-S-B3: 295 nm) apresentaram diametros médios
maiores do que as preparadas com Epikuron 170® (NC-E: 174 nm; NC-E-B3: 175;
NC-Q-E-B3: 202 nm), e todas apresentaram baixos valores de polidispersao (< 0,2),
o que foi confirmado por de microscopia eletrénica de transmissao. O revestimento
de quitosana conduziu a um potencial de superficie positivo (NC-Q-S-B3: 21 mV,
NC-Q-E-B3: 21 mV), enquanto nas nanocapsulas nao revestidas esses foram
negativos (NC-S-B3: -12 mV, NC-E-B3: -8 mV). O teor de benzofenona-3 e as taxas
de associacdo foram de aproximadamente 100 % para todas as amostras apoés
preparacdo e apos 30 dias de armazenamento. Analises em Turbiscan LAb®
mostraram que as nanocapsulas sem revestimento de quitosana preparadas com
Span 60® (NC-S-B3) apresentaram tendéncia a coalescéncia. As nanocépsulas
incorporadas em hidrogéis de Natrosol® em total substituicdo & agua nao alteraram o
comportamento pseudoplastico originalmente conferido ao Natrosol®. Andlises em
Turbiscan LAb® dos hidrogéis mostraram que ndo ha tendéncia & desestabilizagdo
para todas as formulagdes. Estudos de penetracdo cutdnea usando células de
difusdo de Franz demonstraram que as nanocapsulas contendo benzofenona-3
revestidas com quitosana foram eficazes em prolongar o tempo de residéncia do
filtro solar sobre o estrato corneo da pele e, também, em reduzir a sua chegada ao
meio receptor das células de Franz. Em concluséo, o conjunto de resultados indica
que as nanocapsulas contendo benzofenona-3 e revestidas com quitosana sao

sistemas promissores para aplicacao cutanea da benzofenona-3.

Palavras-chave: nanocapsulas, quitosana, benzofenona-3, penetragao cutanea.






ABSTRACT

Polymeric nanocapsules have been considered to be of great interest because of
their ability to promote variation in time-residence of substances on the skin stratum
corneum. The aim of this work was to evaluate either the positive charged surface,
due to chitosan coating, plays any influence in the nanocapsules physico-chemical
properties and to evaluate the in vitro skin penetration of benzophenone-3 from these
nanocapsules after incorporation in hydrogels. The nanocapsules prepared with
Span 60® (NC-S: 234 nm; NC-S-B3: 260 nm; NC-Q-S-B3: 295 nm) presented higher
average diameter than the ones prepared with Epikuron 170° (NC-E: 174 nm; NC-E-
B3: 175; NC-Q-E-B3: 202 nm), and all of them presented low polidispersity values
(under 0,2), results that were confirmed by transmission electronic microscopy. The
chitosan coating led to a positive zeta potential (NC-Q-S-B3: 21 mV, NC-Q-E-B3: 21
mV) while the uncoated nanocapsules presented negative zeta potential (NC-S-B3: -
12 mV, NC-E-B3: -8 mV). All the samples showed an amount of benzophenone-3 of
100 % after preparation and 30 days of storage. The drug entrapment was 100 % for
all formulations. Turbiscan LAb® analyses demonstrated that the uncoated
nanocapsules, prepared with Span 60°, have the tendency to coalescence. The
incorporation of the nanocapsules in Natrosol® hydrogels, by substitution of the water
for the nanocapsules suspension, did not cause any alteration in the originally
observed pseudoplastic reological behavior of Natrosol®. Turbiscan LAb® analyses
have also shown no tendency to destabilization for all hydrogel formulations. Skin
penetration studies using Franz diffusion cells, have shown that the chitosan coated
nanocapsules containing benzophenone-3 were considered to be efficient in
prolonging the time-residence of the sunscreen in the stratum corneum and also in
reducing its presence in the receptor medium of the Franz cells. In conclusion, the
results indicate that the chitosan coated nanocapsules containing benzophenone-3

are promising systems for cutaneous application of the referred sunscreen.

Key-words: nanocapsules, chitosan, benzophenone-3, skin penetration.
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Introducéo

Os raios UVA e UVB, presentes na radiagao solar, sdo os principais
responsaveis por causar danos estruturais a pele, tais como alteracido da
pigmentacdo cutédnea, enrugamento e envelhecimento precoce, bem como
diferentes tipos de canceres, de acordo com a proporcao e tempo de exposicao
ao sol (JIMENEZ et al., 2002; LOWE et al., 1997). A fim de proteger a pele e
prevenir estes danos, a estratégia mais utilizada é o uso de formulagbes
cosmeéticas contendo filtros solares. Uma das substancias mais empregadas é
a benzofenona-3, um filtro solar quimico de amplo espectro, também conhecido
como oxibenzona, que auxilia na protegao por absorver a radiagao ultravioleta
(LOWE et al., 1997; GONZALEZ et al., 2006).

Uma formulagdo contendo um filtro solar requer que o ativo penetre
pouco profundamente e permaneca localizado proximo a superficie da pele por
um periodo prolongado (KURUL et al., 2001). Entretanto, o risco de absorgéo
sistémica deve ser levado em consideracdo quando se utilizam filtros solares
de amplo espectro. Estudos de absor¢do in vivo demonstraram que a
benzofenona-3 é absorvida através da pele e excretada na urina, por até 48
horas apdés uma unica aplicagdo (GONZALEZ et al., 2006; HAYDEN et al.,
1997; SARVEIYA et al., 2004).

Considerando a aplicagdo de formulagdes topicas, alguns fatores s&o
capazes de governar a liberagdo de farmacos e cosméticos na pele, dentre
eles a massa molar e a lipofilia da substancia, o tipo de formulagao, a presenca
de promotores de penetracido, o estado fisico da formulagao (VERMA et al.,
2003) e o grau de hidratagao do estrato corneo (MORGANTI et al., 2001).

Um filtro solar ideal deveria apresentar maior alcance na protegdao em
baixos niveis de penetracdo transdérmica. Isto pode ser alcangado por
modificagdo quimica dos filtros ou usando diferentes tipos de veiculos
(TREFFEL et al., 1996; MONTI et al., 1993).

Os sistemas de liberacdo controlada, tais como lipossomas,
microparticulas, nanoparticulas poliméricas, emulsdes submicrométricas e
complexos lipidicos, permitem a otimizagdo da velocidade de liberagdo e do

regime de dosagem das substancias, distribuindo-as em sitios de acao
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especificos, sendo por isso alvos de grande interesse como carreadores de
farmacos e ativos cosméticos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas constituidas por polimeros biodegradaveis sao
sistemas carreadores de substancias que apresentam diametros inferiores a 1
pMm, e podem se apresentar sob duas formas: nanocapsulas ou nanoesferas, as
quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizagao estrutural
(SOPPIMATH et al.,, 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanocapsulas
consistem de um sistema reservatorio oleoso envolvido por uma parede
polimérica, podendo o farmaco ou ativo cosmético estar dissolvido neste nucleo
e/ou adsorvido a parede polimérica (BARRATT, 2000; SOPPIMATH et al.,
2001; SCHAFFAZICK et al., 2003). Por sua vez, as nanoesferas n&o
apresentam nucleo oleoso em sua composicdo, sendo formadas por uma
matriz polimérica, na qual a substidncia pode estar retida ou adsorvida
(SOPPIMATH et al.,, 2001; SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanoparticulas
podem, também, ser constituidas por um sistema emulsionado, consistindo de
uma fase dispersa (6leo) em uma fase continua (agua) estabilizada por
tensoativos, apresentando-se, assim, sob a forma de nanoemulsao (KAN et al.,
1999).

Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa tém conduzido estudos
utilizando nanoparticulas com o propdsito de melhorar a eficacia (permanéncia
ou controle da liberagao) de farmacos e ativos cosméticos aplicados sobre a
pele (JENNING et al., 2000; ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; WISSING e
MULLER, 2003; JIMENEZ et al., 2004; MULLER-GOYMANN, 2004; ALVAREZ-
ROMAN et al., 2004; ALVES et al., 2007). Neste contexto, as nanocapsulas
poliméricas estdo sendo introduzidas como uma nova geragao de carreadores
para cosméticos, especialmente para bloqueadores UV, com o propdsito de
prolongar o tempo de permanéncia dos filtros solares no estrato corneo
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; JIMENEZ et al., 2004).

Uma vez que a maioria das formulagdes nanoestruturadas possuem
carga de superficie negativa, uma nova abordagem tem sido revesti-las com
materiais que promovam carga de superficie positiva com o propédsito de

melhorar a interagdo dos nanocarreadores com superficies bioldgicas
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negativamente carregadas. Nanoparticulas com carga de superficie catidnica
também tém apresentado acio eficiente sobre a alteracido do seu tempo de
permanéncia na superficie de mucosas carregadas negativamente (CALVO et
al., 1997b; DE CAMPOQOS et al., 2001; DE CAMPOS et al., 2003; AGNIHOTRI et
al., 2004), como é o caso da superficie cutanea. No entanto, até o presente
momento, o uso de revestimento catibnico de nanoestruturas para aplicacao

cutdnea nao foi descrito.

A quitosana é um biopolimero policatidnico que tem sido muito estudado
em nanotecnologia como material de revestimento aplicado a sistemas de
liberagdo controlada de farmacos, especialmente devido as suas
caracteristicas unicas como mucoadesividade, biodegradabilidade e excelente
propriedade formadora de filme. Devido a boa propriedade bioadesiva e a
capacidade de sustentar a liberacdo de substancias ativas, a quitosana
também tem sido usada em sistemas de liberacao tépica (PREGO et al., 2005;
AGNIHOTRI et al., 2004).

Considerando o exposto, o presente trabalho propde-se a realizar um
estudo comparativo inédito sobre as caracteristicas fisico-quimicas e de
penetracao cutanea in vitro de duas formulagdes de nanocapsulas poliméricas
contendo o filtro solar de amplo espectro benzofenona-3, incorporadas em
hidrogéis. As formula¢dées de nanocapsulas diferirdo entre si quanto a carga de
superficie das particulas: a primeira tera como parede polimérica a poli(e-
caprolactona), com consequente potencial zeta negativo, e a segunda, sera
constituida por poli(e-caprolactona) revestida com quitosana, apresentando
potencial zeta positivo. Devido a propriedade bioadesiva e a carga positiva
conferida as nanocapsulas contendo benzofenona-3 revestidas com quitosana,
este novo sistema podera aumentar o tempo de residéncia do filtro solar no

estrato corneo da epiderme.






Objetivos







Objetivos

2.1 Geral

Avaliar a influéncia da carga de superficie das particulas sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e a penetracao cutanea in vitro da benzofenona-

3 a partir de nanocapsulas incorporadas em hidrogéis.

2.2 Especificos

o Preparar através do método de nanoprecipitagdo e caracterizar
nanocapsulas contendo benzofenona-3 revestidas com quitosana e sem

revestimento;

o Incorporar as formulagdes de nanocapsulas contendo benzofenona-3 em

hidrogéis e caracterizar as formulagbes semi-solidas;

o Avaliar comparativamente a penetragao in vitro da benzofenona-3 a

partir das nanocapsulas revestidas ou n&o, incorporadas nos hidrogéis.
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3.1 Fotoprotecao e cuidados com a pele

A pele &€ o maior 6rgdo do corpo humano, correspondendo a
aproximadamente 16 % do peso total corporal podendo representar nos adultos de
1,2 a 2,3 m? da superficie externa. E composta por duas camadas principais, sendo
elas: a epiderme, de origem ectodérmica, e a derme, de origem mesodérmica,
compondo a pele propriamente dita. Ha ainda a hipoderme ou tecido subcutaneo,
um tecido conjuntivo frouxo que contém um preenchimento de células adiposas, o
paniculo adiposo, que atua como ligante da pele aos tecidos subjacentes
(JUNQUEIRA et al., 1999).

A epiderme € a camada mais externa da pele e encontra-se em contato direto
com o0 meio ambiente, desta forma, funcionando como uma barreira protetora do
organismo contra agressdes externas, dentre elas a prote¢cdo contra as radiagdes
ultra-violeta (UV), emitidas pelos raios solares, através da produgdo e
armazenamento de melanina nas células epidérmicas. A exposi¢ao a radiagao solar
pode ter efeitos benéficos ou prejudiciais sobre o corpo humano, dependendo da
duracao e frequéncia de exposicao, intensidade da luz solar e sensibilidade do
individuo (WILKINSON & MOORE, 1990). A protecao epidérmica contra a radiagao
UV é realizada pelo sistema melanocitario, cujas células, oriundas da crista neural,
produzem o pigmento melénico e transmitem-no aos queratindcitos vizinhos,
formando assim, uma mancha pigmentada continua capaz de absorver parcialmente
a energia foténica UV. Pode-se considerar também como agente de protegao natural
da pele a forma trans do acido urocanico, presente no suor. O acido urocanico atua
nas camadas mais superficiais da epiderme, a partir da qual produz respostas
imunomoduladoras, captando os fétons e realizando um mecanismo de prote¢cao ao
impedir que a energia captada como féton seja transformada ou degradada a nivel
de energia térmica, o que caracteriza a queimadura solar (FINLAY-JONES et al.,
1998). A espessura do estrato corneo da epiderme também €& outro fator importante
no processo de protecado da pele contra a radiagao solar (VIGLIOGLIA et al., 1979;
JUNQUEIRA et al., 1999).

A exposigcao moderada ao sol produz, psicologicamente e fisiologicamente,
uma sensacao de saude, sossego mental e bem-estar geral, apresentando também

certos efeitos sobre a saude como o estimulo a circulagdo sanguinea, promovendo

13



Revisao de Literatura

reducdo da pressao arterial, ou atuando na prevengao e tratamento do raquitismo,
produzindo vitamina D (através da ativagao do 7-dehidrocolesterol — pro-vitamina Ds)
que auxilia na absorcido de calcio do intestino, ou ainda no tratamento de doencas
da pele como psoriase e diminuicdo da sensibilidade de alguns individuos a
determinadas infecgdes. Entretanto, a radiacdo solar também pode causar prejuizos
estéticos, estruturais e de funcionamento a pele, em curto ou longo prazo
(WILKINSON & MOORE, 1990).

O componente ultravioleta, que forma aproximadamente 5 % da radiagao
solar terrestre, € o principal responsavel pelos efeitos deletérios associados a
exposi¢gao ao sol. Em particular, os comprimentos de onda curtos da radiagao
ultravioleta terrestre (UVB: 290-320) s&o especialmente danosos. A luz ultravioleta é
dividida em UVC (comprimentos de onda abaixo de 290 nm, que ndo alcangam a
superficie da terra), UVB (290 a 320 nm) e UVA, que é sub-dividida em UVA | (320 a
340 nm) e UVA Il (340 a 400 nm) representando aproximadamente 95 % da
radiacao ultravioleta a qual estamos expostos. A radiacdo UVB possui o
comprimento de onda mais ativo na superficie terrestre, capaz de causar danos
fotoquimicos mais diretos como as queimaduras solares, e principalmente ao DNA, a
partir do qual surgem mutagdes genéticas e sendo, por isso, claramente, o fator
dominante na formacdo de células escamosas, com um importante papel no
desenvolvimento de cancer de células basais (LEYDEN et al., 2002; LIM et al.,
2001). Diferente da radiagcdo UVB, a radiagdo UVA, que é responsavel pelo
“bronzeado” da pele, pode ter mais efeitos indiretos sobre o DNA via producao de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), realizando um papel importante na
patogénese do melanoma, uma vez que apresenta-se como principal responsavel do
dano solar causado a longo prazo (LEYDEN et al., 2002; LAUTENSCHLAGER et al.,
2007).

Algumas medidas estdo disponiveis a fim de diminuir o efeito deletério das
radiacdes UV sobre a pele. Dentre elas, evitar completamente a exposi¢ao ao sol,
preferir a sombra nos horarios em que os comprimentos de onda causadores de
danos s&o mais intensos, usar roupas que protejam contra a penetracdo da radiagao

ultravioleta e, principalmente, usar protetores solares tépicos para prevenir ou
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reduzir o dano celular induzido pelas radiagdes UV ao minimo (WULF et al., 2004;
LAUTENSCHLAGER et al., 2007).

Como resultado do aumento da consciéncia das pessoas sobre os efeitos
prejudiciais da radiagao solar sobre a pele e comprovagédo de que a incidéncia do
cancer de pele esta relacionada a exposicao solar, a frequéncia do uso de protetores
solares tépicos tem aumentado com o passar dos anos (BRONAUGH et al., 2002).
Além disso, varios estudos tem mostrado uma redu¢do no numero de queratoses
actinicas e carcinomas celulares escamosos, em usuarios regulares de protetor
solar (NAYLOR et al., 1995; GREEN et al., 1999; DARLINGTON et al., 2003).

Por estas razdes, na atualidade € usual a pratica por parte dos produtores de
incluirem filtros solares em diversos produtos cosméticos tradicionais, como por
exemplo, batons, shampoos, cremes anti-idade e outros tipos de maquiagem
(BRONAUGH et al., 2002). Na maioria dos casos, € permitido o uso de filtros solares
nas formulagées em concentragdes de até 10 %, podendo variar de acordo com o
composto especifico ou com a determinagcdo da agéncia reguladora de cada pais
(GIOKAS et al., 2007). De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), no Brasil € permitido o uso de alguns filtros quimicos em concentragdes
entre 3 e 15 %, dependendo da natureza da substancia, e para filtros fisicos (como
oxido de zinco e diéxido de titanio) € permitido até 25 % da substancia em produtos

indicados com acgao fotoprotetora (BRASIL, 2006).

Todos os fendtipos sofrem os efeitos da radiacdo UV, sendo que as peles
claras estdo mais sujeitas aos danos de curto prazo como as queimaduras. A
analise clinica da cor e fotosensibilidade da pele inclui uma escala de diagnostico
desenvolvida inicialmente por Fitzpatrick, em 1988, denominada physician-
diagnosed skin phototype (PSPT), que admite a analise visual da pigmentagdo como
um indicador da resposta da pele ao efeito da luz solar. Originalmente, esta
classificagdo enquadrava as respostas da pele a exposicdo UV nos tipos I, II, lll e IV
(iniciando com as peles mais claras); entretanto, revisbes subsequentes
classificaram os tipos de peles mais pigmentadas em V e VI (GONZALEZ, 2006).
Tendo em vista que a (ANVISA) ndo desenvolveu qualquer metodologia especifica,

ela determina que sejam utilizadas estritamente as metodologias de determinagao
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do FPS (fator de protecao solar) indicadas pela FDA ou pela COLIPA (BRASIL,
2006).

Tabela 1. Classificagdo do fototipo de acordo com FITZPATRICK (GONZALEZ,
2006a)

Fototipo  Cabelos  Pigmentagao Sardas Queimaduras Bronzeado

0 Brancos Albinos 0 Sempre 0

I Ruivos Leitosa Numerosas Sempre 0

I Louro Clara Bastante Sempre Leve
1 Castanho  Clara/parda Poucas Frequente Claro médio
vV Escuro Parda 0 Rara Escuro
\% Escuro Morena 0 Excepcional Muito escuro
VI Negro Negra 0 Ausente Negro

Uma formulagao fotoprotetora com um alto FPS (relacionado principalmente a
protecdo UVB) deve conter igualmente uma protecdo UVA adequada, por isso as
protegcdes contra as radiagcbes UVA e UVB devem estar interligadas. O grau de
protecao promovido por um filtro solar é representado por seu FPS. O FPS pode ser
compreendido como “a quantidade minima de energia UV necesséaria para
desenvolver o minimo eritema sobre a pele protegida com filtro solar, comparada a
quantidade de energia necessaria para produzir o mesmo eritema na pele
desprotegida”. Peles menos pigmentadas necessitam de maior protegcédo, sendo
portanto indicados produtos com FPS igual ou maior que 15 (FINLAY-JONES et al.,
1998; CHAN et al., 2005). O FPS e a eficacia do filtro solar dependem da adequada
distribuicdo do produto na pele (SCHULZ et al., 2002; DIFFEY, 2001). Todavia, a
determinagcdo do FPS é uma técnica que avalia a eficacia dos filtros solares com
relacéo exclusivamente a radiacdo UVB do espectro eletromagnético (DIFFEY et al.,
2000)

A crescente preocupacado em relagao aos efeitos deletérios da radiacao UVA
desperta a necessidade do desenvolvimento de um método padrdo para avaliar

formulagdes fotoprotetoras com relagado ao nivel de protecéo contra os raios UVA.
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Com essa finalidade alguns métodos baseados em técnicas in vivo e in vitro tém
sido propostos, como por exemplo o método PPD (Persistent Pigment Darkening)
que é preconizado pela Associagdo de Industrias Cosméticas Japonesa (JCIA). O
meétodo baseia-se na relacao entre a dose minima de radiacdo UVA necessaria para
induzir um escurecimento persistente dos pigmentos na pele protegida por protetor
solar (MDPp — minima dose pele protegida) e a dose minima de radiacdo UVA que é
necessaria para induzir um escurecimento persistente dos pigmentos na mesma
pele, quando desprotegida (MDPd — minima dose pele desprotegida) (Equacéo 1)
(MOYAL et al., 2000) .

FP-UVA = MBBE (1)

Onde a MDPp e MDPd sao visualmente determinados e definidos como a
quantidade de radiacdo UVA necessarias para evidenciar a primeira reagao de
pigmentacdo (MOYAL et al., 2006). Para este teste, sdo utilizados individuos de
ambos os sexos com fototipos Il, 1l e IV, conforme a classificagdo de FITZPATRICK.
Individuos com pele clara (fototipo |) sdo excluidos, j& que estes desenvolvem
eritema ao invés de PPD. Em contrapartida, individuos com pele escura (fototipos V
e VI) sdo excluidos da determinagdo, devido a perda do contraste entre a

pigmentacao induzida e a pele normal (MOYAL et al., 2000).

Com a necessidade de um ensaio in vitro que apresentasse correlacdo com o
método de PPD in vivo, a COLIPA desenvolveu um método in vitro validado para a
determinacdo do fator de protecdo UVA (FP-UVA) em formulagbes fotoprotetoras.
Essa técnica baseia-se na medida da transmitancia na regido UV através de um
filme delgado de uma amostra do produto teste sobre um substrato irregular. A
medida € realizada antes e apos a exposi¢ao da amostra a uma dose de radiagao
UV controlada, fornecida por uma fonte UV definida, a qual emite radiacdo em toda a
extensdo do espectro UVA e UVB (290 a 400 nm). S&o calculados o FPS in vitro e
determinado seu coeficiente de ajuste (que corresponde ao fator de corregcdo do
espectro UV inicial com a finalidade de obter um FPS in vitro = FPS rotulado (in

vivo), e é calculado o FP-UVA dos substratos individuais apos a irradiagédo UV da
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amostra. Apds ajuste matematico do segundo Espectro de Absorcado [A(A)] a partir
do Coeficiente C, é estabelecida uma correlacdo do FP-UVA determinado in vitro
com os valores de PPD in vivo (COLIPA, 2007).

A principio, os filtros solares sao destinados as aplicagdes na camada mais
externa da superficie da pele, onde deve estar garantida a eficacia constante da
substancia durante todo periodo de exposicdo a luz UV proveniente do sol
(CHATELAIN & GABARD, 2001). Durante a irradiagdo, em contato com a pele,
intermediarios reativos de filtros solares fotoinstaveis podem se comportar como
foto-oxidantes ou podem também promover dermatites de contato fotoalérgicas ou
fototdxicas. As indicacdes de que estes produtos podem causar efeitos colaterais
dermatolégicos e de que podem penetrar a superficie da pele, tém instigado varios
estudos toxicolégicos (CAMBON et al., 2001; GERHARD et al., 2001; GIOKAS et al.,
2007), que até o momento indicam significativas atividades estrogénica e anti-
androgénica (SCHLUMPF et al., 2001; SCHLUMPF et al., 2004; SCHMUTZLER et
al., 2004; MOROHOSHI et al., 2005) e carcinogénica (RHODES et al., 2007) a partir

do uso desta classe de compostos.

3.2 Benzofenona-3

A benzofenona-3, também conhecida como oxibenzona ou 2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona é o filtro solar quimico mais amplamente empregado em
formulagdes cosméticas em todo o mundo, uma vez que atua absorvendo ambas as
radiacbes UVA e UVB presentes na luz solar (FELIX et al., 1998; WANG et al., 2003;
VIDAL et al., 2007). Mais especificamente, os filtros quimicos UV atuam absorvendo
fotons (os elétrons situados no orbital molecular ocupado de mais alta energia séo
excitados para o orbital desocupado de mais baixa energia) e, ao retornarem ao seu
estado fundamental, emitem energia térmica através de uma série de transigdes
vibracionais (relaxag&o vibracional). Ndo havendo degradacgédo do filtro solar, ele
podera absorver fétons adicionais e repetir o processo, portanto protegendo a pele
contra as radiagdes UV (FLOR et al., 2007; GIOKAS et al., 2007).

A benzofenona-3 é caracterizada por uma massa molar relativamente baixa

(228.5 g.mol™"), com ponto de fusdo de 63 °C e Log P de 3,58. Estas propriedades
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fisicas sugerem que a benzofenona-3 pode ser uma boa candidata a penetragao
cutédnea (TREFFEL et al., 1996; FERNANDEZ et al., 2002; YENER et al., 2003). As
benzofenonas em geral sdo fotoquimicamente estaveis frente as radiagdes UVA e
UVB, entretanto, sua estabilidade tém sido questionada quanto a oxidagcado da
benzofenona-3 em presengca da luz UV, com subsequente formagao de
intermediarios reativos (MAIER et al., 2001; HAYWOOD et al., 2003; MAIER et al.,
2005). Embora a atividade de foto-absorgdo da benzofenona-3 ocorra na superficie
da pele, este filtro pode também ser absorvido e acumular-se no organismo, onde
passa pelos rins, € metabolizado, e excretado em tragos na urina (FELIX et al.,
1998). Fernandez e colaboradores (2002) concluiram, apés estudos in vivo através
da técnica de tape stripping, que cerca de 35 % de benzofenona-3 aplicada sobre a
pele pode atravessa-la. Estudos recentes tém confirmado a presenga de
benzofenona-3 e seus metabdlitos na urina de humanos, até 48 horas apods
aplicacao topica de cosméticos (HAYDEN et al., 1997; GUSTAVSSON-GONZALEZ
et al., 2002 ; SARVEYIA et al., 2004; VIDAL et al., 2007).

0
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Figura 1. Estrututa quimica da benzofenona-3 (Adaptado de GUPTA et al., 1999).

A benzofenona-3 sofre intenso processo de metabolizagdo. Diante disso,
Okereke e colaboradores (1993) mostraram que o citocromo P-450 metaboliza a
benzofenona-3 a 2,4-dihidroxi-benzofenona, também conhecida como benzofenona-
1. Outro estudo realizado por Gonzalez e colaboradores (2006b), investigou a
quantidade de benzofenona-3 excretada na urina apds varias aplicagdes de um
protetor solar no corpo de voluntarios, com subsequente exposi¢cao a radiagao UV, e

verificou que grande parte da benzofenona-3 detectada na urina estava na sua
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forma conjugada. E importante notar que estudos acerca da atividade estrogénica de
uma seérie de filtros solares, sugerem que todos os derivados de benzofenonas que
contém grupamentos hidroxila na posigéo 4, sdo provaveis agonistas estrogénicos.
Adicionalmente, um grupamento hidroxila na posigao 2 realga a atividade agonista,
como é o caso da benzofenona-1 (KAWAMURA et al.,, 2003). O metabolismo da
benzofenona-3 também foi relatado em estudo utilizando hepatdcitos isolados de
ratos, os quais produziram benzofenona-1, entre outras benzofenonas altamente
hidroxiladas (NAKAGAWA e SUZUKI, 2000) e ainda, a benzofenona-1 foi detectada

na urina de humanos previamente expostos a benzofenona-3 (FELIX et al., 1998).

3.3. A pele como barreira biolégica e via de administracéo tépica

A administragdo topica de farmacos ou ativos cosméticos possui vantagens
como baixissimos efeitos sistémicos e vetorizacdo das substancias a area lesada
(GUTERRES et al., 2007). A pele funciona como um interligante entre o ambiente
externo e o corpo humano, evitando a perda excessiva de agua e atuando como
“seletor” ao evitar que moléculas indesejaveis atravessem a barreira epitelial. Um
dos principais desafios tem sido determinar a maneira precisa de como as
substancias penetram através da pele e como as formulagdes podem afetar este
mecanismo (HANDGRAFT, 2001; MORGANTI et al., 2001).

O fato da pele ser uma das melhores barreiras biolégicas se deve
principalmente a camada mais externa da epiderme, o estrato cérneo. Nos ultimos
10 anos, estudos tém mostrado que o estrato corneo ndo € uma camada inerte,
como acreditava-se no passado, mas sim uma “parede mecanica ativa” opondo-se a
penetracdo de moléculas indesejaveis (MORGANTI et al., 2001; CEVC, 2004). A
pele € um 6rgdo complexo que possui a maior variedade de tipos de células no
corpo. Mais de 90 % de todas as células no estrato corneo sdo cornedcitos, produtos
finais da diferenciacdo de queratindcitos que sao células microscopicamente
achatadas e rigorosamente empilhadas que se direcionam perpendicularmente a
superficie da pele. Nas jungdes intercelulares existem envelopes lipidicos de
cornedcitos e desmossomos (estruturas especializadas para a adesao entre células)

(CEVC, 2004). O estrato corneo consiste, entdo, de 10 a 15 camadas de cornedcitos
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apresentando uma espessura entre 10 e 20 um (FOLDVARI, 2000). Desta forma, o
estrato corneo e suas estruturas compactas sdo os principais obstaculos para a
penetracdo de substancias administradas sobre a pele (GUTERRES et al., 2007,
HANDGRAFT, 2001; MORGANTI et al., 2001; TING et al., 2004).

Uma vez que o mecanismo de transporte é difusional, a atuacdo do estrato
cérneo como barreira é limitada pelo seu grau de hidratagdo. Portanto, um aumento
no conteudo hidrico da pele corresponde a um aumento na permeabilidade de
substancias aplicadas topicamente. Na verdade, o estado de hidratagdo do estrato
corneo € um dos fatores mais importantes na determinacdo da taxa de absorgao
percutanea de um dado soluto (MORGANTI et al., 2001; GUTERRES et al., 2007). A
hidratagdo do estrato corneo amplia o ambiente e aumenta consideravelmente seu
carater hidrofilico, o que leva a uma diminuicdo do coeficiente de particdo entre
epiderme viavel-estrato corneo e a substancia penetrante. Portanto, o coeficiente de
particdo entre o veiculo e o estrato corneo é crucialmente importante no
estabelecimento de uma alta concentragao inicial da substancia que se difunde nas
primeiras camadas da pele. A eficacia de produtos cosméticos, entdo, pode ser
determinada pela relagao estabelecida entre o coeficiente de permeabilidade do
estrato corneo e as caracteristicas estruturais dos penetrantes, como os carreadores
cosméticos e os principais ativos usados. Na verdade, o coeficiente de
permeabilidade ¢é influenciado pela hidrofobicidade e tamanho das particulas
penetrantes, e naturalmente pela presengca ou auséncia de cargas elétricas e a
outros fatores devido as caracteristicas da area de aplicagdo (MORGANTI et al.,
2001).

Para produtos destinados a pele, o tipo de veiculo empregado exerce maior
influéncia do que em qualquer outro tipo de membrana. Com o auxilio do veiculo, a
substancia ativa é liberada para o local de aplicagdo ou 6rgao alvo, onde o efeito
desejado € obtido. De fundamental importéncia €&, portanto, o tipo de veiculo
utilizado. Em termos de absor¢ao percutanea, o interesse primario € liberar a
substancia a partir do veiculo apds aplicacdo na superficie da pele. Além disso, a
evaporagao de componentes volateis, como a agua, na superficie da pele a partir de
aplicagdes topicas influencia significativamente a difusdo da substéncia ativa no
estrato corneo (VALENTA, 2004; MORGANTI et al., 2001). Por isso, quando se trata
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de produtos cosméticos deve ser feita uma escolha cuidadosa do tipo de carreador a
ser usado para uma determinada substancia ativa. Por exemplo, substancias
funcionais como filtros UV sdo usualmente aplicadas superficialmente em grandes
areas da pele e ali devem permanecer sobre a superficie. Caso ocorra penetracao,
estas substancias podem alcancgar locais muito além do seu sitio de acéo, e do
ponto de vista funcional, isto ndo é desejado para esta classe de compostos. Neste
ponto de vista, a melhor forma de aumentar a performance de um ativo em uma
formulacdo cosmética € o desenvolvimento de sistemas de liberagdo apropriados
(MORGANTI et al., 2001).

3.3.1. Nanoparticulas poliméricas para aplicacdo topica

Carreadores coloidais de farmacos, incluindo as nanoemulsdes, nanoesferas,
nanocapsulas, lipossomas e complexos lipidicos, tém atraido um crescente interesse
nos ultimos 20 anos no uso como veiculos para administragao tépica de farmacos
lipofilicos por permitirem a otimizacdo da velocidade de cedéncia e do regime de
dosagem das substancias (SCHAFFAZICK et al., 2003; VERMA et al., 2003; SHIM
et al., 2004; CEVC, 2004). Tanto a liberagao imediata, como a liberagao sustentada
tém sido relatadas para os sistemas nanoestruturados. Para as aplicagdes topicas,
ambas as caracteristicas sao interessantes, a liberacao imediata pode ser util para
melhorar a penetracdo de uma substancia e a liberagdo sustentada € importante
para substancias ativas potencialmente irritantes em concentracdes elevadas ou que

devam suprir a pele por um periodo prolongado de tempo (JENNING et al., 2000).

As nanoparticulas constituidas por polimeros biodegradaveis, possuem
vantagens com relagdo aos lipossomas devido as suas potencialidades terapéuticas
e a maior estabilidade in vivo e durante o armazenamento (KAN et al., 1999). Estas
nanoparticulas poliméricas séo sistemas carreadores de farmacos que apresentam
diametros inferiores a 1 um, e podem se apresentar sob duas formas: nanocapsulas
ou nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢do e organizagao
estrutural (SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanocapsulas consistem de um sistema
reservatorio oleoso envolvido por uma parede polimérica, podendo o farmaco estar

dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica (BARRATT, 2000;
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SCHAFFAZICK et al., 2003). Por sua vez, as nanoesferas, ndao apresentam nucleo
oleoso em sua composicao, sendo formadas por uma matriz polimérica, na qual o
farmaco ou ativo cosmético pode estar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

As nanoparticulas possuem algumas caracteristicas vantajosas que fazem
delas carreadores promissores para aplicagdes cosmeéticas: (a) capacidade de
protecdo a compostos labeis contra degradacdo quimica, (b) possibilidade de
controle da liberagdo da substancia ativa, (c) atuam como agentes oclusivos e (d)
apresentam potencial bloqueador das radiacdes ultra-violeta, atuando como filtros
fisicos, podendo estar combinados a filtros quimicos com o propdsito de melhorar a
fotoprotecdo (WISSING e MULLER, 2003).

Na ultima década, estudos tém sido conduzidos a fim de se compreender a
influéncia da nanoencapsulacdo de farmacos e ativos cosméticos sobre sua
capacidade em atravessar a pele. Filtros UV, por exemplo, sdo destinados a
permanecer mais tempo sobre a superficie da pele. A principal aplicacdo de
nanoparticulas poliméricas esta focada no desenvolvimento de novas formulagdes
contendo filtro solares, uma vez que estas nanoparticulas sao capazes de carrear
substancias altamente lipofilicas e por sua capacidade em alterar e/ou mascarar as
propriedades fisico-quimicas de farmacos ou ativos cosméticos encapsulados
(OLVERA-MARTINEZ et al.,, 2005; GUTERRES et al., 2007). Alvarez-Roman e
colaboradores (2001), avaliando o perfil de liberagdo de nanocapsulas contendo
metoxicinamato de octila (MCO) incorporadas em um gel, observaram que a
formulacdo contendo nanocapsulas com MCO, comparada a formulacdo contendo
MCO nao encapsulado, apresentou perfil de liberacdo moderado. Este fenédmeno
pode ser devido a alta hidrofobicidade e cristalinidade do polimero usado poli(e-
caprolactona) e pela alta lipofilia do ativo (MCO) que previne sua difusdo para o
meio receptor. Esta baixa difusdo sugere que o MCO encontra-se totalmente
encapsulado e ndo adsorvido na superficie externa das nanocapsulas. Além disso, o
gel contendo nanocapsulas com MCO apresentou maior eficiéncia na protegéo
contra o eritema induzido por radiacdo UV do que o gel contendo MCO néo

encapsulado.
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Outro estudo realizado por Jiménez e colaboradores (2004) verificou a
influéncia da encapsulacdo sobre a absorgdo percuténea in vitro do MCO. Para
tanto, foi empregado o modelo de difusdo através de celulas de Franz utilizando pele
de porco como membrana biolégica. Os resultados demonstraram que as
nanocapsulas contendo MCO diminuiram a sua penetragdo no estrato corneo
quando comparadas as mesmas emulsdes O/A e A/O contendo o ativo livre,
portanto, evidenciando a importancia do efeito da encapsulagcédo sobre a penetracao
na pele. A aplicagao tépica de emulsées contendo nanocapsulas de MCO pode ser
mais efetiva provavelmente devido a formagao de um filme de nanocapsulas sobre a

pele.

Por sua vez, Weiss e colaboradores (2007) estudaram a penetragdo cutédnea
do MCO incorporado em nanocapsulas poliméricas. O estudo de penetragao
cutanea in vitro realizado através de células de Franz e utilizando hidrogéis de
hidroxi-etil-celulose como veiculo para as nanocapsulas, permitiu observar que apos
3 h quase da dose total do filtro solar aplicada estava presente nas camadas mais
superficiais da pele (doador e estrato corneo), enquanto cerca de 1,5 % havia
penetrado nas camadas viaveis da pele. Ja apdés 6 h de experimento, a quantidade
de filtro solar nas camadas viaveis aumentou cerca de 4 vezes e a quantidade
detectada no compartimento doador diminuiu entre 3 h e 6 h, enquanto no estrato

corneo houve aumento na concentragao de MCO.

Ao avaliar a penetracdo cutanea de microparticulas com diferentes didmetros,
Schaefer e colaboradores (1990) demonstraram que particulas com didmetros em
torno de 3 a 10 uym penetraram seletivamente nos ductos foliculares, enquanto
particulas maiores que 10 ym permaneceram sobre a superficie da pele. As
microesferas menores que 3 ym foram aleatoriamente distribuidas nos foliculos

pilosos e no estrato cérneo.

Sob outra perspectiva, Verma e colaboradores (2003) investigaram a
influéncia do tamanho de lipossomas sobre o transporte de um composto
fluorescente hidrofilico/lipofilico, a carboxifluoresceina (CF) na pele humana,
utilizando células de difusdao de Franz para estudo da permeagao e microscopia
confocal laser, para o rastreamento das particulas na pele. Para este estudo, foram

preparados lipossomas de diferentes tamanhos (120 nm, 191 nm, 377 nm e 810
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nm). Os resultados observados demonstraram que os lipossomas de menor
tamanho melhoraram a penetracdo da CF na pele, comparados aos lipossomas de
maior tamanho. As particulas de menor tamanho mostraram acumulagdo maxima de
CF no estrato cérneo, nas camadas mais profundas da pele e também no
compartimento receptor da célula de difusdo de Franz, comparadas as particulas
maiores. Os dados levaram a conclusdo de que as particulas maiores nao
apresentam boa penetragdo nas camadas mais profundas da pele e permanecem

sobre/no estrato cérneo formando uma camada lipidica apds sua secagem.

Baseados nesta analise, Alvarez-Roman e colaboradores (2004) observaram
a influéncia do tamanho da particula sobre a deposi¢cdo e/ou permeagao na pele,
usando para este estudo, nanoparticulas com didmetros médios de 20 e 200 nm. Os
resultados deixaram claro a acumulagao preferencial de nanoparticulas de menor
didmetro (20 nm) pelos foliculos pilosos da pele, fenbmeno que pode ser devido a

alta area especifica da superficie das nanoparticulas.

Em trabalho semelhante, Shim e colaboradores (2004) discutiram os
mecanismos de permeacdo de nanoparticulas contendo minoxidil e o efeito do
tamanho das nanoparticulas sobre a taxa de permeacao do minoxidil na pele. Foram
preparadas nanoparticulas com didmetros médios de 40 e 130 nm, que foram
aplicadas, em estudo in vitro, sobre a pele de animais com e sem pélos. Os
resultados indicaram que as particulas de menor tamanho facilitaram amplamente a
penetragcdo do minoxidil para o compartimento receptor das células de Franz, e que
a quantidade de farmaco retido na superficie da pele ndo foi dependente do

tamanho da particula.

Luengo e colaboradores (2006) prepararam e caracterizaram nanoparticulas
de acido poli (latico-co-glicélico) contendo acido flufenamico e as incorporaram em
hidrogéis de Natrosol® (hidroxi-etil-celulose) com o objetivo de avaliar o transporte do
farmaco através de pele. A capacidade de passagem do acido flufenamico foi
analisada através de um experimento de penetracido, onde foi utilizado o modelo de
Saarbrlicken, e outro experimento de permeagao, no qual foi utilizado o modelo de
células de difusdo de Franz. Através de microscopia de forca atbmica os
pesquisadores demonstraram que a incorporagdo das nanoparticulas contendo

acido flufenamico (didmetro médio de 328 nm, com baixa polidisperséo) ao hidrogel
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de Natrosol® ndo exerceu influéncia sobre a forma e a distribuicdo do tamanho das
particulas, confirmando que o hidrogel continha as nanoparticulas intactas. O ensaio
de liberagédo in vitro apresentou perfis muito semelhantes tanto para o hidrogel
contendo farmaco livre como para o hidrogel contendo o farmaco associado as
nanoparticulas. Ja os ensaios de penetracdo nao apresentaram diferencas
significativas na quantidade de acido flufendmico acumulado no estrato corneo, em
todos os tempos de incubacgédo (30 min, 3, 6 e 24 horas). Nas camadas mais
profundas da pele houveram diferencas estatisticamente significativas entre as duas
formulagdes observadas nos tempos de 3 e 24 horas. Curiosamente, apos 3 horas
de incubacdo, maiores niveis de acido flufendmico foram detectados a partir da
formulagdo contendo farmaco livre do que da formulacdo contendo nanoparticulas.
Ao contrario, apds 24 horas, esta relagao foi invertida, ou seja, niveis consideraveis
do farmaco foram detectados a partir da formulagdo contendo nanoparticulas. Nos
experimentos de permeagao foram utilizados os mesmos tempos de incubacao
determinados para os ensaios de penetracio, e foi observado que para os menores
tempos de incubagédo (< 12 horas) ndo houve diferenga estatisticamente significativa
nas quantidades de farmaco permeado, embora os niveis de farmaco livre
tendessem a um leve aumento. Entretanto, para os maiores tempos de incubacao,
houve inversao estatisticamente significativa na quantidade de farmaco permeado,
ou seja, mais farmaco permeou a partir da formulacdo de acido flufenamico
encapsulado do que a partir daquela contendo farmaco livre. Isto sugere que a
nanoencapsulagao causou um leve decaimento no transporte do farmaco nos
menores tempos de incubagéo, enquanto, em longos periodos de incubagéo (> 12
horas) o resultado foi invertido aumentando cerca de 50 % a quantidade de farmaco

transportado para as camadas mais profundas da pele.

Alves e colaboradores (2006) avaliaram a permeacgao cutdnea in vitro do
antiinflamatorio nimesulida incorporado em nanocapsulas e nanoesferas, preparadas
com poli(e-caprolactona), triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (apenas no
preparo das nanocapsulas), monoestearato de sorbitano e polissorbato 80, e
nanoemulsdes, partindo da mesma composicao porém sem adicdo da poli(e-
caprolactona), usando o modelo de células de Franz e a técnica do tape stripping.
Os diferentes sistemas foram incorporados em hidrogéis de Carbopol 940°® e, entao,

foram avaliadas a capacidade de liberacdo e permeacdo da nimesulida através da
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pele humana. Os resultados demonstraram que os hidrogéis contendo nanocapsulas
liberaram a nimesulida no estrato corneo, mas também apresentaram penetracéo de
nimesulida significativamente maior (ANOVA, P<0,05) que os hidrogéis contendo
nanoesferas e nanoemulsdo em uma camada mais profunda da pele. Da mesma
forma que para as nanocapsulas, a nimesulida incorporada nas nanoesferas foi
detectada no estrato cérneo. Por sua vez, a nimesulida incorporada na nanoemulsao
e veiculada no hidrogel ndo foi detectada no estrato coérneo, uma vez que o
antiinflamatorio permeou direto para a derme. Nas camadas mais profundas da pele,
a nimesulida oriunda das nanoesferas e da nanoemulsao apresentou quantidades
estatisticamente similares (ANOVA, P<0,05). Estes dados indicam a influéncia do
tipo de sistema utilizado sobre a penetragcao/permeacao cutédnea de farmacos, o que
evidencia a grande importancia da escolha do sistema adequado para vetorizagéo

de substancias na pele.

3.4. Nanoparticulas com superficie catibnica: alteracdo do tempo de

permanéncia sobre tecidos bioldgicos

Alteragcdes na superficie de nanoparticulas podem ser medidas pela
estimativa do potencial de superficie, densidade de grupos funcionais ou um
aumento na hidrofilia da superficie. Um dos métodos usados para medir essas
mudangas é a determinagéo do potencial zeta () de suspensdes aquosas contendo
nanoparticulas (SOPPIMATH, 2001).

O potencial zeta pode ser compreendido através do modelo da “camada
dupla” que permite visualizar a atmosfera ibnica nas proximidades do coldide
carregado e explicar como atuam as forgas elétricas de repulsdo, como pode ser

acompanhado através da figura 2.

A atragao do coldide negativo permite que alguns ions positivos formem uma
camada rigida bem proxima, ao redor da superficie do coléide, denominada camada
de Stern. Além disso, outros ions adicionais sdo também atraidos pelo coldide
negativo, porém sdo afastados pela camada de Stern bem como por outros ions
positivos que tentam se aproximar da particula. Este equilibrio dinamico resulta no

surgimento de uma camada difusa de contra-ions, que pode ser visualizada como
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uma atmosfera carregada em torno do coldide. Proximo a superficie, estes contra-
ions estdo altamente concentrados, entretanto, tendem a diminuir a concentracédo ao
se afastarem do coldide até que alcancem entdo um equilibrio na solugdo. Os
contra-ions da camada de Stern e da camada difusa sdo os que juntos
denominamos de camada dupla. O coléide negativo e sua atmosfera carregada
positivamente produzem um potencial elétrico relativo a solugdo, o qual possui um
valor maximo na superficie e diminui gradualmente ao se afastar, aproximando-se
de zero fora da camada difusa. A diminuicdo do potencial e a distancia a partir do
coléide sdo indicadores da forca repulsiva entre os coldides. O ponto onde se unem
a camada difusa e a camada de Stern é conhecido como potencial zeta, que indica
mudancgas no potencial de superficie e nas forcas de repulsdo entre os coldides, e
pode ser medido de forma simples enquanto que a carga de superficie e seu

potencial ndo podem ser medidos (Zeta-Meter Inc., 2006).

Contra-ion positive

Contra-ion negativo

Coldide altamente
negativo

Camada de
Stern

Camada difusa

ions em equilibrio com a
solucdo

Figura 2. Distribuicdo dos ions em torno do coldide carregado e mudanga na

densidade das cargas ao redor do coldide (Adaptado de Zeta-Meter Inc., 2006).
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O potencial zeta de uma particula pode ser positivo ou negativo, dependendo
da natureza do polimero ou material usado para modificar a superficie. Geralmente
este efeito é obtido através de dois métodos: (a) revestimento da superficie com
polimeros/tensoativos  hidrofilicos; e (b) desenvolvimento de copolimeros
biodegradaveis com segmentos hidrofilicos (SOPPIMATH, 2001).

Desde a descoberta de polissacarideos na superficie de células e a alta
afinidade da quitosana por membranas celulares, varios pesquisadores tém utilizado
a quitosana e seus derivados como materiais de revestimento para sistemas
nanoestruturados (JANES et al.,, 2001). A quitosana é um polimero biodegradavel
policatibnico, com excelente propriedade de formacéao de filme e, por isso, é utilizada
como material de revestimento em aplicagcdes para drug delivery. Obtida a partir da
desacetilacdo da quitina, € um polissacarideo biocompativel e abundante na
natureza, presente principalmente na carapaga de crustaceos marinhos.
Estruturalmente é similar a celulose, originada por ligacbes monossacaridicas
lineares B (1—>4) e composta por unidades 2-amino-2-deoxi-B-D-glucano
combinadas a ligagdes glicosidicas. Os grupamentos amino primarios conferem
propriedades especiais a quitosana tais como carga positiva e mucoadesividade
(AGNIHOTRI, 2004).

NH,
CH,OH

HO
NHAc CH,OH

Figura 3. Estrutura quimica do polimero quitosana, onde x= grau de acetilagdo e n =
numero de unidades por polimero (Adaptado de RINAUDO, 2006).
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A quitosana e seus derivados tém sido utilizados com sucesso como agentes
de revestimento para lipossomas com diametros na ordem de nanémetros criando
um sistema hibrido denominado de quitossoma (MERTINS et al., 2005; MERTINS et
al., 2006; MARON et al., 2007). Lipossomas com carga de superficie negativa sdo
capazes de adsorver fortemente quitosana soluvel por incubagdo, mudando
significativamente as propriedades de superficie da particula e a estabilidade da
suspensao (MERTINS et al.,, 2006; JANES et al., 2001). Também microparticulas
revestidas por quitosana oferecem muitas vantagens, como uma melhora no
aumento da carga de farmacos, propriedade bioadesiva e vantagens na liberagéo
prolongada de farmacos em comparagdo com as particulas nao revestidas
(AGNIHOTRI, et al., 2004).

Uma abordagem distinta foi adotada por Calvo e colaboradores (1997a) para
o desenvolvimento de nanoesferas, nanocapsulas e nanoemulsdes revestidas por
quitosana, baseando-se em metodologias bem conhecidas como a técnica do
deslocamento de solvente e da evaporacao de solvente. Os autores adicionaram a
estas técnicas uma estratégia chave: a incorporagdo de quitosana a fase aquosa
das formulagdes, na qual ocorre a formacado das estruturas coloidais. Desta forma,
0s pesquisadores desenvolveram estudos acerca da produgdo de nanoemulsdes
revestidas por quitosana, nanocapsulas de poli(e-caprolactona) revestidas por
quitosana e nanoesferas de poli(acido latico-co-glicélico) revestidas por quitosana.
No caso das nanoesferas, as moléculas de quitosana se apdiam na superficie das
particulas devido a enredamentos entre as cadeias poliméricas, resultando entdo em
uma estrutura nuclear revestida. Ja no caso das nanocapsulas e nanoemulsodes, ha
uma adsor¢cao da quitosana as nanoestruturas fortemente mediada por interacao
ibnica com moléculas fosfolipidicas situadas na superficie destes sistemas coloidais
(CALVO et al., 1997a; JANES et al., 2001; VILA et al., 2002; DE CAMPOS et al.,
2003).

Diferentes polimeros vém sendo usados como promotores da penetracéo
através de pele e mucosas. Sais de quitosana e trimetilquitosana sao capazes de
aumentar a permeablidade paracelular do epitélio de mucosas como a mucosa
intestinal, nasal e bucal por abertura das tight junctions, desta forma, aumentando a

absorcao paracelular de farmacos macromoleculares e hidrofilicos. Nos ultimos anos
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provou-se que as tight junctions também ocorrem na camada granular da epiderme
sendo possivel, portanto, que a quitosana também promova penetracdo percutanea
pelo mesmo mecanismo (VALENTA, 2004).

Calvo e colaboradores (1997b) realizaram um estudo com o propdsito de
avaliar o potencial dos novos sistemas coloidais, nanocapsulas de poli(e-
caprolactona) positivamente carregadas, como carreadores de farmacos oculares.
Uma vez que o epitélio ocular €& negativamente carregado, dois tipos de
nanocapsulas contendo indometacina foram preparadas usando como polimero a
poli(e-caprolactona), uma revestida com quitosana e a outra com poli-L-lisina, ambas
possuindo carga de superficie positiva, e uma terceira formulacido de nanocapsulas
sem revestimento contendo indometacina, apresentando carga de superficie
negativa. A analise do tamanho das particulas indicou que o didametro foi afetado
pela natureza do revestimento, variando entdo entre 238 nm (nanocapsulas nao
revestidas), 251 nm (nanocapsulas revestidas com poli-L-lisina) e 384 nm
(nanocapsulas revestidas com quitosana). Estudos in vivo realizados na cérnea de
coelhos demonstraram que estes sistemas aumentaram significativamente a
quantidade de indometacina na cérnea e no humor aquoso, comparados a um colirio
comercial. Entretanto, a capacidade em melhorar a penetragdo da indometacina na
cérnea foi substancialmente diferente entre as formulagdes desenvolvidas: o
revestimento de quitosana proporcionou uma penetracdo duas vezes maior,
enquanto o revestimento por poli-L-lisina foi ineficaz no aumento da
biodisponibilidade ocular da indometacina quando comparadas as nanoparticulas
nao revestidas. Diante disso, foi concluido que o fator responsavel pelo aumento na
penetracdo através da mucosa ocular ndo seria a carga de superficie, mas sim a
natureza especifica da quitosana que propicia mucoadesao ao epitélio cérneo e o

efeito da mesma sobre as tight junctions do epitélio cérneo.

A influéncia da caracteristica da superficie de carreadores coloidais de
farmacos na interacdo com diferentes superficies bioldgicas tem se tornado cada
vez mais evidente. Por isso, De Campos e colaboradores (2003), a fim de investigar
a importancia destas caracteristicas sobre a interagdo com a mucosa ocular,
desenvolveram trés tipos de nanocapsulas que se diferenciavam nas propriedades

de superficie: nanocapsulas de poli(e-caprolactona), nanocapsulas de poli(e-
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caprolactona) revestidas com quitosana e nanocapsulas de poli(e-caprolactona)
revestidas com poli(etileno-glicol), todas encapsulando o corante fluorescente
rodamina e preparadas a partir do método da deposicao interfacial do polimero pré-
formado. Pode-se observar que as propriedades fisico-quimicas das particulas
foram afetadas fortemente pelo tipo de revestimento. As particulas revestidas por
quitosana apresentaram aumento no didmetro meédio e levaram a inversdo do
potencial de superficie (de negativo para positivo). Por outro lado, o potencial de
superficie daquelas revestidas por poli(etileno-glicol) e as sem revestimento n&o
apresentaram diferengas significativas, enquanto o didmetro médio das particulas foi
menor para aquelas revestidas com poli(etileno-glicol). Com o objetivo de avaliar a
capacidade do sistema desenvolvido em melhorar a penetracdo de moléculas
bioativas no epitélio cérneo, um estudo ex vivo foi conduzido utilizando espécies
corneas de coelhos que foram examinadas por microscopia confocal de varredura a
laser. O transporte de rodamina ao longo da coérnea foi significativamente
aumentado pela presenca fisica das nanocapsulas revestidas por quitosana,
sugerindo que estes sistemas possuem propriedades que melhoram a absorgao e

podem atuar como carreadores oculares.
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4 1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

o Substéncia ativa:
Benzofenona-3 (Delaware, Brasil).

. Polimero biodegradavel:

Poli(e-caprolactona) (PCL) My = 65000 g.mol™” (Aldrich, Franca).

o Tensoativos:

Lipofilico: Span 60® (Monoestearato de sorbitano) (Sigma-Aldrich, Brasil);
Epikuron 170® (fosfatidilcolina de soja, 70%) (Lucas Meyer, Franca).

Hidrofilico: Tween 80° (Polissorbato 80) (Delaware, Brasil).

J Fase oleosa:

Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (Brasquim, Brasil).

o Revestimento da parede polimérica:

Quitosana - grau de desacetilagao 85,3 % (Polymar, Brasil).

4 1.2 Aparelhos e Equipamentos

o Evaporador rotatério (Buchi - Alemanha);
o Bomba de vacuo V-500 (Biichi Vac® - Alemanha);
o Potenciémetro B474 (Micronal - Brasil);

o Agitador Certomat MV (Vitaris — Alemanha);
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o Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Central Analitica 1 -
Faculdade de Farmacia - UFRGS):

- Injetor S-200 (Perkin-Elmer — EUA);
- Detector UV-VIS S-200 (Perkin-Elmer — EUA);
- Bomba S-200 (Perkin-Elmer — EUA);

° Espectrébmetro de auto-correlagao laser - Zetasizer nanoseries - modelo
ZEN 3600 (Malvern Instruments — Reino Unido);

Banho Termostatizado (lka - Brasil);
° Banho de ultrassom TransSonic T460 (Elma - Brasil );
. Centrifuga 5804 (Eppendorf - Brasil);
o Turbiscan LAb (Formulaction - Franga);
. Viscosimetro Brookfield LV-DV-II+Pro;
- Spindles ULA e SC4-25.
. Celula de difuséo de Franz (fabricagao propria);

o Medidor de espessura (Mitutoyo - China).

4 1.3 Solventes e outros materiais

Acetonitrila grau CLAE (Omnisolv, EUA);

o Acetona (Nuclear e Quimex, Brasil);

. Agua destilada;

. Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q® - Millipore, EUA);

. Acido acético (Synth, Brasil);
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o Metanol grau CLAE (Merck, Brasil);
o Membrana 0,45 um (Millipore, EUA);
o Pré-coluna LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, Alemanha);

o Coluna LiCrospher® 100 RP-18 (Merck, Alemanha);

o Perclorato de tetrabutilaménio (Akros, EUA);

o Natrosol® (Hidroxi-etil-celulose) (DEG, Brasil);

o Pele de abdémen de porcos fémeas (Abatedouro Araldi, Nova Roma do
Sul — Brasil).

37



Materiais e Métodos

4.2 Métodos
4.2 .1 Preparacao das suspensodes de nanocapsulas poliméricas

Foram preparadas duas formulacbes de suspensdo de nanocapsulas: a
primeira contendo poli(e-caprolactona) como parede polimérica e a segunda,
apresentando revestimento da parede polimérica com quitosana, ambas obtidas
através do meétodo de deposicdo interfacial de um polimero pré-formado

(nanoprecipitacao), desenvolvido por Fessi e colaboradores (1989).

A obtencio das suspensdes de nanocapsulas iniciou-se com a preparacao da
fase orgéanica, dissolvendo-se a benzofenona-3, a poli(e—caprolactona), os
triglicerideos dos acidos caprico/caprilico e o tensoativo de baixo EHL (Span 60° ou
Epikuron®) em acetona, sob aquecimento em banho-maria a 37° C; e da fase
aquosa, dissolvendo-se o Tween 80 em agua MilliQ®, & temperatura ambiente. Em
seguida, a fase organica foi vertida lentamente e sob agitacdo moderada, a
temperatura ambiente, através de um funil estreito, sobre a fase aquosa. Apos a
formagdo imediata das nanocapsulas, a suspensdo foi mantida sob agitacéo
moderada durante 10 minutos. Em seguida procedeu-se em evaporador rotatério
sob pressé&o reduzida, a eliminagao do solvente orgéanico e parte da agua para ajuste
da concentragdo final da benzofenona-3 em 3 mg/mL. As suspensdes foram
armazenadas em frascos de vidro ambar. O revestimento catidnico se deu através
de incubacdo de uma solucdo de quitosana a suspensao de nanocapsulas
previamente obtida, sendo deixadas posteriormente sob agitacdo magnética por 1

hora.

Um estudo foi realizado para a escolha da concentracdo adequada de
quitosana a ser utilizada no revestimento. Com base na literatura (CALVO et al.,
1997; DE CAMPOS et al., 2003; CUI et al., 2006), foram selecionadas para os testes
as solugdes de quitosana em acido aceético 1 % nas concentragdes de 1, 2 e 3 %

(V).

A tabela 2 apresenta a composicdo quali-quantitativa das formulacbes de
nanocapsulas (NC) preparadas utilizando Span 60® (S) ou Epikuron 170® (E) e
solugdo de quitosana a 2 % (Q) para o revestimento catidnico.
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Tabela 2. Composi¢gdo das nanocapsulas poliméricas contendo benzofenona-3
revestidas ou ndo com quitosana.

Componentes Formulagdes
NC-S-B3* NC-Q-S-B3° NC-E-B3° NC-Q-E-B3°

Fase Organica

Poli(e-caprolactona) 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg
Trig. Ac. Caprico/capril. 0,33 mL 0,33 mL 0,33 mL 0,33 mL
Benzofenona-3 30 mg 30 mg 30 mg 30 mg

Span 60° 77 mg 77 mg

Epikuron 170° 77 mg 77 mg

Acetona 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL

Fase Aguosa

Agua MilliQ 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL
Tween 80 77 mg 77 mg 77 mg 77 mg
Sol. Quitosana 2% - 1 mL - 1mL

# NC-S-B3 (nanocapsulas preparadas com Span 60° e benzofenona-3); ° NC-Q-S-B3 (nanocépsulas
com revestimento catidnico de quitosana, pre(garadas com Span 60° e benzofenona-3); ©* NC-E-B3
(nanocapsulas preparadas com Epikuron 170~ e benzofenona-3); ¢ NC-Q-E-B3 (nanocapsulas com
revestimento catidnico de quitosana, preparadas com Epikuron 170% e benzofenona-3).

* Valores correspondentes a um volume final de 10 mL.

4.2.2 Caracterizacido das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

4.2.2.1 Doseamento da benzofenona-3 nas suspensdes de nanocapsulas

O doseamento da benzofenona-3 foi realizado a partir da adaptacéo da
metodologia descrita por Sarveiya e colaboradores (2004). As suspensdes foram
tratadas com acetonitrila, a fim de ocasionar a dissolu¢do das nanocapsulas. A
quantificacdo de benzofenona-3 foi, entdo, realizada por cromatografia de alta
eficiéncia (CLAE), a 289 nm. Utilizou-se acoplada a coluna de acgo inoxidavel
LiChrosorb RP-18 Merck , uma pré-coluna com fase estacionaria LiChrosorb RP-18
4 mm (Merck). A fase movel foi constituida de uma mistura de metanol:agua (95:5
v/v), tetrabutilaménio 4 (mg/%) e acido acético 10 % para ajuste a pH 4,0 e o fluxo

utilizado foi de 1 mL/min. O doseamento das formulagdes foi realizado em triplicata.
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Curva padrao

A curva de calibragdo foi preparada por analise, em CLAE, a partir de
solucdes de concentracdes crescentes de benzofenona-3 em acetonitrila. A solugao-
mae foi preparada a partir de 25 mg de benzofenona diluida em 50 mL de
acetonitrila. A partir da solugdo-mae foram preparadas solugdes com as seguintes
concentragdes: 0,1 ug/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20
ug/mL, 30 pg/mL e 40 pg/mL. A metodologia foi validada em termos de
especificidade, linearidade, precisdo e exatidao, segundo as normas descritas pelo
International Conference on Harmonisation (ICH, 1996) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003)(Anexo 1).

4.2.2.2 Determinacao das taxas de associagao da benzofenona-3 as nanocapsulas

A quantidade de substadncia ativa associada as nanoestruturas foi
determinada por CLAE, pela diferenga entre a quantidade total de benzofenona-3 na
formulacdo e a quantidade presente na fase aquosa da suspensao (benzofenona-3
nao associada). A quantidade total foi determinada pela dissolugdo das

nanocapsulas em acetonitrila, a partir de uma amostra da suspensao.

Para a determinacdo da quantidade de benzofenona-3 presente na fase
aquosa, foi realizada ultrafiltracdo-centrifugacdo das suspensdes (Ultrafree® - MC
Milipore 10000) a 2000 rpm, duas vezes por 5 minutos. Dessa forma, as
nanocapsulas ficaram retidas e a benzofenona-3 ndo associada ultrapassou a
membrana, de forma que pode ser quantificada no ultrafiltrado, utilizando-se as
mesmas condigdes cromatograficas descritas para a determinagdo da quantidade
total de benzofenona-3. A determinacido da taxa de associagao das suspensodes foi

realizada em ftriplicata.

4.2.2.3 Determinacéao do pH

O pH das formulacdes foi medido em potencidmetro calibrado, diretamente

nas suspensdes coloidais, em seguida a preparacdo e apos 30 dias de
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armazenamento a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As analises foram

conduzidas em triplicata.

4.2.2.4 Determinacao do diametro médio das particulas e polidisperséo

O didmetro médio e a polidispersao das nanocapsulas em suspensao foram
determinados por espalhamentonde luz dindmico (Zetasizer nanoseries, Malvern
Instruments, modelo ZEN 3600). Para analise, as suspensdes de nanocapsulas
foram diluidas 500 vezes em agua MilliQ® e filtradas em filtro Millipore® 0,45 pm.

Estas analises foram conduzidas em triplicata.

4.2.2.5 Determinagao do potencial zeta

O potencial zeta das suspensdes foi determinado através de espalhamento de
luz dindmico (Zetasizer nanoseries, Malvern Instruments, modelo ZEN 3600, com
um correlator Série 7032 Multi-8). Esta determinacgao foi realizada apés diluicdo das

amostras em NaCl 10 mM. Estas analises foram conduzidas em triplicata.

4.2.2.6 Analise em Turbiscan LAb®

As suspensdes de nanocapsulas foram submetidas a analise em Turbiscan
LAb (Formulaction, France). Através deste equipamento é possivel determinar a
ocorréncia de fendbmenos como cremagem, sedimentagao, coalescéncia e mesmo a
homogeneidade da amostra, baseando-se numa técnica que combina transmisséo e
retroespalhamento de luz com uma fonte de infravermelho préximo e detectores que
medem a intensidade da luz refletida ou transmitida que atinge a amostra
(LEMARCHAND et al., 2003). As amostras (20 mL) foram colocadas em cubetas de
vidro e as anadlises foram conduzidas a 40 °C durante 3 h, com leituras a cada 5

minutos.
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4.2.2.7 Analise morfoldgica

As fotomicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico de
transmissao JEM 1200 ExlIl, operando a 80 kV, no Centro de Microscopia Eletrénica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As amostras das suspensdes de
nanocapsulas foram diluidas em agua MilliQ® na proporcdo de 1:100, e preparadas
em grids com filme de Formwar-Carbono (Electron Microscopy Sciences), utilizando-

se como contraste uma solugéao de acetato de uranila a 2 %.

4.2.2.8 Reologia e determinagao da viscosidade das suspensdes de nanocapsulas

A viscosidade e analise reoldgica das suspensdes de nanocapsulas foram
conduzidas em viscosimetro rotacional Brookfield, modelo LV-DV-II+Pro, utilizando

spindles ULA. Estas analises foram realizadas em ftriplicata.

4.2.2.9 Analise estatistica

A significancia estatistica das diferengas entre os resultados obtidos para as
formulagdes de nanocapsulas foi calculada por analise da variancia em uma via
(ANOVA) combinada com teste de Tukey, e também através do teste-t de student
(SigmaStat, versédo 3.5). Diferengas foram consideradas signicativas para P<0,05 e

P<0,01, respectivamente.

4.2.3 Preparagao da base semi-solida contendo nanocapsulas de benzofenona-3

Foram preparados géis hidrofilicos a base de Natrosol® (1 %) (p/v), nos quais
as suspensodes de nanocapsulas contendo benzofenona-3 foram incorporadas em
substituicdo a agua, e adequadamente homogeneizadas em gral de porcelana até
obtencdo do gel. Para fins de comparagdo, foram preparados também um gel
contendo benzofenona-3 livre previamente dispersa em Tween 80, em concentragao

igual ao gel preparado com nanocapsulas, e um gel branco, sem benzofenona-3.
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4.2.4 Caracterizagdo das bases semi-sdlidas contendo nanocapsulas de

benzofenona-3

4.2.4.1 Doseamento de benzofenona-3 nas bases semi-sélidas

Amostras dos géis contendo benzofenona-3 nanoencapsulada foram
submetidas & extracdo do filtro solar com uma mistura de acetonitrila e agua MilliQ®
(3:7, viv), sob agitagao constante por duas horas, em banho-maria a temperatura de
aproximadamente 37 °C. Apos, o volume de cada amostra foi ajustado para 10 mL e,
entdo, foram filtradas em papel filtro comum. Uma aliquota do filtrado foi retirada e
diluida em acetonitrila. Logo apds, as amostras foram submetidas a analise por
CLAE, seguindo os parametros anteriormente determinados. Esta analise foi
validada em termos de precisdo, exatiddo e especificidade, segundo normas
descritas pelo International Conference on Harmonisation (ICH, 1996) e pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003) (Anexo 2).

4.2.4.2. Andlise em Turbiscan®

As bases semi-solidas foram submetidas a analise em Turbiscan LAb
(Formulaction, France), a fim de se verificar fendmenos de instabilidade fisica, como
cremagem, sedimentagao, coalescéncia e mesmo a homogeneidade da amostra,
baseando-se numa técnica que combina transmissdo e retroespalhamento de luz
com uma fonte de infravermelho préximo e detectores que medem a intensidade da
luz refletida ou transmitida que atinge a amostra. As amostras (20 mL) foram
colocadas em cubetas de vidro e as analises foram conduzidas a 40 °C durante 3

horas, com leituras a cada 5 minutos.

4.2.4.3 Analise morfolégica das nanocapsulas apods incorporacdo na base semi-

solida

As fotomicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico de

transmissao JEM 1200 Exll, operando a 80 kV, no Centro de Microscopia Eletrénica
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da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As amostras dos hidrogéis contendo
nanocapsulas foram diluidas em agua MilliQ® na proporgdo de 1:50, e preparadas
em grids com filme de Formwar-Carbono (Electron Microscopy Sciences), utilizando-

se como contraste uma solugao de acetato de uranila a 2 %.

4.2.44 Determinacdo do didmetro das nanocapsulas apds incorporacdo nos

hidrogéis

O didmetro médio das nanocapsulas, apds incorporagdo nos hidrogéis, foi
determinado por espalhamento de luz dindmico (Zetasizer nanoseries, Malvern
Instruments, modelo ZEN 3600). Para analise, os hidrogéis, contendo nanocapsulas
ou nado, foram diluidos 1000 vezes em agua MilliQ®, submetidos ao vortex até
completa dispersdo e entdo as suspensdes foram filtradas em filtro Millipore® 0,45
um. Estas andlises foram graficadas com relagcdo ao numero de particulas e

conduzidas em triplicata.

4.2.4.5 Determinagdo do potencial zeta dos hidrogéis apds incorporagdo das

nanocapsulas

O potencial zeta dos hidrogéis apds incorporagdo das nanocapsulas foi
determinado através de mobilidade eletroforética (Zetasizer nanoseries, Malvern
Instruments, modelo ZEN 3600, com um correlator Série 7032 Multi-8). Esta
determinacdo foi realizada apds diluicdo das amostras em NaCl 10 mM,
submetendo-as posteriormente ao vortex até completa dispersdo do hidrogel. Estas

analises foram conduzidas em triplicata.

4.2.4.6 Reologia dos géis contendo nanocapsulas de benzofenona-3

A analise reoldgica dos géis contendo suspensdes de nanocapsulas foi
realizada em viscosimetro rotacional Brookfield, modelo LV-DV-II+Pro, utilizando

spindles SC4-25. Os ensaios foram conduzidos em triplicata.
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4.2.5 Avaliacdo da penetracao in vitro da benzofenona-3 a partir dos géis contendo

nanocapsulas de benzofenona-3 revestidas ou ndo com quitosana

4.2.5.1 Preparagao e estocagem da membrana

A avaliagao da penetragao in vitro das nanocapsulas contendo benzofenona-3
foi realizada utilizando amostras de pele de abdémen de porcas como membrana.
As amostras de pele foram obtidas de animais recém sacrificados (Abatedouro
Araldi). Apos a coleta, as amostras de pele foram limpas, removendo-se o tecido
adiposo, e posteriormente estocadas sob refrigeragao (- 4 °C) até a utilizagdo nos
ensaios. Para os experimentos de penetracdo, as membranas foram padronizadas
com espessura média entre 1,3 mm e 1,6 mm, medidas com auxilio de um medidor

de espessura.

4.2.5.2 Células de difusdo do tipo Franz, in vitro

Os estudos de penetracdo in vitro foram conduzidos utilizando células de
difusdo verticais do tipo Franz modificadas, possuindo um compartimento receptor
com capacidade em torno de 6,0 mL e area de difusdo média de 2,30 cm? (FRANZ,
1975; VENTER et al., 2001).

Um pedacgo circular de membrana natural foi mantido em contato com uma
solugéo receptora de tampao fosfato pH 7.4 e Tween 80 5 %, mantida a 37 °C (+ 1°
C), e o compartimento inferior permaneceu sob agitagdo constante com barra

magnética de teflon.

As amostras foram cuidadosamente pesadas (6,5 mg/cm?) e aplicadas na
pele, onde foram deixadas sob contato por 2, 4 e 8 horas. Apds cada periodo, as
células de difusao foram desmontadas e cada area exposta ao produto foi lavada
cuidadosamente com agua destilada e analisada quanto ao conteudo de substancia
ativa retida no estrato cérneo, quanto ao conteudo de substancia ativa retida na
epiderme/derme e quanto ao conteudo de filtro solar localizado na solugao

receptora. As amostras foram submetidas a analise por CLAE, de acordo com as
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seguintes condicbes operacionais: coluna de aco inoxidavel LiChrosorb RP-18
Merck, pré-coluna com fase estacionaria LiChrosorb RP-18 4 mm (Merck), fase
movel constituida de uma mistura de metanol:agua (90:10 v/v), tetrabutilaménio 4
(mg/%) e acido acético 10 % para ajuste a pH 4,0 e o fluxo utilizado foi de 0,9
mL/min. Esta metodologia de quantificagcao foi validada de acordo com as normas
preconizadas pelo ICH e pela ANVISA (Anexo 3). Os resultados da penetragao
cutanea in vitro foram analisados estatisticamente, comparando-os aos resultados
obtidos a partir da quantificacdo da substancia ativa encapsulada presente nas

bases semi-sdlidas, com a benzofenona-3 livre incorporada nas bases semi-sélidas.

4.2.5.3. Técnica do tape stripping — retengao no estrato corneo

As camadas do estrato corneo foram retiradas aderindo a fita adesiva na area
exposta ao produto. Para tanto, foram utilizados 19 pedacos de fita adesiva Scoth

3M, medindo 19 x 40 mm para extragao do estrato cérneo.

As fitas foram pesadas antes e apos a extracdo das camadas da pele e a
substancia ativa retida nas fitas adesivas foi extraida com acetonitrila. As fitas em
conjunto foram colocadas em tubos de ensaio contendo o solvente e submetidas a
agitacdo com agitador de tubo (vértex) por 2 minutos, e posteriormente levadas ao
banho de ultra-som durante 15 minutos (PELLET et al., 1997; VERMA et al., 2003;
ABDULMAJED e HEARD, 2004; VERMA e FAHR, 2004; JIMENEZ et al. 2004). As
amostras foram, entao, filtradas através de membrana com porosidade 0,45 ym e

posteriormente submetidas a doseamento conforme item 4.4.5.2.

4.2.5.4 Técnica de retengéo cutanea (TOUITOU et al., 1998; VERMA e FAHR, 2004)

Apds a remogao do estrato cérneo por tape stripping, a pele restante foi
picotada e colocada em tubos de ensaio contendo o solvente extrator (acetonitrila).
As amostras foram, entdo, submetidas a agitacdo em vortex por 2 minutos, e
posteriormente levadas ao banho de ultra-som durante 15 minutos. As amostras
foram filtradas através de membrana com porosidade 0,45 um, e o filtrado submetido

a doseamento, conforme o item 4.4.5.2.
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4.2.5.5 Analise estatistica da penetragao cutanea in vitro de benzofenona-3 a partir
dos geéis contendo nanocapsulas de benzofenona-3 revestidas ou ndo com

quitosana

A significancia estatistica das diferengcas na penetragdo in vitro de
benzofenona-3 a partir das nanocapsulas revestidas ou ndo e benzofenona-3 livre
foi calculada por analise da variancia em uma via (ANOVA) combinada com teste de
Tukey (SigmaStat, versdo 3.5). Diferencas foram consideradas signicativas para
P<0,05.

4.2 .6 Descarte de residuos

O descarte de residuos quimicos seguiu procedimento padréo realizado pela
Faculdade de Farmacia — UFRGS, no qual os residuos gerados foram devidamente
rotulados e entregues a Comissdo de Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT)
desta Faculdade, que é responsavel pelo envio dos residuos ao Instituto de Quimica
da UFRGS, onde séao realizados os procedimentos adequados de reciclagem e/ou

descarte do material quimico.
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5.1. Preparacdo e caracterizacdo das suspensbes de nanocapsulas

contendo benzofenona-3 revestidas ou ndo com quitosana

5.1.1. Determinacao dos didametros médios, polidispersio, potencial zeta, pH,
taxa de associagao e doseamento das nanocapsulas contendo benzofenona-3

revestidas ou ndo com quitosana

Inicialmente foram preparadas suspensdes de nanocapsulas utilizando o
tensoativo lipofilico Span 60® (Tabela 2), partindo da formulagdo de base
estabelecida e utilizada por nosso grupo de pesquisa, a qual, no presente
trabalho, foi revestida com quitosana e que contém em sua composi¢ao poli(e-
caprolactona), triglicerideos dos &cidos caprico e caprilico, Span 60°,

benzofenona-3, 4gua e Tween 80°.

Para o revestimento das nanocapsulas, foi realizado um estudo
preliminar para a escolha da solucdo de quitosana e de sua concentragao final
nas suspensdes de nanocapsulas. Foram selecionadas solugdes aquosas de
quitosana em acido acético 1 % (CALVO et al., 1997a; RINAUDO et al., 1999)
nas concentracoes de 1, 2 e 3 %, de forma a proporcionar concentracio final
de 0,2 % de quitosana nas suspensdes. Este ensaio foi conduzido com

nanocapsulas preparadas com Span 60° (Tabela 2).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas revestidas com
diferentes concentracdes de quitosana

Solugao de Conc. de Potencial zeta Diametro (nm) PDI
quitosana (%) quitosana nas (mV)
nanocapsulas
(%)
1 0,2 -3 355 0,4
2 0,2 22 306 0,3
3 0,2 5 783 0,8
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Afim de se otimizar a adsorcdo da quitosana nas nanocapsulas, as
mesmas foram incubadas com diferentes concentragcdes de quitosana em
solugdo aquosa (Tabela 3). A analise estatistica demonstrou que ha uma
diferenca (ANOVA, P<0,05) entre as nanocapsulas preparadas com as
solugcdes a 2 e a 3 % (Tabela 3). Com o aumento da concentracdo de
quitosana ocorre a inversao de valores de potencial zeta de -3 mV para 22 mV,
0 que indica que o processo de adsor¢ao é mediado por interacao eletrostatica,
como ja proposto para a interagdo entre a poli(e-caprolactona) e a poli-L-lisina
(CALVO et al., 1997b). Segundo Sonvico e colaboradores (2006) a quantidade
de quitosana na solugcédo aquosa exerce influéncia significativa sobre o diametro
e a carga de superficie das nanoparticulas. No presente trabalho, o
revestimento com solug¢do de quitosana a 3 % gerou nanocapsulas com
didmetro médio acima do desejado (783 nm) e elevada polidisperséo (0,8). Por
sua vez, a solugao de quitosana a 1 % néo foi capaz de promover potencial de
superficie positivo nas nanocapsulas. Diante dos resultados obtidos, a solugéo
de quitosana a 2 % foi escolhida para conduzir os estudos seguintes, pois as
nanocapsulas com ela revestidas apresentaram um didmetro médio que se
enquadra na faixa desejada (306 nm) e baixa polidispersao (0,3). Dessa forma,
um novo experimento foi realizado variando as concentragcbées de quitosana na
suspensido de nanocapsulas a partir da solugdo de quitosana a 2 %, como

segue na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas revestidas com
diferentes concentracdes de quitosana

Solugao de Conc. de Potencial Zeta Diametro (nm) PDI
quitosana (%) quitosana nas (mV)
nanocapsulas
(%)
2 0,1 4 889 0,7
2 0,2 22 306 0,3
2 0,3 19 330 0,4
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Os resultados demonstram que a quitosana nas diferentes
concentracdes estudadas foi capaz de conferir potencial zeta positivo as
nanocapsulas, porém havendo diferenga significativa entre todas as
formulagbes (P<0,05). A formulacdo contendo 0,1 % de quitosana na
suspensao de nanocapsulas proporcionou particulas com polidisperséo (0,7) e
diametro médio elevados (889 nm) e potencial zeta mais proximo de zero (4
mV). Ja a formulagdo contendo 0,3 % de quitosana, apresentou didmetro
relativamente adequado (330 nm) e potencial zeta positivo alto (19 mV), porém
com valor de polidispersdo relativamente maior (0,4). A quitosana na
concentracéo de 0,2 % na suspensdo de nanocapsulas, incubada a partir de
uma solucdo de quitosana a 2 % em acido acético, foi a que apresentou
didmetro e polidispersdo mais préximos da faixa desejada (306 nm), menor
polidispersao (0,3) e potencial zeta positivo alto (22 mV), o que permitiu uma
clara diferenga das nanocapsulas carregadas negativamente, sendo por isso, a
escolhida para o revestimento das nanocapsulas. Estes resultados vao ao
encontro ao trabalho realizado por Calvo e colaboradores (1997a), que ao
estudarem a variagdo das concentragées de poli(e-caprolactona), lecitina e
quitosana nas suspensodes de nanocapsulas, observaram que para se obter um
sistema coloidal é importante que a concentragdo de quitosana em solugao

aquosa nao seja maior que 0,2 %.

Porém, estas nanocapsulas revestidas com quitosana apresentaram-se
instaveis, pois apos trés dias de preparagao houve aumento de didmetro (de
306 nm para 472 nm) e polidispersao das particulas (0,6), em analise feita por
espalhamento de luz dinamico. Este fato nos levou a investigar outro tensoativo
lipofilico que pudesse substituir o Span 60° promovendo nanocapsulas mais
estaveis. Como alternativa, o tensoativo Epikuron 170® foi escolhido com base
em sua ampla utilizagdo na formulagdo de nanoparticulas (CALVO et al.,
1997b; MOSQUEIRA et al., 2000; MOSQUEIRA et al., 2001; LBOUTOUNNE et
al., 2002; DE CAMPOS et al., 2003).

A analise do didmetro das formulagdes indicou que o didmetro médio
tanto das nanocapsulas preparadas com Span 60° (NC-S, NC-S-B3, NC-Q-S-
B3) como daquelas preparadas com Epikuron 170% (NC-E, NC-E-B3, NC-Q-E-
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B3) foi afetado pelo revestimento com quitosana, havendo diferengas
significativas entre todas as formulagcdées (ANOVA, P<0,05) (Tabela 5). Houve
um leve aumento do didmetro das nanocapsulas revestidas com quitosana
(NC-S, 234 nm; NC-S-B3, 260 nm; NC-Q-S-B3, 295 nm; NC-E, 174 nm; NC-E-
B3, 175 nm; NC-Q-E-B3, 202 nm) em comparagdo com as formulagdes sem
revestimento provavelmente em razdo da presenca de uma camada de
quitosana solvatada em torno das particulas (CALVO et al., 1997a; CALVO et
al., 1997b).

Para as nanocapsulas preparadas com Span 60® houve também uma
diferengca significativa devido a incorporacdo de benzofenona-3 (ANOVA,
P<0,05), pois os valores passaram de 234 nm (NC-S) para 260 nm (NC-S-B3)
(Tabela 2). Isto pode ser explicado pelo fato de que o Span 60® encontra-se
dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas, dessa forma promovendo um
aumento no volume interno (MULLER et al., 2001), fato este intensificado pela
adicao da benzofenona-3, que encontra-se, em tese, também dissolvida no
nucleo oleoso das nanocapsulas, promovendo um aumento adicional no

diametro médio das particulas.

O uso de diferentes tensoativos na fase organica também influenciou
significativamente o didmetro médio das nanocapsulas (teste-t, P<0,001),
sendo que aquelas preparadas com Epikuron 170® apresentaram diametros
inferiores (NC-E, 174 nm; NC-E-B3, 175 nm; NC-Q-E-B3, 202 nm) aos das
nanocapsulas preparadas com Span 60° (NC-S, 234 nm; NC-S-B3, 260 nm;
NC-Q-S-B3, 295 nm) (Tabela 5). Todas as formulagdes apresentaram baixa
polidispersdo e mantiveram-se estaveis por 30 dias, exceto aquelas
suspensdes de nanocapsulas preparadas com Span 60° e revestidas por
quitosana, que foram instaveis apés 30 dias de armazenamento, havendo
aumento significativo do didmetro (de 295 nm para 2215 nm) (Tabela 3). Este
resultado pode ter ocorrido pela auséncia de tensoativo suficiente para
estabilizar a quitosana empregada como revestimento, uma vez que o Span
60° encontra-se dissolvido no nucleo (MULLER et al., 2001). Por sua vez, o
Epikuron 170® esta situado na interface entre a parede polimérica e o ntcleo

oleoso na forma de um complexo entre a poli(e-caprolactona) e a fosfatidilcolina
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(DURO et al.,, 1999; LBOUTOUNNE et al., 2002), além de possuir carater

aniénico, caracteristicas estas que facilitam a interacdo com a quitosana.

Os resultados demonstraram que as nanocapsulas sem quitosana (NC-
S-B3 e NC-E-B3) apresentaram valores de potencial zeta negativos, como
descrito na literatura para nanocapsulas preparadas com poli(e-caprolactona)
(SCHAFFAZICK et al., 2003; CALVO et al., 1997a; DE CAMPOS et al., 2003).
Por outro lado, as nanocapsulas revestidas por quitosana (NC-Q-S-B3 e NC-Q-
E-B3) apresentaram valores de potencial zeta positivos (21 mV, para ambas
formulagdes), que podem ser atribuidos a presenca dos radicais NH3;" na
estrutura da quitosana, e que indicam que estas particulas encontram-se

revestidas pelo biopolimero catiénico (CALVO et al., 1997a).

Tabela 5. Caracteristicas das nanocapsulas contendo benzofenona-3
revestidas ou ndo com quitosana, preparadas a partir de diferentes tensoativos
lipofilicos, determinadas imediatamente apds preparacdo e 30 dias apos
armazenamento.

O dias
Amostras Diametro PDI Potencial Zeta Teor* Taxa de H
(nm) (mV) (%) associagao (%) P
NC-S @ 234 0,2 12 - - 6,7
NC-S-B3° 260 0,2 12 100,3 100 6,4
g?c’;;cz-s- 295 0,2 21 102,5 100 4.4
NC-E ¢ 174 0,1 -9 - - 6,8
NC-E-B3 ¢ 175 0,1 -8 99,8 99 6,5
gsc;Q'E' 202 0.1 21 99,8 99 43
30 dias
A —
mostras Dl?rznrs)tro PDI  Potencial Zeta (mV) Teor* (%) pH
NC-S @ 231 0,2 -7 - 6,6
NC-S-B3° 263 0,2 12 101 58
g‘g;Q'S' 2215 08 13 101.8 48
NC-E ¢ 170 0,1 -7 - 6,8
NC-E-B3 ¢ 171 0,1 -8 102,5 3,6
E‘g;Q'E' 177 02 22 102.2 4.4

Teor correspondente a concentragdo de 3 mg/mL de benzofenona-3 nas suspensbes de
nanocéapsulas.  NC-S: nanocapsulas preparadas com Span 60°, sem benzofenona-3; ° NC-S-
B3: nanocapsulas preparadas com Span 60°, contendo benzofenona-3; ¢ NC-Q-S-B3:
nanocapsulas preparadas com Span 60° , contendo benzofenona-3 e revestidas com

95



Resultados e Discussao

quitosana; 4 NC-E: nanocapsulas preparadas com Epikuron 170®, sem benzofenona-3; ¢ NC-E-
B3: nanocapsulas preparadas com Epikuron 170®, contendo benzofenona-3; ' NC-Q-E-B3:
nanocapsulas preparadas com Epikuron 170®, contendo benzofenona-3 e revestidas com
quitosana.

Pode-se observar que nado houve alteracdo no potencial zeta das
formulagées nao revestidas (NC-S-B3 e NC-E-B3) durante os primeiros 30
dias, bem como para a formulagao revestida por quitosana contendo Epikuron
170® (NC-Q-E-B3). Entretanto, a formulagao revestida por quitosana contendo
Span 60® (NC-Q-S-B3) apresentou uma diminuigdo nos valores de potencial
zeta ap6s 30 dias (de 21 mV para 13 mV), o que demonstra mais uma vez a

sua instabilidade.

O doseamento das nanocapsulas quanto ao teor de benzofenona-3,
para todas as formulagbes, foi de aproximadamente 100 % imediatamente
apos a preparacao e 30 dias depois. Todas as formulagdes apresentaram
excelentes taxas de associagdo, que sugerem que a benzofenona-3 esta
completamente associada as nanocapsulas, dispersa no nucleo oleoso ou

adsorvida a parede polimérica.

Os valores de pH das suspensdes de nanocapsulas foram condizentes
com a literatura (SCHAFFAZICK et al., 2003), estando dentro da faixa de pH
adequada para aplicagdo cutanea, entre 4,5 e 6,0 (WILKINSON e MOORE,
1990; BARATA, 2002).

Considerando os resultados acima expostos, as formulagbes de
nanocapsulas preparadas com Epikuron 170® revestidas ou ndo com quitosana

(NC-E-B3 e NC-Q-E-B3) foram selecionadas para a continuidade dos estudos.

5.1.2. Caracterizagdo morfologica das nanocapsulas contendo benzofenona-3

revestidas ou ndo com quitosana

As fotomicrografias das nanocapsulas demonstram que os didmetros e a
polidispersao das nanocapsulas estdo de acordo com as analises realizadas

por espectroscopia de correlagao de fotons. Pode-se observar que tanto as nao
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revestidas (NC-E-B3) (Figuras 4A) como as nanocapsulas revestidas (NC-Q-E-
B3) (Figura 4B) apresentam-se sob forma esférica, relativamente pouco
polidispersas, e com diametros médios de acordo com as analises prévias por
espalhamento de luz dinamico (NC-E-B3, 175 nm; NC-Q-E-B3, 202 nm).
Contudo, nas nanocapsulas que contem revestimento de quitosana a parede
limitrofe particula/meio externo parece mais definida, o que poderia indicar a

presenca de uma parede polimérica “dupla”, devido ao revestimento com o

biopolimero.

Figura 4. Microscopia eletrdnica de transmissado: A) NC-E-B3 e B) NC-QTS-E-
B3. 200000 x.

5.1.3. Caracterizagao reoldgica e determinacéo da viscosidade das suspensdes

de nanocapsulas contendo benzofenona-3 revestidas ou ndo com quitosana

As suspensdes de nanocapsulas NC-E-B3 e NC-Q-E-B3 apresentaram
viscosidades médias de 1,2 cP e 2,0 cP, respectivamente, e a analise reoldgica
das suspensdes demonstrou que tratam-se de fluidos newtonianos, como pode
ser observado nos graficos de tensédo de cisalhamento x taxa de cisalhamento
(Figura 5A e 5B). Fluidos newtonianos caracterizam-se por apresentarem
viscosidades constantes independentemente da taxa de cisalhamento.

Geralmente, materiais quimicamente puros ou solugbes muito diluidas
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apresentam comportamento newtoniano (MARTIN, 1993; ANSEL, 1999), como

€ 0 caso das suspensdes de nanocapsulas.

A maior Vviscosidade observada na formulacdo NC-Q-E-B3
provavelmente é devido a presencga da quitosana. Esta solugédo de quitosana (2

%) apresentou uma viscosidade igual a 9,9 cP, a 8 rpm a temperatura de 25°C.

25 -

1,5 -

Viscosidade (cP)

0,5 -

n w A ! ! ! ! ! \
75 80 85 90 95 100 105

Taxa de cisalhamento (1/s)

25

Viscosidade (cP)

0 /mu/ \ ! ! ! ! ! !
75 80 85 a0 95 100 105

Taxa de cisalhamento (1/s)

Figura 5. Comportamento newtoniano apresentado pelas suspensées NC-E-B3
(A) e NC-Q-E-B3 (B).
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5.1.4. Analise em Turbiscan LAb®

O Turbiscan LAb tem sido usado com sucesso no estudo de estabilidade
de emulsdes (LEMARCHAND et al., 2003) e dispersdes coloidais concentradas
(MENGUAL et al., 1999). Nestes casos, a desestabilizagcdo pode ocorrer pela
presenca de processos irreversiveis como coalescéncia ou floculagcéo, ou de
processos reversiveis como cremagem ou sedimentacdo. A principal vantagem
desta técnica é a detecgdo do fenbmeno de forma mais facil e segura do que
por observacgao visual do analista, especialmente no caso de sistemas opacos
e concentrados. No caso de sistemas opacos as desestabilizagcbes serdao
obtidas através de alteragcbes no retroespalhamento de luz, e para sistemas
translucidos isso sera visualizado através de alteragdbes nas medidas de
transmissao da luz. A desestabilizacdo de uma suspenséao frequentemente é
devida a dois tipos de fendmenos fisicos: aumento do tamanho de particula
(coalescéncia) ou agregagao de particulas (floculacdo); e migracdo das

particulas (cremagem ou sedimentagdo) (MENGUAL et al., 1999).

Os resultados obtidos mostram que a formulagdo NC-S-B3 (Figura 6A) &
relativamente estavel, com leve tendéncia a cremagem. Observa-se uma
pequena diminuicdo do backscattering em torno de 2 a 3 mm, que sugere
migragdo das particulas, e aumento do backscattering acima de 40 mm,
demonstrando uma tendéncia a cremagem. A formulagdo NC-QTS-S-B3
(Figura 6B) foi a que apresentou maior sinal de instabilidade. Em torno de 2 a 3
mm observa-se uma diminui¢do no backscattering, que pode indicar migragcao
das particulas. Ja entre 8 e 40 mm é possivel notar uma oscilagdo no grafico,
correspondente a alteracao de didmetro. Oscilagcdes em termos de aumento e
diminuicdo do backscattering simultaneamente, indicam que ha alteragédo no
tamanho das particulas, havendo presenca tanto de particulas da ordem de
nandémetros como da ordem de micrometros. Entretanto, essa alteracao nos
didmetros ndo é significativa uma vez que a percentagem apresentada € muito
baixa (< 5 %). Para a formulacdo NC-E-B3 (Figura 6C) observou-se uma
tendéncia a migracdo das particulas entre 2 e 3 mm, com diminuicdo do
backscattering logo apds, estendendo-se até préximo de 40 mm. Ha um
aumento do backscattering em torno de 42 mm, que representa a parte

superior da amostra, sugerindo uma tendéncia a cremagem. Por sua vez, a
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formulacdo NC-QTS-E-B3 (Figura 6D) apresentou-se praticamente estavel,

com pequeno aumento no backscattering em torno de 42 mm, menor que 5 %.
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Figura 6. Graficos de transmisséo (acima) e retroespalhamento de luz (abaixo)
das suspensodes de nanocapsulas: NC-S-B3 (A), NC-Q-E-B3 (B), NC-E-B3 (C)
e NC-Q-S-B3 (D).

5.2. Preparacgédo e caracterizagdo da base semi-solida contendo nanocapsulas

de benzofenona-3 revestidas ou ndo com quitosana

O Natrosol® (hidroxi-etil-celulose) € comumente utilizado na composigao
de diversas formas farmacéuticas como agente suspensor, estabilizante ou
agente de consisténcia para emulsbées e formador de gel n&o-ibnico,
comportando-se como fluido nao-newtoniano de carater pseudoplastico e
compativel com a maioria dos materiais anidénicos, nao-ibnicos, anfotéricos e
cationicos (BRAUN & ROSEN, 2000). A caracteristica ndo-idnica do Natrosol®
foi determinante para a escolha deste veiculo para as nanocapsulas em
estudo, uma vez que uma das formulagbes (NC-Q-E-B3) apresenta potencial
de superficie positivo o que a tornaria incompativel com géis de carater
anidnico, como € o caso das resinas do tipo Carbopol®, as mais usualmente

empregadas em formulag¢des de hidrogéis.
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Ambos os hidrogéis preparados a partir das suspensbdes de
nanocapsulas revestidas ou ndo (HEC-NC-Q-B3 e HEC-NC-B3), apresentaram
cor branca caracteristica das suspensdes de nanocapsulas. Por sua vez, o
hidrogel contendo benzofenona-3 livre apresentou-se levemente amarelado,

cor caracteristica da benzofenona-3, e translucido.

No gel preparado com benzofenona-3 livre houve a necessidade de
utilizar um tensoativo para dispersar o ativo. Optou-se por usar o Tween 80°,
uma vez que 0 mesmo esta presente na composi¢cdo das nanocapsulas, desta
forma, obtendo-se formulagdes qualitativamente comparaveis. A quantidade de
Tween 80® adicionada & formulacdo semi-sélida foi igual & quantidade do

mesmo tensoativo usada no preparo das nanocapsulas.

Todos os hidrogéis preparados apresentaram valores de pH adequados
para aplicagao cutanea: HEC (pH 6,5), HEC-B3 (pH 6,9), HEC-NC-B3 (pH 6,7)
e HEC-NC-Q-B3 (pH 4,6). O baixo pH observado para HEC-NC-Q-B3 é devido
a presencga da solugao acida de quitosana no revestimento das nanocapsulas.
No estado normal, a superficie da pele tem sempre carater acido, devido a
presenga de acidos organicos (acético, propiénico, caprilico e outros, como o
latico, citrico e ascdrbico) que se encontram em concentragéo elevada devido a
evaporagao do suor que os contém. Entretanto, o grau de acidez varia com
idade, sexo e individuo, e o carater torna-se alcalino a medida que se penetra
nos tecidos. Tanto para a cosmetologia como para a dermatologia, € primordial
ter em conta as variagdes do pH cutaneo, pois pode ser fundamental para a
boa tolerancia dos produtos cosméticos. O pH da pele varia entre 4,0 e 7,0,
sendo que diferentes regides do corpo apresentam diversos valores de pH, tais
como: couro cabeludo ( 4,0), rosto (+ 4,7), axila (£ 6,5), linhas interdigitais (+
7,0), tronco (x 4,7), linhas mamarias (+ 6,0) e perna e tornozelo (+ 4,5)
(WILKINSON e MOORE, 1990; BARATA, 2002).

5.2.1. Analise reoldgica dos hidrogéis preparados com benzofenona-3 livre e a
partir das suspensodes de nanocapsulas contendo benzofenona-3 revestidas ou

nao com quitosana
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Equacbes exponenciais tém sido usadas para descrever sistemas
pseudoplasticos. O modelo matematico mais simples para expressar o
comportamento € a “lei da poténcia” ou modelo de Ostwald (Equacdo 2)
(BRICENO et al., 2000; ALMEIDA e BAHIA, 2003; KIM et al., 2003; ALVES,
2007).

T=Ky" (2)

Onde t € a tensdao de cisalhamento, y representa a taxa de
cisalhamento, K & o coeficiente de consisténcia e n é o indice de escoamento
ou coeficiente de fluxo, que € adimensional, e pode ser usado para a
caracterizagao das formulagdes, uma vez que ele caracteriza o desvio em
relagdo ao comportamento newtoniano. Por sua vez, a constante K esta
relacionada a propria viscosidade do produto e é representada pelas unidades
de viscosidade (BRICENO, 2000; ALVES, 2007). Estes sistemas podem ser
classificados quanto tipo de escoamento em reofluidificantes, quando n < 1
(pseudoplastico) ou reofluidificantes com valor de cedéncia (plasticos) e
reoespessantes (dilatantes), quando n > 1 (MARTIN et al., 1993; ALMEIDA e
BAHIA, 2003; ALVES, 2007).

O comportamento reoldgico de um sistema e a viscosimetria tém sido
estudados com o objetivo de caracterizar um sistema e avaliar a estabilidade
fisico-quimica dos produtos diante dos efeitos causados pelo tempo, pela
temperatura ou mesmo pela incorporacdo de substancias ativas e de
carreadores de substancias, como é o caso dos sistemas nanoparticulados
(MILAO, 2003; ALVES, 2007). Uma forma de quantificar a reologia dos fluidos
€ a medicao da tensado de cisalhamento em funcdo da taxa de cisalhamento,
que pode ser representada por um reograma atraves da relagédo tensao versus
taxa de cisalhamento (WILKINSON e MOORE, 1990; ALVES, 2007).

O comportamento reolégico é determinado pelo maior coeficiente de

regressao obtido da equacéo linear para o modelo matematico. Neste trabalho,
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foram realizadas as analises reoldgicas das amostras HEC-B3, HEC-NC-B3 e
HEC-NC-Q-B3, e os resultados de taxas de cisalhamento e tensbes de
cisalhamento foram plotados (Figura 7) e tratados de acordo com a equacgéo de

Oswald (Equagéao 2).

—e—HEC
—B—HEC-NC_E-B3
—A—HEC-NC-Q-E-B3

Tensdo de cisalhamento (Pa
N
()]
|

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Taxa de cisalhamento (1/s)

Figura 7. Comportamento reolégico dos hidrogéis de Natrosol® contendo
benzofenona-3 livre (HEC-B3) e nanocapsulas contendo benzofenona-3 nao
revestidas (HEC-NC-B3) e revestidas com quitosana (HEC-NC-Q-B3).

Os valores dos coeficientes de regressdo obtidos para as equacgdes
lineares dos hidrogéis foram altos (HEC-B3, 0,996 + 0,002; HEC-NC-B3, 0,996
1+ 0,004; HEC-NC-Q-B3, 0,998 £ 0,001) e estiveram de acordo com o modelo
de Ostwald indicando, portanto, que a adi¢gao das suspensdes de nanocapsulas
em completa substituicdo a agua no preparo dos hidrogéis ndo modificou o
comportamento pseudoplastico originalmente conferido aos hidrogéis de
Natrosol®. Os indices de escoamento (n) obtidos foram menores que 1,
estando de acordo com as caracteristicas de fluidos pseudoplasticos e os
indices de consisténcia (K) ndo apresentaram diferengas significativas com a

adicao das nanocdapsulas aos hidrogéis (Tabela 6).
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Tabela 6. indices de escoamento (n) e de consisténcia (K) dos hidrogéis.

Formulagcdes N K (Pa.s")

HEC-B3 0,46 + 0,03 8,66 +2,49

HEC-NC-E-B3 0,48 £0,02 7,68 +1,54

HEC-NC-Q-E.B3 0,48 +0,03 8,96 + 2,59

A presenca do revestimento de quitosana nas nanocapsulas também
nao influenciou o fluxo do gel. O comportamento pseudoplastico ocorre em
solucdes de polimeros e, na maioria dos sistemas semi-sélidos que contenham
componentes poliméricos, em consequéncia da existéncia de interacdes
intermoleculares entre as cadeias dos polimeros (WOOD, 2001). Semi-solidos
com concentracdes significativas de metil-celulose, carboxi-metil-celulose,
carbébmero e gomas naturais como adraganta e alginato sédico apresentam
escoamento reofluidificante (MARTIN, 1993; ALMEIDA e BAHIA, 2003; ALVES,
2007).

Resultado semelhante foi obtido por Alves e colaboradores (2005) para
hidrogéis de Carbopol 940° contendo nanocapsulas, nanoesferas ou
nanoemulsdes de nimesulida. Neste caso, a incorporagao dos nanocarreadores
nao modificou o tipo de fluxo apresentado. Ainda, os géis contendo os
nanocarreadores nao apresentaram diferengas significativas com relacdo ao
coeficiente de consisténcia em comparacéo ao gel controle, sem nimesulida e
sem nanocarreadores. Por outro lado, este n&o foi o caso do gel contendo

nimesulida livre, que apresentou um coeficiente de consisténcia mais elevado.

5.2.2. Doseamento de benzofenona-3 nanoencapsulada presente nas bases

semi-solidas, determinacdo do diametro das nanocapsulas apds incorporacao
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nos hidrogéis e do potencial zeta dos hidrogéis apds incorporagao das

nanocapsulas

Os teores de benzofenona-3 nos hidrogéis (3 mg/mL) preparados a partir
das nanocapsulas revestidas (HEC-NC-Q-B3) e n&o revestidas (HEC-NC-B3)

foram ambos iguais a 90 %.

Determinagcbes do didametro das particulas foram conduzidas por
espalhamento de luz a fim de detectar a presenga das nanocapsulas nos
hidrogéis. De acordo com a figura 8, observa-se que as nanocapsulas puderam
ser detectadas nos hidrogéis ap6s sua incorporagao, através de analise do
perfil de distribuicdo de tamanho por numero de particulas. Os resultados
obtidos para os hidrogéis preparados a partir das suspensdes de nanocapsulas
indicam diametros dentro do intervalo médio obtido para as nanocapsulas

antes da incorporagao nos hidrogéis.

Foram realizadas determinagdes do potencial zeta dos hidrogéis apés a
incorporacao das nanocapsulas, com o proposito de verificar a influéncia do
potencial de superficie das nanocapsulas sobre o carater n&o-ibnico dos
hidrogéis. Os resultados demonstraram que os hidrogéis preparados a partir
das nanocapsulas nao revestidas (HEC-NC-B3) apresentaram potencial zeta
negativo, conforme verificado para as suspensdes de nanocapsulas (NC-E-B3),
entretanto apresentando um valor mais elevado (-17,5 mV) daquele obtido para
as suspensodes (-8 mV). Por sua vez, o hidrogel preparado com nanocapsulas
revestidas por quitosana (HEC-NC-Q-B3) apresentou potencial zeta positivo,
da mesma forma como verificado para as nanocapsulas revestidas (NC-Q-E-
B3), porém com valor inferior (14,4 mV) aquele obtido para as nanocapsulas
(22 mV). Em estudo semelhante, SOUTO e colaboradores (2004) observaram
que a adicdo de nanoparticulas lipidicas solidas e carreadores lipidicos
nanoestruturados carregados negativamente a hidrogéis de hidroxi-etil-
celulose, manteve os valores de potencial zeta negativos originalmente

verificados para as nanoparticulas.
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Figura 8. Determinacdo do didmetro das nanocapsulas apds incorporagao nos
hidrogéis. (HEC: hidrogel de Natrosol® branco; HEC-NC-B3: hidrogel de
Natrosol® com nanocapsulas sem revestimento contendo benzofenona-3; HEC-
NC-Q-B3: hidrogel de Natrosol® com nanocéapsulas revestidas com quitosana
contendo benzofenona-3).

5.2.3. Analise morfolégica das nanocapsulas apds incorporagao na base semi-
sélida

Uma vez verificada a presenca das nanocapsulas apds incorporagao nos
hidrogéis através da determinagdo do diametro das particulas por
espalhamento de luz dindmico, as mesmas amostras foram submetidas a
microscopia eletrénica de transmissao com o objetivo de visualizar a presenga
das nanocapsulas nos hidrogéis. Como pode ser observado na figura 9, foi
possivel visualizar as nanocapsulas revestidas (HEC-NC-Q-B3) bem como as

nao revestidas (HEC-NC-B3) presentes na estrutura matricial do hidrogel.
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Figura 9. Fotomicrografias de microscopia eletrbnica de transmissdo do
hidrogel com benzofenona-3 livre (A) e hidrogéis preparados a partir de
nanocapsulas contendo benzofenona-3 nao revestidas (B) e revestidas por
quitosana (C). 150000 x.

5.2.4. Analise em Turbiscan LAb®

As formulacdes dos hidrogéis contendo benzofenona-3 (HEC-B3, HEC-
NC-B3 e HEC-NC-Q-B3) foram submetidas & analise em Turbiscan LAb® a fim
de verificar a homogeneidade das amostras. As analises realizadas com os
hidrogéis preparados a partir das nanocapsulas, que apresentaram-se opacos
e de cor branca, ndo apresentaram nenhuma tendéncia a desestabilizacao,
uma vez que as variagdes do retroespalhamento de luz foram menores que 5
% e portanto, desconsideradas. Para os hidrogéis contendo benzofenona-3
livre, que apresentaram-se levemente amarelados e translucidos, também néo
houve nenhuma alteragdo na transmissao nem no retroespalhamento de luz. Ja

os hidrogéis sem benzofenona-3, que eram transparentes, apresentaram
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aumento na transmissao da luz, entretanto nenhuma alteracao foi observada
(Figura 10).
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Figura 10. Delta backscattering e delta transmission dos géis de Natrosol® a
1%: a) HEC; b) HEC-B3; c) HEC-NC-E-B3 e d) HEC-NC-QTS-E-B3.

5.3. Avaliagcdo da penetragao cutanea in vitro da benzofenona-3 a partir dos
géis contendo nanocapsulas de benzofenona-3 revestidas ou nado com

quitosana

Nesta ultima parte do trabalho, foi avaliada a influéncia do
nanoencapsulamento e também do revestimento de quitosana nas
nanocapsulas sobre a alteracdo do tempo de permanéncia e penetracdo da
benzofenona-3 na superficie da pele, empregando-se células de difusdo de
Franz e utilizando como membrana pele de abdémem suino. O uso da pele de
porco foi fundamentado no fato de a epiderme suina ser morfoldgica e
funcionalmente comparavel a pele humana (FERNANDEZ, 2000; WEISS,
2007). Este modelo tem sido muito utilizado pela facilidade de aquisicao, uma

vez que trata-se de residuo ndo destinado ao consumo alimentar humano que
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geralmente é descartado, e também pela facilidade de preparo, ao contrario da
pele humana que é geralmente proveniente de cirurgias plasticas ou

cadaveres, e que frequentemente chegam danificadas (FERNANDEZ, 2000).

A anadlise da penetracdo cutdnea foi realizada comparando-se a
quantidade de benzofenona-3 detectada em ug por cm? de pele nas diferentes
camadas (compartimento doador, estrato corneo, epiderme viavel, derme e
meio receptor) e também nas 19 fitas adesivas da técnica do tape stripping,
nos tempos de coleta de 2, 4 e 8 horas. Os tempos de coleta foram
determinados levando em consideracdo que longas aplicagbes de protetores
solares na pele, acima de 12 horas, nao sao comuns (FERNANDEZ et al.,
2000; WEISS, 2007). A quantidade de hidrogel depositada nos compartimentos
doadores ao inicio do experimento foi padronizada em 6,5 mg/cm?. A tabela 7
apresenta as concentragdes de benzofenona-3 determinadas em cada

compartimento da pele, doador e meio receptor das células de Franz.

De uma forma geral, os ensaios de penetragao in vitro realizados com a
formulagdo contendo nanocapsulas revestidas por quitosana (HEC-NC-Q-B3)
apresentaram menores desvios padrées, em comparagdo com a formulacio
contendo nanocapsulas nao revestidas (HEC-NC-B3) e com a benzofenona-3
livre (HEC-B3) o que pode ser compreendido pela excelente capacidade da
quitosana em formar filmes homogéneos (AGNIHOTRI et al., 2004; RINAUDO,
2006). Neste caso, o filme homogéneo formado pelas nanocapsulas revestidas
por quitosana sobre a pele, permitiu também uma liberagdo homogénea de

benzofenona-3 ao longo da membrana.

A formulagdo HEC-NC-Q-B3 apresentou uma concentracdo de
benzofenona-3 aproximadamente 2 vezes maior nos tempos 4 e 8 h, e cerca
de 3 vezes maior no tempo 2 h no estrato cérneo das membranas, quando
comparada a HEC-B3 (Figura 11). Ja com relagdo ao HEC-NC-B3 houve um
aumento de 150 % na concentracdo do filtro solar, quando comparada a
concentragdo de benzofenona-3 oriunda de HEC-B3. Pode-se observar que,
além do nanoencapsulamento, o revestimento de quitosana sobre as
nanocapsulas foi de fundamental importancia para a permanéncia prolongada

da benzofenona-3 no estrato cérneo, podendo-se concluir que a chave para o
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aumento no tempo de permanéncia deste filtro solar no estrato corneo pode

estar relacionado com a superficie modificada das nanocapsulas.

Tabela 7. Concentragbes de benzofenona-3 em cada tempo de coleta, nos
diferentes compartimentos da pele.

Concentragcao de benzofenona-3 (ug/cm?)

Compartimento HEC-B3 ¢ HEC-NC-B3®  HEC-NC-Q-B3°
2h 6,452+2,16 7,545 + 4,64 8,449 + 1,07
Doador 4h 6,899 + 4,31 7,817 + 5,61 7,999 + 1,95
8h 4,931+216 7,285 + 4,91 5,907 + 2,87
2h 0,665 +£0,13 1,283 + 0,24 1,836 + 0,25
Estrato cérneo 4h 0,894 +0,75 1,465 + 1,98 1,471 + 0,30
8h 0,711 +0,56 1,095 + 1,37 1,312 + 0,23
2h 0,727 £0,35 2,200 +£0,35 1,548 + 0,35
Epiderme viavel 4h 1,398 +0,63 1,955 + 0,42 1,639 + 0,35
8h 0,915+0,39 2,240 +1,20 1,758 + 0,35
2h 1,902 +£0,71 2,789 +0,71 1,550 + 0,71
Derme 4h 2,297 +1,13 3,592 + 0,60 1,843 + 0,71
8h 2,709 +0,37 3,759 + 0,96 2,208 + 0,71
2h 0,553 £0,07 0,688 + 0,07 0,338 + 0,07
Receptor 4h 0,916+0,28 0,525 +0,19 0,348 + 0,07
8h 1,069 +0,30 0,637 £ 0,39 0,464 + 0,07

@ HEC-B3: hidrogel contendo benzofenona-3 livre; ® HEC-NC-B3: hidrogel com nanocapsulas
ndo revestidas contendo benzofenona-3; © HEC-NC-Q-B3: hidrogel com nanocéapsulas
revestidas por quitosana contendo benzofenona-3.

O mecanismo de interacdo da quitosana com a pele, pode ser atribuido

a mucoadesividade e/ou interagdo eletrostatica com a pele negativamente
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carregada, da mesma forma como ja proposto para a interagdo entre este
polissacarideo e o epitélio ocular (CALVO et al., 1997b; DE CAMPOS et al.,
2001; DE CAMPOQOS et al., 2003).

Por sua vez, o mecanismo de agado das nanocapsulas esta relacionado a
area especifica elevada destes carreadores, uma vez que o reduzido tamanho
das particulas garante um contato muito préximo com o estrato cérneo
(JENNING et al., 2000; ALVAREZ-ROMAN et al., 2004). Estes resultados vao
ao encontro do estudo realizado por Weiss (2007) utilizando nanocapsulas
poliméricas contendo MCO, que apés 3 h de ensaio em células de Franz
observou que grande parte da dose aplicada do filtro solar estava presente nas
camadas mais superficiais da pele (doador e estrato corneo). Apds 6 h de
experimento, a quantidade de filtro solar nas camadas viaveis aumentou. A
quantidade detectada no compartimento doador foi menor entre 3 h e 6 h,
enquanto no estrato corneo houve aumento na concentracido de

metoxicinamato de octila.

A técnica do tape stripping permitiu identificar que a benzofenona-3
estava localizada na camada mais superficial do estrato cérneo (relativo as 3
primeiras fitas adesivas) representadas nas figura 12 por T2, ja que a primeira

fita (T1) corresponde ao compartimento doador.

Na epiderme viavel houve uma diferenga significativa (P<0,05) entre as
formulagcbes HEC-NC-B3 e HEC-B3 no tempo de 2 h, indicando uma
quantidade de benzofenona-3 cerca de 3 vezes maior oriunda da formulacéo
contendo nanocapsulas em relagdo a formulagdo contendo benzofenona-3
livre, como pode ser visualizado na figura 11. No tempo 8 h observa-se a
presenca de benzofenona-3 em maior quantidade na epiderme viavel quando
esta se origina de HEC-NC-B3 e HEC-NC-Q-B3, refor¢ando a idéia de que o
nanoencapsulamento é fundamental para a permanéncia prolongada da
benzofenona-3 na epiderme. Uma formulagdo contendo um filtro solar requer
que o ativo penetre pouco profundamente e permanecga localizado préximo a

superficie da pele por um periodo prolongado (KURUL et al., 2001).
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Entretanto, de acordo com a literatura (GUPTA et al., 1999), isto ndo é
observado quando a benzofenona-3 é veiculada na forma livre, mesmo em
diferentes tipos de bases semi-solidas. A quantidade de benzofenona-3 foi
cerca de 3 vezes menor no estrato corneo quando comparada com MCO, em
todos os tempos de coleta (1, 2, 6 e 10 horas), incorporadas em formulagdes
hidroalcodlica ou de adipato de diisopropila. Além disso, as quantidades
penetradas (derme e receptor) aumentaram lentamente com o passar do
tempo, sendo que a concentragdao de benzofenona-3 foi maior que a de
metoxicinamato de octila. A quantidade de cada filtro solar no meio receptor foi
menor que 1 % da dose aplicada, com excegao da benzofenona-3 oriunda do

veiculo hidroalcodlico, que foi detectada em cerca de 85 %.
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Figura 11. Quantidade de benzofenona-3 retida (ug/cm?). Por tempo de analise,
em cada compartimento da pele, a partir das formulacées HEC-B3, HEC-NC-
B3 e HEC-NC-Q-B3.

73



Resultados e Discussao

Na derme, houve uma reducdo na concentracdo de benzofenona-3
oriunda de HEC-NC-Q-B3, quando comparada a HEC-NC-B3, representando
cerca de 2 vezes menos a quantidade do filtro solar. A concentracdo de
benzofenona-3 também foi reduzida em 1,2 vezes quando detectada a partir de
HEC-NC-Q-B3 em comparagédo a HEC-B3. Entretanto, pode-se notar uma
maior penetracao do filtro solar a partir de HEC-NC-B3 na derme em relagao as

outras formulagdes (Figura 11).

Da mesma forma, foi observada uma redugao significativa (P<0,05) no
conteudo de benzofenona-3 no meio receptor das células de Franz a partir de
HEC-NC-Q-B3, quando comparada com as demais formulagdes em todos os
tempos de coleta (Figura 11). Verifica-se novamente que as nanocapsulas
revestidas com quitosana foram eficazes em manter a benzofenona-3 por mais
tempo na superficie da pele, reduzindo assim a sua chegada as camadas mais
profundas. E importante que haja o controle de chegada de filtros solares a
corrente circulatéria, uma vez que a benzofenona-3 é detectada nos demais
orgaos do corpo como figado, pulmdes, coragao e rins, e até mesmo na urina,
como ja descrito na literatura (OKEREKE et al., 1993; GONZALEZ, et al.,
2006).
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Figura 12. Distribuigdo da benzofenona-3 retida no estrato corneo (pg/cm?), por
tempo de analise, a partir de HEC-B3, HEC-NC-B3 e HEC-NC-Q-B3, através
da técnica do tape stripping.
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Conclusoes

Foi possivel obter nanocapsulas de poli(e-caprolactona) contendo
benzofenona-3 revestidas ou ndao com quitosana. As nanocapsulas sem
revestimento com parede polimérica composta apenas por poli(e-caprolactona)
apresentaram carga de superficie negativa. As nanocapsulas com revestimento
de quitosana sobre a parede de poli(e-caprolactona) apresentaram carga de

superficie positiva.

Observou-se que os didametros médios das nanocapsulas revestidas e
nao revestidas com quitosana foram influenciadas pelo uso de diferentes
tensoativos, Span 60° e Epikuron 170° (Span 60® - NS-S: 234 nm; NC-S-B3:
260 nm; NC-S-Q-B3: 295 nm. Epikuron 170® - NC-E: 174 nm; NC-E-B3: 175
nm; NC-E-Q-B3: 202 nm), pelo revestimento com quitosana (NC-S-B3: 260 nm;
NC-S-Q-B3: 295 nm; NC-E-B3: 175 nm; NC-E-Q-B3: 202 nm) e pela adigdo de
benzofenona-3 (NS-S: 234 nm; NC-S-B3: 260 nm; NC-E: 174 nm; NC-E-B3:
175 nm).

Andlises em Turbiscan LAb® demonstraram uma tendéncia a
coalescéncia para as suspensdes de nanocapsulas preparadas com Span 60°®

e revestidas com quitosana.

As suspensdes de nanocapsulas preparadas com o tensoativo Epikuron
170® apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas e permaneceram
estaveis num periodo de 30 dias, e por isso, foram utilizadas nos estudos

subsequentes.

A adicao das suspensodes de nanocapsulas revestidas e nio revestidas,
em total substituicdo a agua, na preparacdo dos hidrogéis de Natrosol® nao
modificou o comportamento pseudoplastico originalmente conferido a este
polimero. Foi possivel detectar a presenga das nanocapsulas nos hidrogéis,
bem como a influéncia das cargas de superficie das mesmas sobre os

hidrogéis.

As analises dos hidrogéis em Turbiscan LAb® ndo mostraram tendéncia

a nenhum tipo de instabilidade.
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Os ensaios de penetracao cutanea através de células de Franz indicam
que as nanocapsulas revestidas com quitosana aumentam o tempo de
permanéncia da benzofenona-3 sobre a superficie da pele e reduzem sua
concentragdo nas camadas viaveis, bem como no meio receptor. Isto indica
que as nanocapsulas revestidas por quitosana sao sistemas promissores para
aplicagao cutanea da benzofenona-3, podendo ser também carreadores
adequados para a veiculagao de substancias cosméticas destinadas a atuarem

nas camadas mais superficiais da pele.
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Anexo 1

Validacdo do método analitico para doseamento da benzofenona-3 nas

nanocapsulas

A validagéo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003).

1.1. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003). A linearidade pode
ser avaliada pela inspecéo visual dos sinais plotados em fungédo da concentragado do
analito. Se ha uma relacao linear, os resultados devem ser avaliados por métodos
estatisticos adequados, como por exemplo, o célculo de regressao linear pelo
método dos minimos quadrados, e determinacao do coeficiente de correlagcao (ICH,
1996). No intervalo de 0,1 yg/mL a 40 pg/mL a quantificagdo da benzofenona-3 foi
linear, apresentando um coeficiente de correlacédo superior a 0,99, a interse¢cao com
o eixo Y foi igual a -13834 e um coeficiente angular de 70966, estando de acordo
com as normas que regem os guias de validagao vigentes (ICH, 1996; BRASIL,
2003) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Representacao grafica da curva média da benzofenona-3, quantificada
por CLAE (n = 3, para cada ponto da curva).

O valor de F (70857,12) da ANOVA da regressao foi maior que o F tabelado
(4,41) para P < 0,05, indicando a existéncia de regresséao linear entre as variaveis

relacionadas (Tabela 1.2).

Tabela 1. 2. Calculo de ANOVA para analise da linearidade do método analitico
de quantificacdo da benzofenona-3 em nanocépsulas

Fontes de variacao GL SQ Variancia F calc F tab
Entre 8 2,57E+13 3,22E+12 5391,01 2,51
Regresséao linear 1 2,57E+13 2,57E+13 70857,12 4,41
Desvio linearidade 7 2542855156  363265022,2 0,61 2,58
Dentro 18 10743905534  596883640,8

Total 26
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1.2. Precisao

Para um método analitico, a precisdo é a avaliagdo da proximidade dos
resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma
mesma amostra (BRASIL, 2003). Para este trabalho, foram considerados dois niveis
da precisao: repetibilidade (precisao intra-corrida), que € a concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentacao; e precisao intermediaria (precisado inter-corridas), que representa a
concordancia entre os resultados obtidos em dias diferentes de analise. A precisao
pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variagao
(CV%) (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

Neste caso, o CV inter-dia foi inferior a 1 % (Tabela 1.3), apresentando-se de
acordo com a regulamentagao dos 6rgaos oficiais que determinam um limite maximo
igual a 5 % (ICH, 1996; BRASIL, 2003).

Tabela 1.3. Avaliacdo precisdo do método analitico de doseamento da
benzofenona-3 em nanocapsulas através da andlise dos coeficientes de
variacao intra e inter-dia (n = 6)

20 pg/mL de benzofenona-3

Dia

CV %
1 0,65
2 0,73
3 0,57
Inter-dia 0,07
1.3. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003). As
amostras de NC foram contaminadas com benzofenona-3, resultando nas

concentragbes finais de 2, 10 e 30 pg/mL. Os valores recuperados de
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benzonfenona-3 a partir das solugdes-amostra estdo de acordo com os percentuais
permitidos (ICH, 1996) (Tabela 1.4).

Tabela 1.4. Avaliacdo da exatiddo do método analitico de doseamento da
benzofenona-3 em nanocapsulas (n =9)

Concentragao de .
Conc. £ DP Exatidao (%)
benzofenona-3 (ug/mL)
2,02 £ 0,05
2 101,30
(101,30 %)
9,75+ 0,19
10 97,55
(97,55 %)
28,90 £ 0,16
30 96,36
(96,36 %)

1.4. Especificidade

A especificidade € a capacidade que o método possui de medir exatamente
um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos

de degradagao e componentes da matriz (BRASIL, 2003).

Como pode ser visualizado na figura 1.2, os cromatogramas mostram que o
método é especifico para a quantificacdo de benzofenona-3 em suspensdes de
nanocapsulas, ndo observando interferéncia dos demais componentes da

formulacgao.
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Figura

benzofenona-3 (A) e das nanocapsulas com benzofenona-3 (B).

1.2. Cromatogramas obtidos na deteccdo das nanocapsulas sem

Uma vez que os parametros usados para validacdo do método analitico para

quantificacdo da benzofenona-3 em suspensdes de nanocapsulas encontram-se de

acordo com as normas oficiais, 0 método em questao foi considerado linear, preciso,

exato e especifico, sendo confiavel para determinacdo da benzofenona-3 nas

amostras de nanocapsulas.
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Validagdo do método analitico de extracdo da benzofenona-3 das

nanocapsulas incorporadas no hidrogel
2.1. Precisao

O CV inter-dia foi inferior a 5 % (Tabela 1.3), apresentando-se de acordo com
a regulamentacao dos 6rgaos oficiais que determinam um limite maximo igual a 5 %
(ICH, 1996; BRASIL, 2003).

Tabela 2.1. Avaliacdo precisdo do método de extracdo da benzofenona-3 em
nanocapsulas incorporadas nos hidrogéis, através da analise dos coeficientes
de variacao intra e inter-dia (n = 6)

20 pg/mL de benzofenona-3

Dia

CV %
1 3,54
2 4,34
3 4,05
Inter-dia 4,39
2.2. Exatidao

Os extratos dos hidrogéis foram contaminados com benzofenona-3 e os

valores recuperados a partir das solu¢gdes-amostra foram de 92,1 %.

2.3. Especificidade

Como pode ser visualizado na figura 2.1, ndo observa-se nenhuma
interferéncia dos demais componentes da formulagao do hidrogel, indicando que o m

étodo é especifico.
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Cromatrogramas obtidos na quantificagdo dos hidrogéis sem

benzofenona-3 (A) e com nanocapsulas contendo benzofenona-3 (B).
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Validagdo do método analitico de doseamento da benzofenona-3 na pele, meio
receptor das células de Franz e tape stripping

3.1. Linearidade

O método foi considerado linear no intervalo entre 0,1 ug/mL a 20 pg/mL,
apresentando coeficientes de correlagcdo maiores que 0,99, intersecao com o eixo y
igual a 78680 e coeficiente angular de -6408,3, confirmando a linearidade entre as
concentragdes de benzofenona-3 e as areas dos picos.
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1200000 -
1000000 -
800000 -
600000 -

400000 -

Area do pico da benzofenona-3

200000 -

0

0 5 10 15 20 25

Concentracédo de benzofenona-3 (ug/mL)

Figura 3.1. Representacéo grafica da curva média da benzofenona-3, quantificada

por CLAE (n = 3, para cada ponto da curva).

A linearidade foi também avaliada através da ANOVA, onde o F calculado
(17295,46) foi maior que o F tabelado (4,6) indicando que ha regressao linear, sem

desvio da linearidade, como pode ser visualizado na tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Calculo de ANOVA para analise da linearidade do método analitico
de quantificacdo da benzofenona-3 em nanocapsulas

Fontes de variagdo GL SQ Variancia F calc F tab
Entre 6  5,89534E+12 9,82E+11 2882,88 2,85
Regressao linear 1 5,89473E+12 5,89E+12 1729547 4,6
Desvio linearidade O 6144489534  122889790,7 0,36 2,96
Dentro 14 4771548822  340824915,8

Total 20

3.2. Exatid&o

A avaliacdo da exatiddo do método analitico para quantificacdo da
benzofenona-3 na pele foi realizada através da contaminacdo do extrato de pele
com solucdes de benzofenona-3. Os resultados indicam que o método é exato, visto
que a percentagem de recuperagao da benzofenona-3 encontra-se de acordo com
as normas preconizadas pelos cédigos oficiais (ICH, 1996; BRASIL, 2003) (Tabela
3.1).

Tabela 3.1. Avaliagcdo da exatiddo do método analitico de doseamento da
benzofenona-3 (n = 9)

Concentracao de .
Conc. £ DP Exatidao (%)
benzofenona-3 (nug/mL)
0,5 0,55+ 0,02 109,35
5 4,91+ 0,06 98,26
10 9,58 + 0,05 95,82

3.3. Especificidade

Como pode ser visualizado na figura 3.2, os cromatogramas indicam que o
método é especifico para a quantificacdo de benzofenona-3 em suspensdes de
nanocapsulas. Nenhuma interferéncia dos demais componentes da formulacéo é

observada.
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Figura 3.2. Cromatogramas obtidos na detecgdo da epiderme (A), derme (B), fita
adesiva e estrato cérneo (C) e benzofenona-3 (D).
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