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RESUMO

O espalhamento multiplo de luz em temperatura variada (EML-TV) foi proposto como
um método inovador para determinar as variaveis termodindmicas de dispersoes
coloidais. Um processo de floculagdo de particulas de sistemas submicromeétricos,
como nanocapsulas foi estudado. Paralelamente, como objetivo complementar
verificou-se a capacidade de deformacdo de nanocapsulas (NC) comparadas com
nanocapsulas de nucleo lipidico (NCL). As suspensdes foram preparadas de acordo
com a presenca (combinada ou ndo) ou auséncia dos tensoativos: fosfatidilcolina (F) e
monoestearato de sorbitano (MS). Para fins comparativos, nanoemulsdes foram
preparadas para evidenciar o efeito do polimero na estabilidade do sistema. As
formulagGes foram denominadas NCLg, NCLo, NCr e NCy e NELf, NEL,, NEf e NE,,
apresentando distribuicbes de tamanho estreita e nanométrica. O método EML-TV
baseou-se no acompanhamento do retroespalhamento de luz, backscattering (BS),
durante um gradiente de temperatura (T) de 23 °C a 56 °C (0,6 °C/min). Os sinais de
BS na T inicial, BS;, e nas T subseqiientes, BS,, foram utilizados para a obtencéo das
constantes de equilibrio K=(BS,/BS;) do processo. Os valores de AH% (J mol™) e
AS°mec (3 mol™ K™) foram calculados através da relacdo de van't Hoff. Um desenho
fatorial 2° para os valores de AH®;,. mostrou que a presenca de fosfatidilcolina leva a
desestabilizacdo do sistema, enquanto o polimero conduz a sua estabilizagcdo. A
classificacdo de estabilidade obtida pelo ordenamento dos valores de AH%,. foi a
mesma que a obtida em andlise de estabilidade fisica a longo prazo. Em concluséo,
através dos valores AH%;q., 0 novo método pode ser utilizado para comparar
rapidamente a estabilidade fisica relativa entre sistemas coloidais. Para os estudos de
deformagdo das particulas foram escolhidas as formulagbes NCL, e NC,. Os
resultados das medidas de forga, realizadas por microscopia de forga atomica,
indicaram que a presenca de MS no nucleo das particulas aumenta a rigidez do
sistema.

Palavras-chaves: estabilidade, termodindmica, nanocépsulas, deformacéo.






Variable temperature multiple light scattering: an innovative method to determining
the thermodynamic parameters of colloidal dispersions
ABSTRACT

The multiple light scattering at varied temperature (EML-TV) was proposed as a novel
method to determine the thermodynamic variables of colloidal dispersions. A
flocculation process of submicron particle systems, such as nanocapsules, was studied.
In addition, it was intended to verify the capacity of deformation of nanocapsules (NC)
compared with lipid-core nanocapsules (LNC). The suspensions were prepared in
accordance with the presence (combined or not) or absence of the surfactants:
phosphatidylcholine (PC) and sorbitan monostearate (SM). For comparative purposes,
nanoemulsions were prepared to identify the polymer effect on the system stability.
The formulations were called LNCpc, LNCy, NCpc and NC, and LNEpc, LNEy, NEpc
and NEg, with narrow size distributions and nanoscale. The method EML-TV was
based on monitoring the backscattering (BS) during a temperature gradient (T) of 23
°C to 56 °C (0.6 °C / min). The signs of BS in the initial T, BS;, and in the subsequent
T, BS,, were used to obtain the equilibrium constants K = (BS,, / BS;) of the process.
The values of AH e (3 mol™) and AS®mece (3 mol™ K™) were calculated by the van't
Hoff ratio. A 2° factorial design for the values of AH,.. showed that the presence of
phosphatidylcholine leads to destabilization of the system, while the polymer leading
to its stabilization. The stability range obtained by ordering the values of AH%,c Was
the same as that obtained in the analysis of long-term physical stability. In conclusion,
through the values AH®o, the new method can be used to quickly compare the
relative physical stability of colloidal systems. For the studies of particle deformation,
the formulations LNCO and NCO were chosen. The results of force measurements,
carried out by atomic force microscopy, indicated that the presence of SM in the core
of the particles increases the rigidity of the system.

Keywords: stability, thermodynamic, nanocapsules, deformation.






Xi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. llustragdo dos mecanismos de estabilizagdo estérea e eletrostética........... 16

Figura 2. Variacdo da energia potencial em funcdo da distancia entre as

PAIMTTCUIAS. ...ttt ettt bbb se e en e e 17
Figura 3. llustracdo dos fendmenos de instabilidade fisica.............c.cccevvviiiiiinnnn. 20
Figura 4. Imagem de uma curva de fOrga..........covrviiiiiiiinic e 48

Figura 5. Distribuicdo de tamanho (volume %) (difracdo de laser) para as
formulagGes de NCL, NC, NEL € NE.........cccoviiiiiiieie e 53
Figura 6. Distribuicdo de didmetro (espectroscopia de correlacdo de fétons) em
intensidade (%), nimero (%) e volume (%) para as formulagdes de NCL e NC....... 58

Figura 7. Distribuicdo de didmetro (espectroscopia de correlacdo de fotons) em

intensidade (%), nimero (%) e volume (%) para as formulagdes de NEL e NE....... 59
Figura 8. CUrvas de DSC.........coouiiiiieiiie et 66
Figura 9. Perfis de ABS para as formulagdes de NCL, NC, NEL e NE.................... 68

Figura 10. Gréafico da modificacdo dos valores de didmetro médio aparente de
particula com 0 aUMENTO TE T....cuiiiiiiie it 71
Figura 11. Esquema do processo de reducdo de numero de particulas/gotas pelo
AUMENTO T8 Tttt et ettt et et e bbb b et bt bt ettt ene e 72

Figura 12. Diagramas de van’t Hoff para as formulagdes de NCL, NC, NEL e

N E e e e e e et e e e nr e e ae e aree s 74
Figura 13. Diagrama de van’t Hoff obtidos com 0 aumento e reducdo de T............ 77
Figura 14. Graficos de AGgo. €M fUNCE0 dE T..oovveeeieiiiie e 78
Figura 15. Histograma dos valores de AH®%,. para as formulagdes de NCL, NC,

NEL € NE. .. oo e bbb e e e st snb e et en s 79
Figura 16. Gréfico de Pareto do delineamento fatorial 2° dos dados obtidos pelo

MELOAO EML-TV ettt sttt sttt e ne et nna e 82
Figura 17. Gréfico dos residuos dos resultados do delineamento fatorial 2°.......... 84

Figura 18. llustragdo das bandas de densidade para nanoesferas, nanodisperséo,

[ipOSSOMAS € A0S MAICAAOIES. ... ....eiveiiie et ettt e 89



Xii

Figura 19. llustracdo das bandas de densidade, formadas in situ durante
centrifugacgdo isopinica, para formulacdes de NCL, NC, NEL e NE..........cccccoenee 89
Figura 20. Gréaficos mostrando a variagdo nos valores de tamanho médio em
fUNGEO dO tEMPO (90 TIAS)....eeeeeeeiee ettt e 91
Figura 21. Graficos da variacédo do perfil de distribuigdo de tamanho (volume %)
antes e ap0s 5 meses de armazenamento das formulagdes de NCL, NC, NEL e

N E ettt et r e be et are e e ae e anee s 93
Figura 22. Fotografia das formulagdes de nanocapsulas apos 5 meses de preparo. 94
Figura 23. Perfis de BS (%) versus tempo (90 dias) obtidos para as formulacGes

de NCL, NC, NEL € NE.... .ottt sttt st se s e enessresne e 96
Figura 24. Graficos mostrando a variagdo dos valores de pH e % de MCO em
TUNGED A0 TBIMPO. ..ttt et eb e 98
Figura 25. Fluxograma com os resultados de estabilidade fisica obtidos por
difracdo de laser, observacdo macroscopica e espalhamento multiplo de luz em
ANAIISES @ 1ONQGO PrAZO0.....cveiieiiiries ettt bbb e 99
Figura 26. Fluxograma com a comparagdo de ordem de classificacdo de
estabilidade fisica das formulagdes obtidos pelo método EML-TV e pela a anélise

de estabilidade @ l0Ng0 PrazZo.........ccouriiiiiir i e 100
Figura 27. llustracdo do perfil de rigidez esperado para as formulagbes NCL, e
NCo durante analise POr AFM... ..ot e 103
Figura 28. Imagens de topografia e de fase obtidas por AFM no modo tapping
para a formulacdo NC, em diferentes diluicbes mostrando a presenca de
polissorbato 80 entre e ao redor das particulas...........cccevevricieieninei e 104
Figura 29. Imagens de topografia obtidas por AFM no modo tapping para as
FOrmulagOES NCLp € NCo..uiiiuiiiiie ittt et sttt sre et e e sre e e ere e een s 105
Figura 30. Imagem fornecida pelo tratamento matemético dos dados de forga
obtidos pela andlise de Force Volume mostrando o grau de rigidez das
formulaghes de NCLp € NCo....uiiiiiiiiieiieie ettt sree e eree s 106
Figura 31. Gréafico de contorno obtido no delineamento fatorial 2°......................... 131

Figura 32. Grafico de contorno (fatorial 2%) para nanocapsulas..............cc.coe.vvee.es 131



Xiii

Figura 33. Grafico de contorno obtido no delineamento fatorial 2° para

NANOEIMIUISOES. ... . e e et et e et e et ettt et et e et e e e e eeeeeeeee e eeeeeeeeenenees 131






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Descrigcdo quali-quantitativa das formulagGes de NCL, NC, NEL e NE...
Tabela 2. Delineamento fatorial...........cocooouiiiiiiiiiic e
Tabela 3. Descricdo quali-quantitativa das formulacbes de nanoesferas,
nanodispersdo e lipossomas, preparadas para comparacdo nos estudos de
(0 [=] ST = T [OOSR
Tabela 4. Valores de tamanho médio e SPAN para as formulagdes de NCL, NC,
NEL € NE. .. oo e bbb e e e st snb e et en s
Tabela 5. Valores de didmetro médio, PDI e potencial zeta para as formulacdes de
NCL, NC, NEL € NE .. ettt e
Tabela 6. Valores de tensdo superficial e viscosidade das fases orgénicas das
formulagGes de NCL, NC, NEL € NE.........cccoviiiiiiieie e
Tabela 7. VValores de N e &rea total das formulagdes de NCL, NC, NEL e NE.........
Tabela 8. Temperaturas de fusdo (T,) e cristalizacdo (T.) e entalpias de fusdo
(AHp,) e cristalizagdo (AH.) obtidas por analise de DSC..........cccccoiviiieiiniiincice
Tabela 9. indices de refracdo em diferentes T determinados para TCC e fase
10 (10T OSSO SPSP
Tabela 10. Valores de AH%,. € AS®, € faixas de T utilizadas nos diagramas de
VAN T HOTT ..o et sttt et
Tabela 11. Valores dos efeitos dos fatores (parede polimérica, monoestearato de

sorbitano e fosfatidilcolina) sobre 0S valores de

Tabela 12. Valores experimentais obtidos pelo método EML-TV e valores
previstos pelas equacdes de regressao dos modelos fatoriais............ccoeveeeieiiienennn,
Tabela 13. Valores de SPAN verificados durante um periodo de 90 dias para as
formulagGes de NCL, NC, NEL € NE.........cccoviiiiiiieie e

Tabela 14. Densidades (g cm™) das formulagdes..........c..covveveeerreeveceseeeeeeseerssniens

XV

37

45

54

56

61
63

67

71

76

83

87






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PCL.: poli(epsilon-caprolactona)

MCO: metoxicinamato de octila

TCC: triglicerideos dos acidos caprico e caprilico

MS: monoestearato de sorbitano

F: fosfatidilcolina

BS: backscattering (retroespalhamento de luz)

AGyc: variagéo da energia-livre de floculagdo.

AH % variagdes da entalpia de floculagcdo em condic¢des padréo
AS %, variagOes da entropia de floculacdo em condicbes padréo
T: temperatura

K: constante de equilibrio

R: constante universal dos gases

NCL: nanocépsulas de nucleo lipidico

NCL,: nanocapsulas de nucleo lipidico sem fosfatidilcolina
NCLEg: nanocépsulas de nucleo lipidico com fosfatidilcolina
NC: nanocapsulas

NCy: nanocépsulas sem fosfatidilcolina

NCk: nanocépsulas com fosfatidilcolina

NEL: nanoemulsé&o lipidica

NEL,: nanoemulsdo lipidica sem fosfatidilcolina

NELE: nanoemulséo lipidica com fosfatidilcolina

NE: nanoemulsdes

NE,: nanoemulsdo sem fosfatidilcolina

NEEg: nanoemulsdo com fosfatidilcolina

SPAN: polidispersdo

PDI: indice de polidisperséo

N: nGmero de particulas por cm®

EML-TV: espalhamento multiplo de luz em temperatura variada

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

XVii



AFM: microscopia de forga atbmica
ANOVA: andlise de variancia

P: valor de significancia

o= nivel de significancia

R?: coeficiente de determinagéo

r: coeficiente de correlagdo

DSC: calorimetria exploratdria diferencial
Tn: temperatura de fuséo

T,: temperatura de cristalizagéo,

Ty: temperatura de transicao vitrea.
AH,,: entalpia de fuséo

AH_: entalpia de cristalizacéo

EHL: equilibrio hidréfilo-lipofilo

xviii



XiX

SUMARIO
1. INTRODUGAO. ... ...t e e e e, 01
2. OBJETIVOS . .. e e e e 07
3. REVISAO DE LITERATURA. ......ouiiiiit e e, 11
3.1 DiSPersdes COIOTUAIS. .......ccueeiiiriitirieeire et s 13
3.2 Estabilidade Fisica de dispersdes coloidais...........ccooeevrieiniieneiicnininnens 15
33 Métodos de determinagdo da estabilidade fisica..........ccocevriiiineninns 19
3.4 Metoxicinamato de OCHIlA...........covereiiie i 21
35 Pardmetros termodinamicos de sistemas diSPersos..........cceevevereevrereeneen. 23
3.6 Diagramas de van t HOff......... ..o, 25
3.7 Deformacéo de nanocapsulas. ... ......o.vveuieiii i e e 26
4, MATERIAIS EMETODOS......ciuiiiitiiicee e e et e 31
4.1 IMIBEETTAIS. ...ttt ettt et e 33
411 Materias-primas € MAterialS...........cooverieririer et e 33
4.1.2 Aparelnos e equIPAMENTOS. .......coviiiiiie et e 34
4.2 IMBLOOS. .. ..t ettt e e bttt e 36
421 Preparacédo das dispersdes Coloidais........ccceveierieiiinieiine e 36
4.2.2 Distribuicdo de tamanho, tamanho médio e polidispersao.............c......... 37
4.2.3 Diémetro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta....................... 38
4.2.4 Medidas de tensdo SUPerfiCial..........c.oooiieiieiiiieiec e 39
4.2.5 Medidas de ViSCOSIAAAR. ...........ooveriririirieieeiee e 39
4.2.6 TUIDIAIMELIIA. ... e 39
4.2.7 Calorimetria exploratoria diferencial............coccooeveiiiiiininiieiiicecns 41
4.2.8 Anélises de Espalhamento Multiplo de Luz...........ccccoeiiiiiiiicinciinnn, 41
4.2.8.1  PerfisS de BS......ooooiii s 42
4.2.8.2  MEIOUO EML-TV ..ottt st 42
4.2.8.2.1 Determinacdo de parametros termodindmiCOS. .........covvrerirerieeeeriniiennns 42
4.2.9 INAiCe e IEfFACAD........cveveeveee ettt 43

4210 Delineamento fatorial........oooooiiiiiii oo et eee e e e e eeeens 43



5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.6.1
5.6.2
5.6.2.1
5.6.2.11
5.6.2.1.2
processo.
5.6.2.1.3
processo.
5.7

5.8

5.9

591
5.9.2

XX

EsStudos de denSidade. ..........eee et 44

Estudos de estabilidade fisica em tempo real e validagdo do método

.................................................................................................................... 45
Anélise de estabilidade qUIMICA...........cccoeiiiiiiiii e, 46
MELOdO ANAITITICO. ..ot 46
Medidas A& PH.....cc.oiiiiie e 46
Estabilidade qUIMICA...........ooiiiiiiiee e 46
Capacidade de deformacao das particulas..........ccccceveervereiiiesieneiieennnn, 46
Fundamentacéo tedrica das medidas de AFM.........cccccoceeveiinieinciieennnn, 48
ANALISE BSTALISTICA. ...ve et 50
RESULTADOS E DISCUSSOES.........cooiiiiiieieeeeeesee e 51
Preparacdo das dispersdes Coloidais...........cceeververeiieieenesieseeesee e 53
Didmetro médio, indice de polidispersédo (PDI) e potencial zeta............. 55
Medidas de tenséo superficial e de viscosidade...........ccocevvvrvrnneiinannnnn. 60
Concentracdo de particulas/goticulas e area total............ccccceveverennenn. 63
Calorimetria Exploratoria Diferencial..............ccoooviiiiiineiiiie e 64
Anélises de espalhamento multiplo de luz...........ccccooeiiiiiiiic i, 68
PerfiS e BS.... .o e 68
MELOAO EML-TV .ot s 69
Determinacéo de parametros termodindmicCos.........cccceecervvviriiiiesnie e 72

Determinacéo de parametros termodinédmicos: diagramas de van’t Hoff 72

Determinagdo de parametros termodinamicos: reversibilidade do

.................................................................................................................... 76
Determinagdo de parédmetros termodindmicos: espontaneidade do

.................................................................................................................... 7
Experimento de delineamento fatorial..............ccccooiiiiiiiniiiinee, 82
Estudos de densidade...........cueieuiieiiriiiee e 87
Validagdo do método EML-TV....ccoiiiiiiiii e 90
DifraG8o e TaSEI ... ..o 91

ODSErvagio MAaCIOSCOPICA. ... c..uruerreeeeeriereerie sttt 94



5.9.3
5.94
5.95
5.10
5.11

XXI

Espalhamento maltiplo de TUzZ..........cccoooeiiiiiiii e 95
Estudos de estabilidade qUIMICa.........cccoieriiiiriiiere e 97
Classificag8o das formulagdes..........ccervririeiiiiiniecire e, 99
Estudo da deformag&o das NnanoCapSulas............cceevrirvcieneninesine e 101
Relacéo entre estabilidade fisica e rigidez das nanocapsulas.................... 107
CONCLUSOES.......octieieieeinee e 109
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cocovooiviveeeereeseeeeees v 113
ANEXOS. . e e 127






1. INTRODUCAO






LUANA A. FIEL 1. Introducdo 3

As nanoparticulas tém sido amplamente estudadas como sistemas de transporte
devido ao seu potencial de direcionar e controlar a liberacdo de substancias
(BRIGGER e col., 2002; SCHAFFAZICK e col., 2003). O termo nanoparticula inclui
nanoesferas e nanocépsulas (NC), que diferem uma da outra de acordo com sua
composicgdo e organizagdo estrutural. NC s&o compostas por um nucleo oleoso rodeado
por uma parede polimérica (JAGER e col., 2007; POLETTO e col., 2008a) e
nanoesferas sdo sistemas matriciais estabilizados por tensoativos (POHLMANN e col.,
2007). Alem disso, nanoemulsdes (NE) sdo geralmente utilizadas para veicular
farmacos lipofilicos e como dispositivo comparativo com NC, por omitir o polimero
durante a preparacéo das formulagdes (TEIXEIRA e col., 2002; CRUZ e col., 2006).
Entretanto, sistemas poliméricos mostram-se mais vantajosos no que se refere a
estabilidade fisica final da formulacdo (CALVO e col., 1996; SANTOS-
MAGALHAES e col., 2000) e protecdo do principio ativo contra sua degradacio
(SCHAFFAZICK e col., 2007).

Dispersdes coloidais submicrométricas, cujo tamanho médio pode variar entre
10 e 1000 nm, tém sido propostas como alternativa para aumentar a penetragdo de
substéncias na pele devido a sua forte interacdo com a superficie cutanea (SHIM e col.,
2004; ALVAREZ-ROMAN e col., 2004a). As caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais desses sistemas estdo fortemente relacionadas com a capacidade dos
mesmos de interagir com a superficie da pele e transportar substancias através da
barreira cutanea. A passagem intercelular desses carreadores envolve a existéncia de
habilidade de adaptabilidade suficiente para permitir a deformacdo e penetracdo de
acordo com o tamanho do poro intercelular (CEVC, 2004). As NC apresentam uma
fina parede polimérica disposta ao redor de um ndcleo lipofilico, o qual pode ter
alteracdo de viscosidade de acordo com a composic¢do. Alguns estudos sugeriram que
tais sistemas apresentam certo grau de deformacdo (MONTASSER e col., 2002;
MOSQUEIRA e col., 2005). Recentemente ficou demonstrado que existe uma relagao
entre a concentragdo de monoestearato de sorbitano no nucleo de NC e a taxa de
liberagdo de uma substéncia lipofilica encapsulada devido a permeabilidade relativa

dos nanocarreadores (JAGER e col., 2009). Nesse estudo verificou-se que o fluxo
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difusional do éster etilico de indometacina a partir das NC diminuiu significativamente
com 0 aumento da concentragdo do monoestearato de sorbitano, devido a mudangas na
viscosidade do nicleo das NC (JAGER e col., 2009). Assim, a presenca de
monoestearato de sorbitano nas NC poderia modificar as propriedades de deformagdo
das mesmas, tornando-as mais rigidas. Isso é interessante, principalmente, para a via
de administragcdo cuténea, pois o sistema poderia ser formulado de acordo com o local

de acdo do principio ativo (em camadas mais superiores ou profundas da pele).

Tratando-se, assim, de possiveis candidatas a formulagbes cosmeéticas,
farmacéuticas ou fotoprotetoras, € necessario selecionar sistemas que se mostrem
fisico-quimicamente estaveis. Entretanto, dispersdes coloidais s&o sistemas
inerentemente instaveis devido a sua heterogeneidade. A estabilidade desses sistemas
pode ser afetada por fendmenos como a migracdo (cremagem e sedimentacéao) e / ou
variagOes do tamanho das particulas (coalescéncia, floculagéo). As técnicas geralmente
empregadas para investigar a ocorréncia de tais fendmenos incluem os testes de
envelhecimento (observacdo macroscopica) e alguns procedimentos analiticos, tais
como microscopia, espectroscopia, turbidimetria e analise da mobilidade eletroforética
(GREGORY, 2009). No entanto, essas técnicas normalmente requerem diluicdo da
amostra opaca e/ou concentrada, devido ao espalhamento maltiplo de luz caracteristico
desse tipo de amostra, reduzindo a precisdo das analises. Alem disso, algumas dessas
tém necessidade de se determinar a estabilidade fisico-quimica da amostra durante
grandes periodos. Para superar essas limitacbes, medidas de propagacao de luz através
de dispersbes concentradas podem fornecer informacdes sobre a estabilidade fisico-
quimica dos sistemas coloidais (MENGUAL e col., 1999b) e mostrar como esses
sistemas comportam-se frente a modificagdes de temperatura (PIZZINO e col., 2007,
PIZZINO e col., 2009).

Estar ciente das propriedades termodindmicas de um sistema pode auxiliar a
estimar a sua estabilidade. Entretanto, pouco € abordado sobre o assunto (PACHECO e
col., 2007). Alguns estudos utilizaram a termodindmica classica, para estudar o0s
fendmenos de interagcdo em sistemas submicrométricos, especialmente no que se refere
a estabilidade destes sistemas (ALEXANDRIDIS e col., 1995; JODAR-REYES e col.,
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2001; DALE e col., 2005; DALE e col., 2006). No entanto, a informacdo sobre
mudangas nos valores de entalpia e entropia envolvidas em processos de
desestabilizacdo de nanosistemas tem sido relatada unicamente com a utilizagdo de
métodos destrutivos, que modificam irreversivelmente o estado inicial da amostra
(JODAR-REYES e col., 2001) ou que necessitam de indugio do fendmeno por adigdo
de eletrdlitos (DALE e col., 2005; DALE e col., 2006). Além disso, ndo ha
informagdes quantitativas sobre a influéncia da parede polimérica na estabilidade de
NC, ou mesmo de pardmetros termodindmicos relacionados com sua estabilidade.
Dessa forma, o desenvolvimento de um método que possibilite a rapida avaliacdo da
estabilidade fisica desses sistemas seria de grande vantagem tecnologica (reducéo de

custos e tempo) para o estabelecimento de formulagdes inovadoras.

Portanto, nosso objetivo foi desenvolver um novo método baseado em
espalhamento madltiplo de luz para determinar variaveis termodindmicas e para
fornecer informagfes sobre a estabilidade relativa dos sistemas coloidais. Para
desenvolver esse método utilizou-se como modelo dispersbes liquidas de NC
poliméricas preparadas com um poliéster e uma mistura de metoxicinamato de octila,
um protetor solar quimico, e triglicerideos dos acidos caprico/caprilico, estabilizadas
por polissorbato 80, tensoativo hidrofilico. Para fins de avaliacdo da sensibilidade do
método frente a pequenas alteracbes na composicdo da formulagdo, estas foram
preparadas na presenca (concomitante ou ndo) ou auséncia dos tensoativos:
monoestearato de sorbitano e fosfatidilcolina. Esses tensoativos foram escolhidos
devido a diferenca de carater, ndo-iénico e dipolar, respectivamente, assim como de
estruturacdo, disperso no nucleo ou adsorvido na parede polimérica, respectivamente.
Desta forma, as NC contendo monoestearato de sorbitano seriam mais estaveis do que
aquelas sem este componente devido a viscosidade no ndcleo oleoso que seria
diferente para cada sistema. Para validar o método, formulagbes compostas por NE
similares as NC, omitindo-se o polimero na composicdo também foram estudadas. Em
paralelo, considerando que a variagdo da concentracdo de monoestearato de sorbitano
nas NC modifica o carater do nucleo de liquido oleoso para uma disperséo lipidica,
outro objetivo do presente trabalho foi verificar se a capacidade de deformagéo seria

diferente para cada sistema contendo ou ndo monoestearato de sorbitano.
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O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um método inovador usando

espalhamento maultiplo de luz para a avaliacdo da estabilidade fisica de dispersdes

coloidais, nanocépsulas e nanoemulsdes, assim como determinar se a capacidade de

deformacgédo de nanocépsulas poliméricas € modificada pela presenca de um lipidio

solido, monoestearato de sorbitano, disperso no nucleo dessas particulas.

Objetivos especificos:

@
0‘0

0

0

0

Preparar formulagbes de nanocapsulas de nicleo lipidico, formado por
monoestearato de sorbitano + mistura de triglicerideos dos acidos céaprico e
caprilico (TCC) e do filtro solar quimico metoxicinamato de octila (MCO),
nanocapsulas, nanoemulsdes lipidicas e nanoemulsdes com diferentes composic¢des
quali-quantitativas de tensoativos (monoestearato de sorbitano e/ou

fosfatidilcolina);

Caracterizar as formulagfes coloidais quanto a distribuicdo de tamanho, didmetro
médio, indice de polidisperséo, potencial zeta, pH, nimero de particula por unidade

de volume, area total e teor de MCO;

Estudar a tensdo superficial e a viscosidade das fases orgénicas para avaliar se

existe uma relagéo entre as solugdes iniciais e o didmetro da disperséo final;
Avaliar a estabilidade relativa das formula¢es em fungéo do tempo;

Desenvolver um método baseado no espalhamento multiplo de luz empregando
temperatura variada para determinar pardmetros termodindmicos dos sistemas

dispersos;

Investigar as relagdes dos pardmetros termodindmicos com a estabilidade fisica e

caracteristicas (composigéo e organizacdo estrutural) dos diferentes sistemas;

Selecionar duas formulagdes de nanocapsulas, uma contendo e outra ndo contendo
monoestearato de sorbitano, para avaliagdo da capacidade de deformacdo das

particulas através de microscopia de forca atdmica
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3.1 Dispersdes coloidais

Sistemas coloidais nanoestruturados incluem nanoparticulas poliméricas,
nanoemulsdes, lipossomas, nanoparticulas lipidicas, niossomas entre outros
(BARRAT, 2000; SOPPIMATH e col., 2001; SAHOO e LABHASETWAR, 2003;
BORGIA e col., 2005; SHAHIWALA e MISRA, 2002).

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas com didmetro inferior a 1 pm que
apresentam potencialidades como carreadores de ativos, na estabilidade em fluidos
bioldgicos e na estabilidade fisica no que se refere ao armazenamento da formulagao
final (SCHAFFAZICK e col., 2003). O termo nanoparticulas poliméricas inclui as
nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicao e a
organizacao estrutural. As nanocépsulas sdo sistemas vesiculares onde o ndcleo oleoso
€ recoberto por uma parede polimérica. Por outro lado, as nanoesferas sdo sistemas
matriciais e ndo apresentam 6leo em sua composicdo (SOPPIMATH e col., 2001;
SCHAFFAZICK e col., 2003; LOPES e col., 2001; CRUZ e col., 2006a; CRUZ e col.,
2006b). As nanoemulsdes sdo sistemas usualmente empregados para aumentar a
capacidade de associacdo de uma substéncia ativa lipofilica a uma formulacéo e, em
trabalhos de pesquisa sobre nanoparticulas poliméricas, sdo também utilizadas para
fins comparativos (CRUZ e col., 2006a; CRUZ e col., 2006b).

Uma ampla variedade de polimeros, desde naturais (por exemplo: quitosana,
gelatina) até, e mais comumente, sintéticos [por exemplo: poli(epsilon-caprolactona)
(PCL), poli(D,L-lactideo) (PLA), poli(cianoacrilatos de alquila)], vém sendo utilizados
para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas. Para a preparagdo dessas estruturas
encontramos meétodos baseados na polimerizagdo in situ de mondémeros dispersos
(GALLARDO e col., 1993) ou na precipitacdo de polimero pré-formado (FESSI e col.,
1989). Embora o primeiro possa ser interessante para aumentar a quantidade de
farmaco encapsulada via formacgdo de ligacGes covalentes, o segundo é mais
empregado devido a simplicidade e reprodutibilidade, sendo aplicavel para vérios
polimeros alem de ser de facil transposicédo de escala (LEGRAND e col., 1999). O

método de precipitacdo de polimero pré-formado é subdividido em salting-out
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(ALLEMANN e col., 1993), emulsificacio-difusdo (NIWA e col., 1993;
QUINTANAR-GUERRERO e col., 1996; QUINTANAR-GUERRERO e col., 1998) e
deposicdo interfacial (FESSI e col., 1989). Neste ultimo, a formacdo das
nanoparticulas é baseada no efeito Marangoni, onde, durante a mistura da fase
orgéanica com a fase aquosa, ocorre a difusdo convectiva (turbulenta) do solvente entre
as fases desequilibradas de uma regido de baixa tenséo, fase orgénica, para uma regido
de alta tensdo, fase aquosa. Quanto maior a diferenca de tenséo entre as fases, mais
turbulento é o fluxo. Quando a difusdo estd completa, o polimero agrega-se ao redor

das goticulas de 6leo depositando-se na interface (FESSI e col., 1989).

Entre os fatores que influenciam na formacdo das particulas e, por conseguinte
nas caracteristicas finais do sistema, como por exemplo, diametro de particula,
potencial zeta, numero de particula e tipo de particula formada estdo: a tenséo
superficial das fases utilizadas para preparagdo dos sistemas (aquosa e oleosa),
viscosidade das fases, pard@metros de interacdo agua-solvente, quantidades e tipos de
componentes (MOSQUEIRA e col., 2000; GALINDO RODRIGUEZ e col., 2004).
GALINDO-RODRIGUEZ e colaboradores (2004) prepararam nanoesferas de Eudragit
L 100-55 estabilizadas por alcool polivinilico atraves de salting-out, emulsificagdo
difusdo e nanoprecipitacdo. As particulas preparadas por salting-out tiveram menor
tamanho médio do que as preparadas por emulsificacdo difusdo. Os autores atribuiram
isso ao fato de que tanto a tensdo superficial quanto a viscosidade da fase orgéanica
foram menores para a formulacdo preparada por salting-out. Ou seja, uma fase interna,
com maiores valores de tensdo superficial e viscosidade, resistird mais ao fluxo
turbulento e as forgas de presséo e, assim, o cisalhnamento de particulas vai reduzir. Os
autores também investigaram a relacdo do tamanho médio de particulas preparadas por
nanoprecipitagdo com diferentes solventes na fase orgénica e com diferentes
concentragfes de polimero. Os resultados demonstraram que quanto menor o
pardmetro de interagdo agua-solvente e quanto menor a concentracdo de polimero

(menor viscosidade) menor o tamanho de particula.

MOSQUEIRA e colaboradores (2000) também investigaram alguns fatores que

estdo relacionados com as caracteristicas finais dos sistemas nanoestruturados
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formados a partir de deposicdo interfacial de polimero pré-formado. Para isso 0s
autores prepararam nanocépsulas de PLA com diferentes 6leos, como nucleo oleoso, e
Epikuron 170® (aproximadamente 70 % de fosfatidilcolina), como tensoativo,
contendo ou n&o poloxamer 188®, um polimero com propriedades tensoativas. Entre
os resultados, o volume 6timo de Epikuron 170® foi de 0,3 % m/v, a partir do qual
acréscimos levaram a um aumento do tamanho de particula. Os autores verificaram
que quanto menor a tensao interfacial da fase oleosa, menor o didmetro de particula
observado. Uma correlacéo diretamente proporcional entre a viscosidade e o tamanho
de particula também foi encontrada. Neste mesmo trabalho, utilizando um gradiente de
densidade por centrifugacdo isopinica, os autores verificaram que as suspensdes de
nanocapsulas sdo sistemas multicomponentes, onde, dependendo dos constituintes,
nanoesferas, lipossomas e nanoemulsdo podem estar concomitantemente presentes

com as nanocapsulas.
3.2 Estabilidade fisica de dispersdes coloidais

Dispersdes coloidais aquosas séo sistemas inerentemente instaveis, do ponto de
vista fisico, devido a sua heterogeneidade. No entanto, se a taxa de desestabilizacdo for
consideravelmente pequena comparada ao seu tempo de meia-vida, a dispersdo tem
uma estabilidade cinética (MENGUAL e col, 1999a). Os fen6menos de
desestabilizacdo desses sistemas incluem a migracdo de particulas (cremagem,
sedimentacéo) e / ou variagdes de tamanho de particulas (coalescéncia, floculacéo). De
acordo com a Lei de Stoke-Einstein, a velocidade de migracdo das particulas esta
relacionada a gravidade, dimensdo da particula, viscosidade da fase continua e a
diferenca de densidade entre as duas fases. Ja a velocidade da varia¢éo de tamanho de
particula esté ligada a energia ou forcgas de interacéo entre elas, podendo, estas forcas,
determinar a estabilidade mesoscopica de diferentes sistemas coloidais (SHAW,
1992). Dependendo da composi¢do, o mecanismo de estabilizagcdo dessas estruturas

pode ser por repulsdo estérea e/ou eletrostatica.

A estabilizagdo estérea é conseqiiéncia da interacéo fisica de substancias néo-

ibnicas de cadeia longa (por exemplo: polimeros, tensoativos) que se encontram
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adsorvidas ou retidas ao redor da particula formando uma espécie de camada. Com a
aproximacéo das particulas, as camadas se interpenetram e as cadeias tendem a se
ordenar paralelamente (Figura 1a). Isso faz com que, no equilibrio termodinamico, as
particulas permanecam isoladas. Ja entre particulas carregadas, ou seja, ionizadas
superficialmente, havera a repulsdo eletrostatica entre os ions de mesma carga (Figura
1b).

Figura 1. Esquema dos mecanismos de estabilizacdo (a) estérea e (b) eletrostéatica.

A teoria Derjaguin, Landau, Verwey e Overbeek (DLVO) é extensamente
utilizada para explicar estabilidade e a cinética de coagulacdo das particulas
(VANDERHOFF, 1996; NETZ e GONZALES ORTEGA, 2002). Através dessa teoria, a
energia total de interacdo entre duas particulas coloidais pode ser calculada a partir da
soma das forcas de atracdo de van der Waals e as forcas repulsivas da dupla camada

elétrica (Figura 2).
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Figura 2. Variacdo da energia potencial em funcdo da distancia do raio (r) das
particulas. Retirado de NETZ e GONZALES ORTEGA (2002).

A Figura 2 representa a energia potencial resultante em funcéo da distancia
entre o raio (r) das particulas. A medida que as particulas se aproximam, é atingido um
ponto de metaestabilidade, correspondente a um minimo secundério (Ms). Nesse
estado, as particulas se mantém separadas por um filme liquido a uma distancia
relativamente grande, ou seja, ndo ha floculacdo, ou a floculagdo e reversivel. Se
vencida uma barreira de energia, as particulas podem atingir um estado
termodinamicamente mais estavel, correspondente a um minimo primario (Mp). Nesse
ponto, a distancia entre as particulas € a menor possivel, o que significa na pratica o
fendmeno da floculagdo. Para manter a dispersdo em estado de relativa estabilidade
eletrostatica, a barreira de energia deve, portanto, ser suficientemente alta a fim de
manté-la no ponto de minimo secundario (JODAR-REYES e col., 2001;
VANDERHOFF, 1996; NETZ e GONZALES ORTEGA, 2002). Uma combinac&o dos

mecanismos, eletrostatico e estéreo, pode resultar numa melhor estabilizag&o.

Independente do método utilizado para preparar as nanoparticulas, as
formulacGes séo obtidas na forma de disperséo coloidal aquosa. Tal fato pode ser
favoravel a problemas de estabilidade quimica do polimero e até mesmo do farmaco.
Da mesma forma, durante o armazenamento, altera¢cbes do meio como, por exemplo,

reducéo do pH por hidrolise do polimero e variacdo da carga de superficie da particula,
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podem afetar a estabilidade fisica e favorecer a agregacdo de particulas resultando em
precipitacio (GUTERRES e col., 1995; SCHAFFAZICK e col., 2003).

Tensoativos sdo geralmente empregados para prolongar a estabilidade fisica
desses sistemas (FESSI e col., 1989; GUTERRES e col., 1995). Além disso, fatores
como o tipo de particulas formadas (nanocapsulas, nanoesferas ou nanoemulsao),
concentragdo dos componentes (por exemplo: polimero, 6leo, tensoativos, substancia
ativa), localizagdo dos tensoativos no sistema, didmetro e carga de superficie das
particulas e numero de particulas formadas podem exercer grande influéncia na
estabilidade final do sistema (CALVO e col., 1996; MOSQUEIRA e col., 2000;
SCHAFFAZICK e col., 2003; POHLMANN e col., 2008).

CALVO e colaboradores (1996) prepararam nanocépsulas, nanoesferas e
nanoemulséo e investigaram esses sistemas segundo o tamanho medio de particula por
um periodo de 6 meses. Nos dois primeiros bimestres os didmetros mantiveram-se
similares aos iniciais. Entretanto, no ultimo bimestre um significativo aumento foi
observado para o sistema de nanoemulsdo. Tal resultado indicou que os sistemas

poliméricos séo fisicamente mais estaveis do que 0s ndo poliméricos.

MOSQUEIRA e colaboradores (2000) prepararam nanocapsulas de PLA
contendo diferentes 6leos como nicleo oleoso, Epikuron 170®, o qual contém 70% do
tensoativo fosfatidilcolina, associadas ou ndo ao tensoativo néo-idnico poloxamer
188®. Os autores verificaram que o aumento da concentracdo de Epikuron 170° levou
a um aumento do potencial zeta do sistema até que um platd foi atingido, onde o0s
autores atribuiram que toda a superficie da particula estaria recoberta pelo tensoativo,
indicando que este esta externamente localizado. Além disso, quando Epikuron® mais
puro em fosfatidilcolina foi utilizado, menores valores de potencial zeta foram obtidos,
indicando que a pureza do tensoativo utilizado pode influenciar estabilidade do
sistema, uma vez que a fosfatidilcolina é dipolar e o &cido fosfatidico, uma das

impurezas do Epikuron 170®, é anidnico.
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3.3 Métodos de determinacao da estabilidade fisica

A avaliagdo da estabilidade fisica das formulacdes coloidais geralmente €
realizada pelas analises de didmetro de particula e de potencial zeta, que reflete o
potencial eletrostatico de superficie, em funcdo do tempo (CALVO e col., 1996,
MOSQUEIRA e col., 2000; SCHAFFAZICK e col., 2007). Para as anélises, as
técnicas utilizadas s&o: microscopia, espectroscopia (espalhamento de luz dindmico),
turbidimetria, mobilidade eletroforética e testes de envelhecimento (observacéo
macroscopica) (GREGORY, 2009).

Entretanto, as técnicas expostas acima necessitam de pré-tratamento da amostra
(diluicdo), resultando na destruicdo, irreversivel, da condicéo inicial do sistema e/ou
sdo de longa duragdo, o que atrasa o desenvolvimento de um produto. Ainda, a
possibilidade de comparagbes quantitativas atraves dessas técnicas € deficiente.
Somente na metade da Gltima década MEUNIER (1996) desenvolveu pela empresa
Formulaction um equipamento chamado Turbiscan, o qual analisa amostras opacas e
concentradas pela técnica de espalhamento multiplo de luz. Este equipamento fornece
a transmissdo ou o retroespalhamento de luz, backscattering (BS), das dispersdes
atraves de varreduras da base ao topo da cubeta optica. Com base em parametros da
fase dispersa (fragdo volumeétrica e indice de refracdo) e da fase dispersante (indice de
refracdo) o didmetro médio de particulas pode ser determinado. Fazendo-se varias
varreduras em fungdo do tempo, a estabilidade da formulacéo pode ser verificada por
leves alteracdes do sinal de BS ou de transmissdo que podem indicar tendéncias aos
fendmenos de migragdo (sedimentacdo, cremagem) e/ou de variacdo de tamanho de
particula (floculagdo ou coalescéncia) (MENGUAL e col., 1999a; MENGUAL e col.,
1999b). Na Figura 3, esta representado um esquema da avaliacdo da estabilidade fisica

de sistemas nanoscopicos empregando o espalhamento maltiplo de luz.
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Figura 3. Esquema da interpretacdo dos fendmenos de instabilidade analisados por
espalhamento multiplo de luz empregando o equipamento Turbiscan.

ROLAND e colaboradores (2003) estudaram quais testes devem ser realizados
sistematicamente para acessar de maneira eficiente as propriedades e a estabilidade
fisica de uma emulsdo. Os autores determinaram que, pelo menos, medidas de
diametro, potencial zeta, analise por Turbiscan®, investigacdo da estabilidade apos
centrifugacdo e ciclos de congelamento/aguecimento, devem ser realizados. Varios
estudos subsequentes utilizaram a anéalise de espalhamento mdltiplo de luz para avaliar
a estabilidade em longo prazo de sistemas coloidais incluindo nanoparticulas de latex
(BORDES e col., 2003), nanoemulsdo (PORRAS e col., 2008), dispersdes de
nanotubos de carbono (KIM e col., 2008), ethosomes® e lipossomas ultradeformaveis
(CELIA e col., 2009).

PORRAS e colaboradores (2008) investigaram a estabilidade de nanoemulséo
agua/dleo (A/O) preparadas com diferentes misturas dos tensoativos Span 20 (laureato
de sorbitano), Span 80 (monooleato de sorbitano), polissorbato 20 e polissorbato 80
adicionadas de agua utilizando Turbiscan. Os autores verificaram que as melhores
formulacdes foram preparadas quando um EHL de 8-12 foi obtido e que as
formulacGes ndo apresentavam fendmenos de migracdo de particulas em fungéo do

tempo, embora um leve aumento de tamanho tenha sido verificado.

WULFF-PEREZ e colaboradores (2009) prepararam, por ultrasonicacéo,
nanoemulsdes contendo, como nucleo oleoso, 0leos vegetais como Oleo de soja,
gergelim e azeite de oliva e como sistema tensoativo um copolimero tri-bloco

anfifilico n&o-idnico, o Pluronic F68. A estabilidade sob diferentes condicdes de
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sintese tais como o poder do ultrason e a concentracdo de tensoativo, foi investigada
atraves do sinal de BS medido por Turbiscan. Os autores verificaram que formulacdes
estaveis foram obtidas mesmo em baixas concentragcbes de tensoativo e que altas
concentragdes de tensoativo desestabilizam o sistema. Esse fendmeno foi descrito
como efeito de floculacdo depletiva causada por micelas ndo adsorvidas. Tal
observagdo demonstra que, embora a presenca de tensoativos possa aumentar a
estabilidade dos sistemas, a concentracdo desse componente pode influenciar de

maneira contraria na estabilidade da formulacéo.

Mudancas de temperatura podem acelerar os fendmenos de interacdo entre as
particulas e podem mudar o estado de equilibrio do sistema (MENGUAL e col.,
1999a). O espalhamento de luz, utilizando equipamento Turbiscan on line, foi
recentemente empregado em um gradiente de temperatura para detectar a inverséo de
fase de um sistema de emulsdo de 6leo-a4gua (O/A) para adgua-6leo (A/O) (PIZZINO e
col., 2007; PIZZINO e col., 2009). Nestes estudos, foi verificado que apds 3 ciclos de
aquecimento e resfriamento foi possivel, durante o resfriamento, obter a inversdo de
fase da emulsdo O/A para A/O. Ao ocorrer a inversdo, uma modificacdo brusca no
sinal de backscattering foi visualizada. O sinal primeiramente diminuiu até a

temperatura de mudanca e, apos atingi-la, 0 mesmo aumentou.

3.4 Metoxicinamato de octila (MCO)

Frente a atual situacdo da camada de ozbnio, cresce a preocupagdo com a
protecdo contra os raios solares. Filtros quimicos e fisicos sdo combinados em
formulagcGes para aumentar essa protecdo. A busca por dispositivos que possibilitem
um maior tempo de permanéncia desses ativos na superficie da pele aliou a

nanotecnologia a protecéo solar.

O MCO é um filtro quimico de espectro UVB altamente lipofilico. Sua
vinculagdo em sistemas nanomeétricos vem sendo estudada para aumentar o tempo de
resisténcia frente a radiacdes solares (ALVAREZ-ROMAN e col., 2001; ALVAREZ-
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ROMAN e col., 2004; JIMENEZ e col., 2004; WEISS-ANGELI e col., 2008). A
estabilidade fisica de uma formulagdo pode influenciar em sua estabilidade quimica,
visto que, no caso de ocorrer um fendbmeno de coalescéncia, seguido de separagéo de
fase, pode deixar o ativo menos protegido contra degradacgdes. Assim, tratando-se de
possiveis candidatas a formulagbes fotoprotetoras, o estudo da estabilidade fisica de
dispersdes coloidais de nanoparticulas poliméricas mostra-se essencial. Ainda,
considerando que as dispersdes de nanocépsulas poliméricas ja estdo no mercado em
formulagcGes cosméticas (L’Oreal) e fotoprotetoras (Biolab), o desenvolvimento de um
método que possibilite a rapida avaliacdo da estabilidade fisica desses sistemas seria
de grande vantagem tecnologica (reducdo de custos e tempo) para o estabelecimento

de formulagdes inovadoras.

ALVAREZ-ROMAN e colaboradores (2001) avaliaram a influéncia do
polissorbato 85 e do Poloxamer 188® como agente estabilizante de nanocapsulas
contendo MCO sob as caracteristicas das formula¢bes em termos de capacidade de
encapsulamento e potencial de fotoprotecdo do carreador. O polissorbato 85
estabilizou as nanocapsulas melhor do que o Poloxamer 188°, e as nanocapsulas foram
mais efetivas em fornecer protecdo contra edema induzido por UV em comparagdo
com o filtro solar livre, provavelmente devido a formacéo de um filme na superficie da

pele.

Recentemente, WEISS-ANGELI e colaboradores (2008) avaliaram a
estabilidade quimica do MCO encapsulado concomitantemente com quercetina, um
antioxidante, em nanocapsulas de PCL estabilizadas por monoestearato de sorbitano e
polissorbato 80 ou somente por Epikuron 170®. O estudo da fotoestabilidade frente
radiacdo UVA demonstrou que o co-encapsulamento dessas substancias retardou a
fotodegradacdo de ambas simultaneamente. Ainda, a co-encapsulamento permitiu
melhor estabilizacdo do que o encapsulamento das substancias isoladas. Os diametros
de particula foram acompanhados durante 15 dias, com e sem exposi¢do a luz, e
verificou-se que este reduziu levemente para todas as formulages sem exposicao a luz
e manteve-se constante quando as formulagdes foram expostas a luz. Tal resultado

levou os autores a conclusédo de que ambos 0s sistemas tensoativos foram capazes de
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estabilizar fisicamente as suspensdes. Entretanto, a fotoestabilidade foi maior quando
as substéncias foram co-encapsuladas em suspensdo contendo monoestearato de

sorbitano e polissorbato 80 como sistema tensoativo.

3.5 Parametros termodinamicos de sistemas dispersos

A termodinamica informa se determinado fendmeno tera uma tendéncia a
ocorrer de forma espontdnea ou ndo. Parametros cinéticos somente podem ser
acessados pela anélise das variagdes de energia livre do estado de transi¢do. O estudo
termodindmico de um fendmeno pode fornecer dados rapidos e quantitativos para fins

de estudos preliminares de estabilidade para selegdo de formulagdes.

O conceito de “nanotermodinamica” foi introduzido na década de 1970 e
considera, alem das interagdes particula-particula, as interagdes particula-meio (HILL,
1962). Uma vez que as interagOes particula-meio ndo sdo negligenciaveis e que as
propriedades termodinamicas e equacOes sdo dependentes do "meio™ (ou seja,
isotérmico, isobérico, aberto, fechado, etc.), as flutuacbes dos valores das variaveis
extensivas devem ser levados em consideragdo (HILL, 1962). No entanto, a

determinacéo de tais valores é complexa.

As mudancas na energia-livre de Gibbs de um sistema nas condi¢fes padréo
AG® (J-mol™) pode ser descrita de acordo com as leis da termodinamica cléssica

(Equacéo 1).
AG° = AH°-TAS®
(Equacdo 1)

onde AH° (J mol™) e AS° (J mol™ K™) sdo as variacBes da entalpia e da entropia em
condigdes padrao e T (K) ¢é a temperatura. Tal equacdo mostra o impacto da variagéo
da entalpia padréo, da variacdo da entropia padréo e da temperatura sob a energia livre
padréo do sistema (KUBUROVIC e col., 2002). A constante de equilibrio K pode ser

correlacionada com as mudangas na energia-livre do sistema (Equacgéo 2).



LUANA A. FIEL 3. Revisdo Bibliogréafica 24

AG® = -RT InK
(Equacdo 2)
onde R (8,3145 J mol™ K™) é a constante dos gases.

ALEXANDRIDIS e colaboradores (1995) investigaram o efeito da temperatura
na condutividade de microemulsGes de sulfossuccinato de dioctila-4gua-alcano de
diferentes tamanhos e concentracdo de goticula para determinar a temperatura de
percolagdo dos sistemas. Os autores consideraram um equilibrio entre as gotas e 0s
agregados para estimar parametros termodinamicos (AH<%, e AS<%, de agregacdo),
associados a formacédo da percolagdo. Os resultados mostraram que AH<S, e AS<,
aumentaram com o tamanho e concentracdo das particulas e com a massa molar do

alcano.

JODAR-REYES e colaboradores (2001), dispostos a determinar a alteragio da
entalpia durante o processo de agregacéo (AHag,) de particulas de poliestireno, fizeram
uso de microcalorimetria. Neste experimento, a amostra foi diluida e cloreto de sddio
foi utilizado como sal agregante. Os resultados mostraram que a AH,y aumenta de 0
mJ para em torno de -5,00 mJ com o aumento da concentracao de sal e que 0 processo
de agregacdo foi reversivel quando a concentracdo salina foi abaixo da concentragédo

critica de coagulacgéo.

A influéncia da temperatura sobre a estabilidade de dispersdes aquosas de
nanoparticulas de silica (DALE e col., 2005) e nanoemuls6es dgua-0leo (DALE e col.,
2006) estabilizadas com tensoativos ndo-iénicos de diferentes pesos moleculares ja foi
investigada por uma abordagem da termodindmica do processo de floculagao induzido
pela adicdo de um eletrdlito. Usando, para amostras diluidas, uma técnica
turbidimétrica padréo e, para amostras concentradas, observacgdes visuais (DALE e
col., 2005) ou o equipamento Turbiscan MA2000 (DALE e col., 2006), os autores
determinaram a temperatura critica de floculagdo (TCF) para cada sistema. Por meio
de uma equacéo especifica, considerando a espessura da monocamada de tensoativo,

0s autores calcularam a energia-livre relacionada com as atragdes de van der Waals
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(Gyaw) entre as particulas e verificaram que as atracdes de van der Waals entre as
particulas aumentam a medida que a temperatura da dispersdéo aumenta. Os
experimentos demonstraram que a TCF depende da concentragdo e do tamanho da
cabeca do grupamento do tensoativo, do tamanho e fracdo volumétrica das gotas ou

particulas e da concentracdo de eletrolitos adicionada.

3.6 Diagramas de van’t Hoff

A equacdo de van’t Hoff (Equacédo 3) correlaciona as mudancas na constante de

equilibrio K como funcdo da variagdo da temperatura.

dInK _ AH°
oT  RT?

(Equacdo 3)

Se a variacdo da AH° for assumida como constante com a temperatura, a

integral dessa equacéo diferencial entre as temperaturas T, e T, é dada pela Equacéo 4.

K, R \T, T,

(Equacdo 4)

Substituindo a Equacdo 1 e a Equacdo 2 na Equacdo 4, se obtém a Equacéo 5.
Assim, tanto AH°como AS ° podem ser obtidos plotando-se as mudangas na constante
de equilibrio pela temperatura correspondente.

AH®1  AS°
RT R

In(K) = -

(Equacdo 5)

Um exemplo da aplicacdo dos diagramas de van’t Hoff para obter as

propriedades termodinamicas de sistemas nanoestruturados e relacionar tais resultados
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com sua estabilidade fisica é o trabalho de MERTINS e colaboradores (2010). Neste
trabalho, a equacdo de van’t Hoff foi aplicada para determinar as propriedades
termodindmicas de lipossomas e quitossomas. Os autores utilizaram como constante
de equilibrio o deslocamento quimico anisotrépico dos espectros de RMN P dos
sistemas vesiculares. Diferencas significativas ndo foram observadas entre os valores
de AH® e AS° dos lipossomas e quitossomas. Entretanto os autores verificaram que a
reducdo de AS° foi levemente maior para 0s quitossomas 0 que sugere gque mais
energia é necessaria para transpor a barreira de energia de transicdo de fase nesse

sistema.

Considerando o exposto, a determinacdo dos parametros termodinamicos de
sistemas dispersos & importante para se estabelecer a estabilidade relativa entre
diferentes formulagdes, tanto durante o seu desenvolvimento quanto para comparar
quantitativamente diferentes formulagdes. Pouco foi relatado envolvendo sistemas
nanoestruturados e seus pardmetros termodindmicos, mesmo que obtidos por
diferentes técnicas. Considerando o espalhamento multiplo de luz de temperatura
variada, o presente trabalho descrevera a proposta de sua utilizagdo para a

determinacdo dos parametros termodindmicos de nanocapsulas e nanoemulsoes.

3.7 Deformacao de nanocapsulas

A técnica de preparagdo utilizada assim como a composic¢do quali-quantitativa
dos sistemas (natureza e concentracdo do polimero, do tensoativo e do nucleo oleoso)
podem alterar as caracteristicas fisico-quimicas do sistema e do mesmo modo
influenciar a cinética de liberacéo da substancia ativa ou a sua acdo in vivo (MU e col.,
2004). Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram comportamentos fisico-
quimicos diferentes para nanoesferas, nanocapsulas e nanoemulsdo (SOARES, 2003;
POHLMANN e col., 2004; CRUZ e col., 2006a). Em um desses trabalhos verificou-se
que a variacdo da concentracdo do polimero nas nanocapsulas influenciou os perfis de
liberagdo do éster etilico de indometacina a partir desses sistemas (CRUZ e col.,

2006b). Mais recentemente foi demonstrado que existe uma relacdo direta entre a
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concentragdo de monoestearato de sorbitano e a permeabilidade das nanocapsulas.
Nesse estudo verificou-se que o fluxo difusional do éster etilico de indometacina a
partir das nanocépsulas diminuiu significativamente com o aumento da concentracéo
do monoestearato de sorbitano, devido a mudangas na viscosidade do ndcleo das
nanocéapsulas (JAGER e col., 2009). Tal aumento da viscosidade do nicleo das
particulas pela presenca de monoestearato de sorbitano estaria atribuido ao fato de este
componente estar localizado disperso no nudcleo da particula (POHLMANN e col.,
2002).

Esses carreadores tém sido propostos como alternativa para aumentar a
penetracdo de substancias na pele devido a sua potencial interagdo com a superficie
cutdnea (SHIM e col., 2004; ALVAREZ-ROMAN e col., 2004a; ALVAREZ-
ROMAN e col., 2004b). Essa interacdo pode favorecer uma liberagdo controlada
promovendo resposta apropriada por tempo prolongado no local de acgéo especifico,
alem de possibilitar o uso de determinadas substancias que sdo toxicas e/ou irritantes
em altas concentragdes (VAUTHIER e col., 2003).

Dessa forma, nosso grupo de pesquisa também vem realizando estudos de
permeacdo cutanea in vitro visando determinar o perfil de penetracdo de substancias
incorporadas em nanocarreadores (ALVES e col., 2007; WEISS-ANGELI, 2008).
Recente verificou-se que a incorporagdo de benzofenona-3, substancia altamente
lipossoluvel, em nanocépsulas retardou a chegada dessa substancia no fluido receptor
em comparagdo com formulagdes convencionais, sendo que houve um aumento da
retencdo do ativo nas camadas mais superficiais da pele quando nanoencapsulado
(PAESE, 2008). Ainda, o revestimento de nanocdpsulas com quitosana, biopolimero
catidnico, aumentou o tempo de permanéncia da benzofenona-3 nas camadas mais
superficiais da pele em comparagdo com as nanocapsulas nao-revestidas (SIQUEIRA,
2008). Portanto, o grau de penetragdo da substancia ativa esta relacionado com as
propriedades fisico-quimicas dos nanocarreadores (OLVERA-MARTINEZ e col.,
2005).
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Anteriormente, estudos com conjugados mostraram que o grau de penetracao de
benzofenona-3 pode estar relacionado tanto com as propriedades do ativo quanto do
material usado na conjugacdo (LUPPI e col., 2004). Utilizando diferentes tipos de
conjugados de benzofenona-3 com alcool polivinilico ou com &cidos graxos de
tamanhos de cadeia diferentes em dois graus de substituicdo, ocorrem mudancas nos
perfis de permeacéo in vitro de benzofenona-3 em pele de porco. Quanto menor a
cadeia do substituinte e menor o grau de substituicdo, menor foi o didmetro de
particula, maior foi a fragcdo de benzofenona-3 no compartimento receptor e maior a
fracdo de benzofenona-3 recuperada apos 6h da aplicagdo na pele. O lag-time e o fluxo
da benzofenona-3 atraves da pele a partir dos diferentes sistemas foram mais
influenciados pelo grau de substituicdo do que pela natureza do substituinte. Segundo
0s autores, conjugados com um menor grau de substituicdo promovem uma saturagdo
mais rapida da pele e perfis de permeagdo mais rapidos, o que indicaria a habilidade
dessas nanoparticulas de permitir o movimento da benzofenona-3 para e através da

pele.

LBOUTOUNNE e colaboradores (2004) investigaram o transporte in vitro de
clorexidina incorporada em nanocapsulas através de pele de rato sem pélos utilizando
células de difusdo estaticas. Os resultados demonstraram que o encapsulamento
reduziu a absorgdo percutanea. Atraves de microscopia confocal a laser os autores
confirmaram que o transporte de nanocapsulas teve influéncia pela conducéo atraves
da pele. A integridade mecénica das nanocépsulas estimada pelo angulo de contato e
tensdo superficial foi mantida. Segundo os autores isso sugere que a flexibilidade das
nanocapsulas garantiu uma bioadeséo a pele enquanto sua rigidez restringiu a ligacao

molecular na pele controlando a liberagdo de clorexidina.

MOSQUEIRA e colaboradores (2005) prepararam nanocépsulas de PCL e
encapsularam substancias com alto carater lipofilico (o antifingico albaconazol e o
antimalarico halofantrina) com o objetivo de analisar e compreender possiveis
alteracOes induzidas pela inclus&o dessas substancias nos carreadores. Para esse estudo
microscopia de forga atdmica foi utilizada. Os resultados da razéo entre diametro e

altura das nanocépsulas contendo as substancias lipofilicas encapsuladas estiveram de
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acordo com hipdtese anteriormente levantada (MONTASSER e col., 2002) de que as
nanocapsulas, compostas por nucleo oleoso, achatam-se no substrato de mica. A partir
dos resultados os autores também sugerem que o nucleo oleoso das nanocéapsulas pode
estar em estado liquido (ou ndo-s6lido) o que permite a deformacdo das nanocapsulas.
As nanocapsulas seriam diferentes de outros sistemas, como as nanoesferas, por
exemplo, devido a sua capacidade de deformacédo e isso permitiria que elas fossem

capazes de passar através de espacos intercelulares (MOSQUEIRA e col., 2005).

Segundo OLIVERA-MARTINEZ e colaboradores (2005), a comparacdo da
velocidade de penetracdo do metoxicinamato de octila (MCO) incorporado em
nanoemulsdes e em nanocapsulas sugere que as nanoemulsées proporcionam uma
penetragdo mais rapida devido ao seu tamanho e flexibilidade comparada a das
nanocapsulas, que sdo maiores e possuem uma estrutura mais rigida. Da mesma forma,
mais recentemente, ALVES e colaboradores (2007) realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar a influéncia da composicéo e do tipo de estrutura dos diferentes
nanocarreadores (nanocapsulas, nanoesferas e nanoemulsdes) na penetracdo de
nimesulida atraves de pele humana. Os autores verificaram que para o gel contendo
nanoemulsdes de nimesulida ndo foi demonstrada a permanéncia do farmaco no
estrato corneo, mas sim sua penetracdo e permeacdo direta para a derme. Por outro
lado, a quantidade de nimesulida encontrada nas camadas mais profundas da pele foi
maior para o gel contendo nanocépsulas de nimesulida do que para o gel contendo
nanoesferas ou nanoemulséo de nimesulida. Os autores concluiram que a velocidade
de permeacdo de ativos veiculados a nanoemulsdo € mais rapida do que quando esses
sdo veiculados a nanoparticulas poliméricas, entretanto essas promovem uma maior

penetragdo dos farmacos.

Dessa forma, tendo em vista que alguns estudos sugerem que as nanocépsulas
podem ser estruturas com certo grau de deformacdo devido ao seu nucleo oleoso o
qual, na presenca de monoestearato de sorbitano, lipidio sélido, tem mudanca de sua
viscosidade, € interessante mostrar que, dependendo da composicdo, esses sistemas
poderiam ter deformacdo modificada e, assim, ser utilizados para diferentes fins.

Portanto, em paralelo, durante este trabalho também foi avaliada a hipdtese de que
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nanocapsulas de nucleo lipidico, ou seja, que contém monoestearato de sorbitano

(NCL) possuem deformacdo diferenciada de nanocapsulas sem este componente (NC).



4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas e materiais

Poli(epsilon-caprolactona) (PCL) Mw = 60.000 g/mol (Aldrich, Franga);
Monoestearato de sorbitano (Span® 60) (Delaware - Porto Alegre, Brasil);
Polissorbato 80 (Tween 80®) (Delaware - Porto Alegre, Brasil);

Mistura de triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TCC) (Delaware -

Porto Alegre, Brasil);

Metoxicinamato de octila (Embacaps-Porto Alegre, Brasil);
Fosfatidilcolina (Lipoid® 100) (Gerbras -Anapolis, Brasil);
Silica coloidal (Percoll®) (Pharmacia-Suécia);

Acetona P.A. (Nuclear - Brasil);

Cubetas de vidro borosilicado;

Cubetas de quartzo;

Substrato de mica muscovita;

As sondas utilizadas nas medidas de tapping por microscopia de forga atbmica
foram do modelo TESP7 (Veeco Probes, Santa Barbara-CA);

As sondas utilizadas nas medidas de contato por microscopia de forga atdmica
foram do modelo OTR4 (Veeco Probes, Santa Barbara-CA);

Coluna Waters Nova Park® RP-18 (4um, 3,9 x 150 mm) e pré-coluna Security

Guard Cartridges C18 phenomenex®.
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4.1.2 Aparelhos e equipamentos

Laboratdrio de Micro- e Nanoparticulas Aplicadas na Terapéutica, IQ/UFRGS:

Evaporador rotatdrio Biichi RE120 (Suiga);
Placa de agitagdo magnetica com 15 pontos Velp (Europa);

Dispositivo de aquecimento e circulagdo de agua, acoplado a termostato 1KA
EH4 (Alemanha);

Medidas de pH foram realizadas utilizando-se potencidometro Micronal B-474

(Séo Paulo, Brasil);

As analises de espalhamento multiplo de luz foram realizadas utilizando o

Turbiscan LabExpert (Formulaction, Toulouse, Franca);

Analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em

equipamento Perkin Elmer S-200 com injetor S-200, detector UV-VIS;

Medidas de tens@o superficial foram realizadas em Tensiometro DCAT 11

(Dataphysics, Alemanha), e placa Wilhelmy.

Departamento de Bioquimica/UFRGS, em colaboracio com a Profa. Dra. Ana Maria

Oliveira Battastini:

Estudos de densidade foram realizados em centrifuga modelo Hitachi CP70
MX, e rotor PS28T (Japéo).

Grupo de pesquisa: Sistemas Nanoestruturados para a Administracdo de Farmacos,

Faculdade de Farmacia/UFRGS, coordenado pela Profa. Dra. Silvia S. Guterres:
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e Anélises de espectroscopia de correlacdo de fotons e as analises de mobilidade
eletroforética foram realizadas utilizando um Zetasizer® Nanoseries, (Malvern,
Reino Unido);

e Anélises de difracdo a Laser foram realizadas utilizando um Mastersizer®,

(Malvern, Reino Unido);

e Medidas de Viscosidade foram realizadas em um viscosimetro vibro (A & D da
Empresa, do Japéo), modelo SV-10.

Departamento de Quimica Organica, IQ/UFRGS:
e Espectrofotdmetro UV-1601PC (Shimadzu, Japéo);

e Refratometro Carl-Zeiss do tipo Abbe (Jena, Alemanha).

Centro de Combustiveis, Biocombustiveis, Lubrificantes e 6leos/lUFRGS: Laboratoério
Multiusuario de Analise Térmica (LAMAT). Auxilio do Técnico Dr. Julio César

Pacheco Vaghetti:

e As anélises de calorimetria exploratoria diferencial foram realizadas em um

calorimetro de compensacéo de fluxo de calor (TA Instruments, Q20, EUA).

Laboratdrio de Microscopia Avancada, IF/UFC, em colaboragdo com o Prof. Dr.

Jeanlex Soares de Sousa e com a Doutoranda Luciana Magalh&es Rebélo Alencar:

e Medidas de microscopia de forga atdbmica foram realizadas em microscopio
Nanoscope Illa multimode (Digital Instruments-Veeco, Santa Barbara- CA,
E.U.A).
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4.2 Métodos
4.2.1 Preparacéao das dispersdes coloidais

O meétodo de deposigdo interfacial de polimero pré-formado (FESSI e col.,
1989) foi utilizado para preparar as formulagfes contendo ou ndo um lipidio sélido,
monoestearato de sorbitano, disperso no nicleo (MULLER e col., 2001; WEISS-
ANGELI e col., 2008; JAGER e col., 2009). Resumidamente, para a obtencdo das
suspensdes de nanocapsulas (NC), 0,25 g de PCL foram dissolvidos com 0,40 g de
uma mistura de MCO e TCC (1:1, v / v) em 67,2 mL de acetona. 0,095 g de
monoestearato de sorbitano e/ou 0,075 g de fosfatidilcolina, ou nenhum deles, foram
adicionados a solucéo organica anterior. Essa fase orgéanica foi injetada em uma
solugdo aquosa de 132,5 mL contendo 0,20 g de polissorbato 80 sob agitacéo
magnetica. Apos 10 min, a acetona foi removida e a suspenséo aquosa foi concentrada
sob pressdo reduzida a 40 °C. O volume final da suspenséo foi ajustado para 25,0 ml,
correspondendo a 8 mg ml* de MCO. As quantidades de componente oleoso e de
monoestearato de sorbitano foram reduzidas a metade das quantidades usualmente
empregadas desses componentes para o preparo das formulagdes (JAGER, 2008). As
formulacGes de nanoemulsbes foram preparadas conforme descrito acima omitindo-se
0 polimero na fase orgénica (CALVO e col., 1996; TEIXEIRA e col., 2002; CRUZ e
col., 2006a). As composicdes quali-quantitativas das formulacfes estdo expostas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Composicdo quali-quantitativa das formulacdes de NC, NCL, NE e NEL
(volume final= 25 mL).

Constituinte NCLNCLy NCr NCy NELr NELyNERNE,
PCL (mg) 250 250 250 250 - - - -
Monoestearato de sorbitano oz oz . . g5 g5 . .
(mg)

Fase Fosfatidilcolina (mg) 75 - 7% - 715 - 75 -
organica MCO (mg) 200
TCC (mg) 200
Acetona (mL) 67
Fase Polissorbato 80 (mg) 200
aquosa Agua MilliQ® (mL) 133

As formulagbes contendo monoestearato de sorbitano foram nomeadas
nanocépsulas de nucleo lipidico (NCL) ou nanoemulsdes lipidicas (NEL) enquanto
que as formulagdes de nanocapsulas ou de nanoemulsdes sem este componente foram
chamadas de NC e NE, respectivamente. Essas formulagdes foram preparadas na
presenca, NCLg, NCg, NELf e NEF, ou auséncia de fosfatidilcolina, NCL,, NCy, NEL,
e NE,. Para comparacdo, uma formulagdo de nanoemulsédo foi preparada utilizando

exclusivamente TCC (0,40 g) e polissorbato 80 e chamada de NE+cc.

4.2.2 Distribuigcao de tamanho, tamanho médio e polidisperséo

A anédlise da distribuicdo de tamanho de particulas foi primeiramente
investigada por difracdo de laser em Mastersizer, obtendo-se tamanhos de particulas
por volume e o valor de tamanho médio, obtido pelo calculo do valor médio de
diametro de esfera equivalente (D 5;) conforme Equacéo 6, assim como os valores de

polidispersdo (SPAN) através da Equacéo 7.
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(Equacdo 6)

SPAN = (D0.9 - DO.l)

0.5
(Equacgdo 7)

onde Dyg € 0 tamanho que abrange 90 % da curva de distribuicdo, Do; é 0 tamanho
que abrange 10 % das particulas de menor tamanho sob a curva de distribuicéo e Dy s €

0 tamanho que representa a mediana da curva de distribuicdo de tamanhos.

4.2.3 Diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta

As determinacGes de didmetro médio (z-average, calculado pela funcdo de
correlagdo) e o indice de polidispersdo (PDI), Equagdo 8, foram realizadas por
espalhamento de luz dindmico em ZetaSizer apds diluicdo das amostras em &agua
MilliQ® (0,45 um). Para cada medida foram realizadas 7 varreduras de 10 segundos
cada. Empregando o mesmo equipamento, os valores de potencial zeta foram obtidos
pela analise da mobilidade eletroforética de cada amostra (20 medidas). As anélises
foram realizadas apds diluicdo adequada das suspensdes ou emulsdes com solugédo
aquosa de NaCl 10 mM pré-filtrada (0,45 um). As andlises foram realizadas em

triplicata de lote a temperatura ambiente (25 °C).

2
PDI =%

D
(Equacdo 8)

onde ¢ é 0 desvio padrdo de uma gaussiana hipotética de distribuicdo e Z é o z-

average.
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4.2.4 Medidas de tenséo superficial

Os valores de tensdo superficial das fases organicas e da fase aquosa das
suspensdes de NCL e de NC e das formulages de NEL e de NE foram determinados
pelo método de placa de Wilhelmy utilizando tensidmetro. Cada medida foi feita em
triplicata a 23 + 1 °C (n=3).

4.2.5 Medidas de Viscosidade

Os valores de viscosidade das fases orgénicas das suspensdes de NCL e de NC
e das fases organicas das formulacbes de NEL e de NE foram determinados em
viscosimetro vibracional. A calibracdo do equipamento foi realizada com o solvente
organico utilizado nas fases organicas (acetona). Trés medidas de trés lotes diferentes

foram realizadas a 23 °C + 1 (n=9).

4.2.6 Turbidimetria

A turbidez  (cm™) dos sistemas foi determinada por método descrito
anteriormente (ZATTONI e col., 2003; ZATTONI e col., 2004, POLETTO e col.,
2008a) (Equacdo 9). As formulagdes foram diluidas (4gua MilliQ®) e analisadas por

espectrofotometria UV-Vis.
T= % In(10)- A

(Equacdo 9)
onde b (cm) é o percurso optico da célula e A é o sinal de absorbancia.

Em uma amostra suficientemente diluida de particulas esféricas, z € uma funcéo
do diametro de particula d (cm), da concentracdo de particulas cm™ (N) e da grandeza

adimensional W, que é a eficiéncia de extin¢do (Equacéo 10).
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r=2d2.N-W
4

(Equacao 10)

onde W é uma funcéo do tipo W(x, m), onde x é o pardmetro de tamanho definido
como x=nd/4, onde 1 (cm) € o comprimento de onda incidente do meio dispersante, e 0
parametro m é o indice de refracéo relativo da particula. A um indice de refragéo fixo,

W pode ser obtido pela Equagéo 11.

_ K-2In(10) - p-d
B 3

W

(Equacao 11)

onde d (cm) é o didmetro da particula, p (g cm™) é a densidade e K (cm? g?) é o

coeficiente de extingdo da amostra, que pode ser calculado utilizando a Equacdo 12.
7=1In(10)-K-c
(Equacéo 12)

onde ¢ (g cm™) é a concentracio da amostra. Desta forma, as suspensdes de NCL e de
NC e as formulagdes de NEL e de NE foram diluidas (4gua MilliQ®) para uma gama
de concentracbes das formulacGes (soma da massa de todos os componentes da
particula/goticula dividido pelo volume final da formulagédo) obedecendo lei de
Lambert-Beer. As amostras diluidas foram analisadas em 400 nm (nenhuma absorcéo
do MCO ocorre neste comprimento de onda). Os didametros d (Equacéo 11) utilizados
foram os didmetros medios obtidos experimentalmente através de espectroscopia de

correlagéo de fotons.

Os valores de 4rea total (cm?), Sy, dos sistemas foram obtidos a partir da
Equacéo 13.
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S;=N-(4.7-r?)
(Equacao 13)

onde N é o nimero de particulas por cm® e r (cm) é o raio da particula ou da goticula.

4.2.7 Calorimetria exploratéria diferencial

As formulacdes de NCL e de NC foram analisadas por calorimetria exploratoria
diferencial. Para tal, as suspensdes tiveram 0 seu conteudo de &gua retirado por
evaporacdo a baixa pressdo e 0s seus respectivos residuos foram, posteriormente,
colocados em dessecador por 24 h. O equipamento utilizado foi um calorimetro de
compensacéo de fluxo de calor, sendo que as referéncias foram amostras das matérias-
primas: PCL, monoestearato de sorbitano, fosfatidilcolina e MCO. Foram realizados
dois ciclos, um de -80 °C a 100 °C e outro de 100 °C a -80 °C, com intervalo de 10

°C/min.

4.2.8 Anélises de Espalhamento Mdltiplo de Luz

As analises de espalhamento multiplo de luz foram realizados em um
equipamento TurbiscanLab, cujo sistema de deteccdo consiste de um feixe de luz no
infravermelho proximo (A= 880 nm) e dois detectores [um para detectar a luz
transmitida e outro para detectar a luz retroespalhada, backscattering (BS)]. Os
detectores de transmissdo e de backscattering recebem luz em angulos de 180° e 45°,
respectivamente, em relagéo ao feixe de luz incidente. O sistema detector realiza uma
varredura da base para o topo da cubeta Optica de altura de 55 mm, adquirindo o0s

dados a cada 40 um de intervalo.

Para executar as analises, a cubeta foi preenchida até cerca de 44 mm de sua
altura com cada suspensdo ou nanoemulsdo. As amostras foram analisadas em uma

temperatura constante (determinagdo dos perfis de BS) ou utilizando um gradiente de
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temperatura [método de espalhamento multiplo de luz em temperatura variada (EML-
TV)]. As curvas obtidas fornecem o fluxo de luz transmitido ou retroespalhado em
percentagem relativa a dois padrdes de referéncia (suspenséo de esferas monodispersas

de latex e dleo de silicone).

4.2.8.1 Perfis de BS

As formulagdes foram analisadas em uma cubeta Optica pelo periodo de 10 h a
temperatura constante de 25 °C, usando o modo de varreduras mdltiplas (uma
varredura a cada 5 min). As variag6es de sinal de BS de todas as varreduras em relacao
a primeira varredura foram utilizadas para acessar os perfis de variagdo de BS e, assim,
visualizar os fendmenos de migracdo (sedimentagdo, cremagem) e/ou variagdo de

tamanho de particula (floculacéo, coalescéncia).

4.2.8.2 Método EML-TV

Cada formulagéo foi vertida em uma cubeta Optica sem qualquer diluicdo prévia
e o sinal de BS foi obtido utilizando um gradiente de temperatura entre 23 °C a 56 °C,
para o qual a temperatura foi manualmente variada a cada 3 °C, esperando 5 min para
a estabilizacdo da temperatura e realizagdo da varredura. O tempo de duragéo total de
cada analise foi inferior a 1 h.

4.2.8.2.1 Determinacéo de parametros termodinamicos

Para a determinacéo das variaveis termodinamicas: variagdo de entalpia padréo
de floculagdo (AH%,.) e variacdo de entropia padrdo de floculacdo (AS%.), os dados
de espalhamento mudltiplo de luz, obtidos como descrito no item 4.2.8.2, foram

plotados em diagrama de van’t Hoff. Os valores de variagdo de energia livre de
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floculacdo (AGsoc) em funcdo da temperatura foram obtidos por meio da equagéo de
Gibbs (Equacéo 14).

AG 4o, = AH® 1 —TAS°

floc floc floc

(Equacao 14)

4.2.9 Indice de refracédo

Os indices de refracdo do 0leo e da fase aquosa (polissorbato 80 em agua) que
foram utilizadas para preparar a formulacdo NEqcc foram determinados por um
refratbmetro onde os prismas foram fechados em uma camisa-de-agua ligada a um
banho termostatizado. As fases, organica e aquosa, foram preparadas em duplicata e

foram realizadas trés medicdes para cada solucao (n=6).

4.2.10 Delineamento fatorial

A presenca ou ndo de polimero, fosfatidilcolina e monoestearato de sorbitano
foram escolhidos como fatores (X3, X, e X, respectivamente) e avaliados quanto a sua
influéncia sobre a estabilidade do sistema, utilizando um modelo fatorial completo 22,
Para avaliar, separadamente, o efeito desses fatores sobre a estabilidade de cada
sistema coloidal, NCL e NC ou NEL e NE, foram delineados modelos fatoriais 22
utilizando, portanto, como fatores somente fosfatidilcolina (X;) e monoestearato de
sorbitano (X3). Os fatores foram estabelecidos em dois niveis cada. Onde o menor
(auséncia) e o maior (presenca) nivel foram representados pelos sinais -1 e 1,
respectivamente (Tabela 2). A variacdo da entalpia padréo de floculacéo foi utilizada
como variavel resposta. O software Statgraphics Plus® (STATGRAPHICS Plus versio

5.1) foi utilizado para realizar a analise estatistica dos dados.
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Tabela 2. Codificacdo das formulagGes segundo os niveis (1 e -1) das variaveis
principais e originais para o desenho fatorial 2°. No caso dos desenhos 22 para 0s
sistemas NCL e NC ou NEL e NE somente foram consideradas as colunas das
variaveis fosfatidilcolina e monoestearato de sorbitano.

Variavel principal Polimero Fosfatidilcolina  Monoestearato de sorbitano
Variavel original X1 X X3
Formulagéo Formulagéo codificada

NCL¢ 1 1 1
NCL, 1 -1 1
NCe 1 1 -1
NCo 1 -1 -1
NEL¢ -1 1 1
NEL, -1 -1 1
NEE -1 1 -1
NE, -1 -1 -1

4.2.11 Estudos de densidade

O estudo de densidade das particulas foi realizado em gradiente de silica
coloidal (Percoll 54% v/v em NaCl 0,15 M) formado in situ durante ultracentrifugacéo
a 20 °C e 30.000 xg durante 90 min (PERTOFT, 2000). Para as anélises, 19,6 ml da
solucdo foram adicionados a 0,4 mL de dispersdo coloidal concentrada. Marcadores,
beads, de diferentes densidades foram utilizados para a calibracdo externa das bandas.
Faixas de papel milimetrado foram utilizadas para medir a distancia entre o topo do
menisco até o limite da banda. As densidades foram calculadas a partir das curvas
padrdo plotando-se a distancia do inicio até a banda versus a densidade de cada banda
de marcador. Formulagbes de nanoesferas, nanodispersao de monoestearato de

sorbitano e lipossomas de fosfatidilcolina foram preparadas para comparagdes nos
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estudos de densidade (Tabela 3). Essas formulages foram preparadas empregando-se

0 método descrito na se¢do 4.2.1.

Tabela 3. Composicdo quali-quantitativa das formulacbes de nanoesferas (NS),
nanodispersdo (ND) e lipossomas (LS) (volume final= 10 mL).

Constituinte NS ND LS
Fase aquosa Polissorbato 80 80
Agua MilliQ® 53
PCL (mg) 100 - -
Monoestearato de sorbitano (mg) - 38 -
Fase organica
Fosfatidilcolina (mg) - - 30
Acetona (mL) 27

4.2.12 Estudos de estabilidade fisica em tempo real e valida¢cdo do método EML-
TV

Analises de difracdo de laser, observacdo macroscopica e espalhamento
multiplo de luz foram realizadas nas formulagfes de NCL, NC, NEL e NE logo apos o
preparo e apos ou durante um determinado periodo de armazenamento. Os valores de
tamanho médio e SPAN foram medidos por difracdo de laser em intervalos de 0, 15,
45, 60 e 90 dias. Utilizando a mesma técnica, a distribuicdo de tamanho em volume
(%) foi determinada apos cinco meses (150 dias) de armazenamento das formulagdes e
comparada com aquelas obtidas logo ap6s o preparo. As formulacdes de NCL e NC
foram analisadas quanto ao seu aspecto visual macroscopico apos cinco meses (150
dias) de armazenamento. Anélises de espalhamento multiplo de luz foram realizadas,
com varreduras de 1 h, para todas as formulagdes a cada periodo de 0, 15, 30, 60 e 90
dias. As condi¢fes de armazenamento utilizadas foram temperatura ambiente

(aproximadamente 23 °C) e abrigo da luz.
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4.2.13 Analise de estabilidade quimica
4.2.13.1 Método Analitico

O método analitico foi validado conforme descrito por (WEISS-ANGELI,
2008) utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A fase mdvel
consistiu de acetonitrila/agua MilliQ® (85:15, v/v), fluxo de 1,0 mL/min, A= 310 nm.
Foram preparadas dilui¢ces de 5 a 40 ug/mL em metanol a partir de solugdo-mae de

MCO em metanol.

4.2.13.2 Medidas de pH

As mediadas de pH foram realizadas por potenciometria sem diluicdo prévia

das amostras.

4.2.13.3 Estabilidade quimica

As formulagbes foram acompanhas segundo o teor de MCO e pH durante um
periodo de 90 dias (0, 15, 30, 60 e 90 dias). Para quantificar o MCO nas formulagdes,
um volume determinado de cada suspensdo de NCL ou de NC e de cada formulagdo de
NEL ou de NE foi diluido em metanol, correspondendo teoricamente ao ponto medio
(10 pg/mL) da curva padrdo de quantificagdo. Cada teor em fungdo do tempo foi
correlacionado com o teor inicial de cada formulagdo e expresso em percentagem de
MCO (%).

4.2.14 Capacidade de deformacéo das particulas

A diferenca qualitativa no comportamento elédstico (ou nanomecanico) das
nanocapsulas, contendo (NCL) ou ndo (NC) o lipidio s6lido, monoestearato de

sorbitano, disperso no ndcleo, foi determinada por meio de microscopia de forga
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atbmica (AFM). As suspenstes de nanocapsulas foram diluidas 1000x, em &gua
MilliQ®, sendo 5 pL desta solugdo depositados sob substrato de mica, que foi deixado
em repouso até completa evaporagdo da &gua. Para avaliar o formato, didmetro e
altura, imagens topogréaficas e de fase foram realizadas ao ar, em modo tapping. Nesse
modo de varredura foram utilizadas sondas com constante de mola entre 20 e 80 N/m.
Para determinar a rigidez das amostras, medidas foram realizadas em modo contato
aplicando o procedimento de Force Volume, o qual forneceu curvas de forga. Nesse

modo de analise, foram utilizadas sondas com constante de mola de 0,08 N/m.

A taxa de varredura empregada nas medidas de topografia foi de 1 Hz. As
medidas de volume de forca foram realizadas com resolugdo de 256 pontos por cada
curva de forca, 64 x 64 curvas de forca, igualmente distribuidas sobre a area de
varredura selecionada em cada medida. A taxa de varredura empregada nesse modo foi

de 5 Hz. A forca aplicada em cada indentagéo foi de aproximadamente 4 nN.

Os dados das curvas de forca foram analisados a partir de uma rotina
matematica, escrita em Matlab, desenvolvida pelos pesquisadores Prof. Dr. Jeanlex
Soares de Sousa e com a Doutoranda Luciana Magalhdes Rebélo Alencar,
colaboradores da Universidade Federal do Ceara (LMA - Laboratorio de Microscopia
Avancada). Tal rotina é baseada no modelo de Hertz para deformacdo de solidos,
considerando-se a geometria do indentador como sendo conica (HERTZ apud
NEUMANN, 2009; SNEDDON apud NEUMANN, 2009).1

! HERTZ, H. Uber die Beriihrung Fester Estastischer Koérper. Journal fiir die Reine und Angewandte
Mathematik, v. 92, p. 156-171, 1881 apud NEUMANN, T. Determining the elatic modulus of biological samples
using atomic force microscopy. Application Report for JPK Instruments AG, Maio, 2009. Disponivel em <
http://www.jpk.com/index.230.en.html>. Acesso em 30.01.2010.

SNEDDON, I. N. The relation between load and penetration in the axisymmetric Boussinesg problem for a
punch of arbitrary profile. International Journal of Engineering Science, v. 3, p. 47-57, 1965 apud
NEUMANN, T. Determining the elatic modulus of biological samples using atomic force
microscopy.Application Report for JPK Instruments AG, Maio, 2009. Disponivel em <
http://www.jpk.com/index.230.en.html>. Acesso em 30.01.2010.
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4.2.14.1 Fundamentacéo tedrica das medidas de AFM

Através das medidas de volume de forca (Force Volume) realizadas no modo
contato, dados qualitativos a respeito da capacidade de deformagdo das nanocapsulas
foram obtidos. O “volume de forga” é constituido por uma disposicdo tridimensional
da combinacdo das curvas de forga de um conjunto de pontos x-y apresentando a
vantagem, em relacdo as curvas de forgca simples, de possibilitar que um conjunto de
curvas seja coletado em todo o intervalo de varredura analisado. As curvas de forca
obtidas (Figura 4) carregam informacdes a respeito do potencial de interacdo entre o
par sonda-amostra. Para analisar as curvas obtidas em um dado intervalo da forca
aplicada sob amostra e obtengdo dos dados de rigidez € necessario converter os valores
de deflex&o em valores de forca. Isso somente é possivel através da extracdo dos dados
das curvas e aplicacdo de modelos tedricos, pois elas ndo podem ser comparadas com
gréaficos potenciais de mesma natureza devido a presenca fatores vinculados ao proprio
equipamento (deflexdo do cantilever decorrentes das forcas intermoleculares entre a
sonda e as moléculas da superficie indentada), assim como caracteristicas ligadas ao

tipo de rigidez da amostra (que pode ser pouco ou muito indentavel).

- T
$
% Setpoint (S) l(-: T :’E?"’D
3 te <
g e g

» Aproximagio Retragao
Posigdo da Amostra

Figura 4. Imagem esquemética mostrando uma curva de forca. Adaptado de
THOURTON, 1997.
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Considerando que os cantilevers podem ser considerados molas lineares para
pequenas deflexdes, para transformar os valores de deflexdo em valores de forca, a lei

de Hooke pode ser aplicada (Equagéo 15).

F=k_ -x

(Equacéo 15)

onde F é a forca (N/m, que resultam em nN ou uN em atmosfera ambiente), k. é a

constante de mola (N/m) e x é a deflex&o do cantilever (nm).

No caso de amostras que sdo deformadas pelo cantilever (macias), a indentagéo
o0 é dada pela diferenca entre a altura z da base da amostra e a deflexdo x do cantilever

(Equacao 16).
5=(z-24)-(x=x,)=2-125 — X+ X,
(Equacéo 16)

onde X, € 0 ajuste da deflexdo e zo é a posicdo onde a sonda tocou a amostra pela
primeira vez. Esses ajustes sdo necessarios, pois a deflexdo ndo e necessariamente nula
quando o cantilever ndo estd em contato com a amostra (0 que pode ser devido a
vibracGes ou estresses no cantilever). Por razdes similares, os ajustes na altura também

sdo considerados.

A partir do modelo de Hertz, é descrita a resposta elastica de uma amostra
infinitamente macia, em comparacdo ao indentador, 0s quais, nos casos das sondas
AFM, possuem formato cOnico ou parabdlico. Como a geometria do indentador
utilizado neste trabalho foi conica, somente a equagdo que considera essa geometria é

demonstrada (Equagdo 17).

2 E

= — . 2
I:Hertz _7Z' m 6 tan(@)

(Equacdo 17)
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onde Fuer, € a forga necessaria para deformar uma amostra elastica, ¢ é a indentacgéo, E
é a resposta elastica (modulo de Young), v € o raio de Poisson e 8 é o angulo de
abertura do cone. A inclinagdo (“slope”) da curva que relaciona E e a Fy., € dada pela
derivada de Frerp €m funcéo de 6° (Equacdo 18), a qual, reorganizada, fornece o valor
de E (Equacéo 19).

(Equacao 18)

_x 1
2 tan(0)

slope

(Equacéo 19)

Os valores das variaveis da equacdo acima sdo geralmente conhecidos ou
podem ser obtidos experimentalmente. A constante de mola k. e o angulo de abertura
a sdo fornecidos pelo fabricante das sondas ou podem ser determinados no
experimento. A deflexdo x e a altura z s&o valores extraidos das curvas de forga obtidas
com o AFM. O valor de X, é obtido pela media dos valores de x fora da amostra
(geralmente os primeiros 100 nm). O modulo de Young E, representado por tensédo
versus deformagdo € o parametro mecénico que proporciona uma medida quantitativa

da rigidez do material.

4.2.15 Andlise estatistica

Os dados foram avaliados empregando-se teste-t e ANOVA como meétodos

estatisticos, a=0,05 (SigmaStat para Windows, Versdo 3.5).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Preparacao das dispersdes coloidais

Os sistemas coloidais submicrométricos foram preparados por deposicdo
interfacial de polimero pré-formado (NC ou NCL) ou emulsificagdo espontanea (NE
ou NEL) (FESSI e col., 1989; CALVO e col.,, 1996; MULLER e col., 2001;
TEIXEIRA e col., 2002; CRUZ e col., 2006a; JAGER e col., 2009). As formulagdes
de nanocapsulas (NC), de nanocapsulas de ndcleo lipidico (NCL), de nanoemulsdes
(NE) ou de nanoemulsdes lipidicas (NEL) apresentaram aspecto leitoso opalescente
com efeito de Tyndall. As estruturas quimicas dos componentes das formulacgdes

encontram-se em anexo (ANEXO 1).

Ap0s o preparo, as formulages de NC, NCL, NE e NEL foram analisadas por
difracdo de laser para se verificar a distribuicdo de tamanho (Figura 5), os valores de

tamanho médio e os valores SPAN (Tabela 4).

20 - —— NCLF 20 - —~— NELF
@) ~~ NCLg - NELo
16 A ~ NCq 16 A - NEr
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Figura 5. Graficos de distribuicdo de tamanho de particula (volume %) para as
formulacGes (a) de NCL e NC e (b) de NEL e NE, obtidos por difragdo de laser. n=3
(lotes).
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Tabela 4. Valores (média £ DP) de tamanho médio e SPAN obtidos para as
formulacBes de NC, NCL, NE e NEL. n=3 (lotes).

Formulagéo Tamanho medio (nm) SPAN
NCLg 310 +36 1,30 £ 0,14
NCL, 286 + 21 1,23 +0,11
NC 283 +35 1,23+0,20
NC, 319+3 1,13 £ 0,05
NELg 162 + 25" 1,42 +0,07
NEL, 207 + 65" 1,38 0,30
NE: 356 + 13° 0,81+ 0,06
NE, 157 + 16°™ 1,53+0,10

* Teste-t entre formulagbes com e sem fosfatidilcolina ou monoestearato de sorbitano e entre nanocapsulas e
nanoemulsdes correspondentes. ANOVA One-Way para comparagfes de todas as formulagbes de nanocapsulas

ou de nanoemulsdes. a=0.05.
** | etras diferentes indicam significancia estatistica (Teste-Tukey para comparagdes multiplas de amostras com
diferenca significativa entre as médias).

As distribuicbes de tamanho em volume cumulativo percentual, obtidas por
difracdo de laser, mostraram-se na escala nanomeétrica. Tanto as formulagfes de NC
(NCk e NCy) quanto as formulages de NCL (NCLg e NCL,) apresentaram valores de
tamanho meédio ao redor de 300 nm, sem diferencas significativas dentro e entre as
séries (P>0,05). Para as formulacfes de NE (NEr e NE), os valores de tamanho médio
foram estatisticamente maiores (P<0,05) para a formulagdo NE¢ (356 £ 13 nm) do que
para a formulacdo NE, (157 + 16 nm). Por outro lado, para as formulacdes de NEL
(NELf e NEL,), tais valores permaneceram entre 162 + 25 nm (NEL¢) e 207 £ 65 nm
(NEL,), néo apresentando diferencas significativas (P>0,05). A comparagdo multipla
entre as formulagdes de nanoemulsdes indicou que a formulacdo NEF apresentou 0s

maiores valores de tamanho médio (P<0,05).

Para as formulagdes de NCL, os valores de tamanho meédio foram 310 £+ 36 nm

(NCLE) e 286 £+ 21 nm (NCL,) enquanto que para as formulagdes de NEL esses foram
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162 =25 nm (NELg) e 207 + 65 nm (NEL,). O que indica que as formulagdes de NCL
apresentaram tendéncia a maiores valores de tamanho médio do que as formulacdes de
NEL correspondentes. Por outro lado, o mesmo néo foi observado entre as
formulacGes de NC (NCg e NC,) e de NE (NEr e NE) correspondentes, pois, enquanto
a formulagdo NC, (319 = 3 nm) apresentou maiores valores de tamanho médio que a
formulacdo NE, (157 + 16 nm), o inverso foi observado entre NCg (283 = 35 nm) e
NEE (356 + 13 nm) (P<0,05). Valores de SPAN proximos a 1 foram apresentados por

todas as formulagdes, o0 que indica estreita distribui¢do de tamanho.

5.2 Didametro médio, indice de polidisperséao e potencial zeta

Uma vez que as distribuicbes de tamanho obtidas por difracdo de laser
mostraram-se em escala nanométrica e estreitas, analises suplementares de
caracterizacao foram realizadas. A espectroscopia de correlacdo de fotons, que é mais
precisa para a nanoescala, foi realizada para determinar os valores de didmetro médio,

distribuicdo de diametros e indice de polidispersado (PDI) dos coldides (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores (média = DP) de diametro medio, PDI e potencial zeta, obtidos para
as formulagtes de NC, NCL, NE e NEL. n=3."

Formulacéo Diametro médio (nm) PDI Potencial zeta (mV)
NCL¢ 206 £6 0,15+ 0,02 -12+2
NCL, 217 +20 0,14 + 0,02 -14+4
NCe 237 +8 0,15+ 0,02 -12+1
NC, 216 +8 0,16 + 0,04 -8+3
NELE 206 +55 0,10+ 0,03 6+1
NEL, 218 + 34 0,23+0,12 -12+4
NEE 222 +35 0,18 + 0,05 -6+1
NE, 172 +1 0,06 + 0,03 -13+2

* Teste-t entre formulagbes com e sem fosfatidilcolina ou monoestearato de sorbitano e entre nanocapsulas e
nanoemulsdes correspondentes. ANOVA One-Way para comparagfes de todas as formulagbes de nanocapsulas
ou de nanoemulsdes. a=0.05.

Os resultados mostraram valores de didmetro médio em torno de 200 nm para a
maior parte das formulagdes. As formulagbes de NC e de NE contendo
fosfatidilcolina, NCg (237 £ 8 nm) e NEr (222 + 35 nm), mostraram tendéncia a
maiores valores de didmetro médio do que as outras formulages de mesma natureza
coloidal (NCLg, NCL,, NCy e NELf, NEL,, NEy). Conforme havia sido observado nos
resultados anteriormente mostrados de difracdo de laser, a formulacdo NE, apresentou

tendéncia aos menores valores de didmetro médio (172 = 1 nm) (P<0,05).

Os valores de diametro médio n&o apresentaram diferencas significativas entre
NCL (NCLr e NCL,) e NEL (NELg e NEL,) (P>0,05). Por outro lado, entre as
formulacdes de NC e NE, NC, diferiu significativamente de NE, quanto aos valores de
didmetro médio (P<0,05). Entretanto, os resultados de diametro médio obtidos estéo
em conformidade com os valores apresentados por esses sistemas quando 0s mesmos
sdo obtidos através dos metodos de preparo utilizados: deposicdo interfacial de
polimero pré-formado (FESSI e col., 1989; JAGER e col., 2007) ou emulsificagdo-



LUANA A. FIEL 5. Resultados e Discussao 57

espontanea (TEIXEIRA e col., 2002; CRUZ e col., 2006a). Ainda, embora tais
sistemas sejam polidispersos, os valores de PDI abaixo de 0,25 indicaram que a

distribuicdo de diametro é estreita.

Valores de potencial zeta foram determinados no intervalo de -5 a -18 mV.
Levando em consideracdo as caracteristicas dos componentes utilizados, tais valores
sdo explicados devido aos materiais dos coloides que tém funcbes oxigenadas e,
portanto, apresentam densidade parcial negativa na pseudo-fase interface. Os valores
proximos de zero de potencial zeta sdo conseqiiéncia do efeito de impedimento estéreo
do polissorbato 80, tensoativo n&o-idnico utilizado para estabilizar os coldides
(JAGER e col., 2009).

Os graficos de distribuicdo de didmetro para as formulagdes de NCL e NC
(Figura 6) e de NEL e NE (Figura 7) foram plotados considerando as contribuigdes das
particulas sob a luz espalhada em intensidade (%), em volume (%) e numero (%) de
trés medidas de um mesmo lote, durante uma analise, e da media de trés lotes de

formulacéo.
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Figura 6. Graficos de distribuicdo de diametro por intensidade (%), volume (%) e
namero (%) de trés medidas de um lote e Graficos de distribuicdo de didametro por
intensidade da média de trés lotes (ultimo grafico da direita) das formulagdes de NCL
(@) NCLg, (b) NCL, e de NC (c) NCg, (d) NC,.
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Figura 7. Graficos de distribuicdo de didmetro por intensidade (%), volume (%) e
namero (%) de trés medidas de um lote e Graficos de distribuicdo de didametro por
intensidade da média de trés lotes (Gltimo gréafico da direita) das formulagfes de NEL
(@) NELf e (b) NEL, e de NE (c) NEf e (d) NE,.

Para as formulacdes de nanocépsulas (NC) e nanocépsulas de nucleo lipidico

(NCL), Figura 6, pode-se observar que as diferentes medidas de um mesmo lote

mantiveram o mesmo perfil unimodal, com maximos de intensidade (%), volume (%)

e numero (%) similares e com mesmo valor de didmetro entre cada medida. Os

resultados demonstram que tanto as suspensdes de NC quanto de NCL s&o coloides

cineticamente estaveis ndo havendo trocas de massas entre as particulas durante a

medida realizada (7 varreduras de 10 segundos cada) em temperatura ambiente, logo
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apos o preparo das formulagdes. Os graficos representando a meédia de trés lotes

mostraram a excelente reprodutibilidade do método de preparagdo desses sistemas.

Para as formulagfes de nanoemulsdo (NE) e de nanoemulsdo lipidica (NEL),
também foi observado um perfil unimodal para as diferentes medidas de um mesmo
lote (Figura 7). Entretanto, em relagdo aos valores de intensidade (%), volume (%) e
namero (%), observa-se que, embora o mesmo valor de didmetro pareca ser
responsavel pelo valor méximo de cada medida, esses ndo apresentam valores
méaximos (%) similares independente da composicdo da formulagdo. Embora exista
diluicdo do sistema para anélise, tais resultados indicam uma maior variacdo na
obtencdo dos sistemas emulsionados sem a presenga de polimero (NEL e NE). Os
graficos de didmetro em funcdo da intensidade de luz espalhada (%) representando a
média de trés lotes mostraram desvios-padrdo maiores do que aqueles observados para
os sistemas NC e NCL. Esses resultados mostraram que a reprodutibilidade na
obtencéo de diferentes lotes das NE e das NEL & menor do que a reprodutibilidade
entre lotes na obtengdo das NC e NCL. Adicionalmente, os dados corroboram achados
anteriores de que a presenca da parede polimérica em NC e NCL aumenta a
estabilidade dos coloides quando comparados, respectivamente, com NE (CALVO e
col., 1996) e NEL (JAGER e col., 2007; JAGER e col., 2009).

5.3 Medidas de tensdo superficial e de viscosidade

Estudos que investigaram quais as caracteristicas do sistema tém maior
influéncia sobre suas propriedades termodinamicas apontaram para o diametro das
particulas/goticulas. Esses estudos indicaram que particulas maiores s&o mais
propensas a fendmenos de aumento de tamanho de particula (DALE e col., 2005;
DALE e col., 2006).

Conforme os resultados de difracdo de laser mostraram, exceto para a
formulacdo NCg, cuja formulacdo correspondente (NEg) apresentou valores mais

elevados de tamanho médio, as formulacfes de NCL (NCLr e NCL,) e a formulacéo
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NC, apresentaram valores de tamanho médio ligeiramente superiores aos das suas

formulacGes de nanoemulséo correspondentes, NELg, NEL, e NE,, respectivamente.

Sabe-se que o didmetro final de particula/goticula pode estar relacionado com
os valores da tensdo superficial e viscosidade das fases organica e aquosa empregadas
nas preparacoes dos coléides (MOSQUEIRA e col., 2000; PELTONEN e col., 2002;
GALINDO-RODRIGUES e col., 2004). Assim, para investigar as diferengas nos
valores de tamanho medio encontradas entre formulacdes de NCL e NC em relagéo as
formulacdes de NEL e NE, medidas de tensdo superficial e viscosidade das fases
orgéanicas foram realizadas (Tabela 6). Os valores de tensdo superficial (39,940 +
1,962 mN m™) e viscosidade (1,04 + 0,04 mPa s™) das fases aquosas s&o iguais para
todas as formulagdes, uma vez que a mesma composic¢do de fase aquosa foi utilizada

para Seu preparo.

Tabela 6. Tensdo superficial e viscosidade das fases orgéanicas das formulagdes de
NCL, NC, NEL e NE. n=3."

Formulacéo Tenséo superficial (MN m™) Viscosidade (mPas™)
NCL¢ 23,269 £+ 0,047 0,41 +0,03
NCL, 23,273 £ 0,023 0,40 £ 0,03
NCk 23,215+ 0,018 0,40+ 0,01
NC, 23,232 £ 0,042 0,38+ 0,03
NEL 23,155 + 0,008 0,36 +£ 0,03
NEL, 23,172 +£ 0,002 0,35+ 0,04
NEE 23,180 + 0,017 0,37+ 0,04
NE, 23,105 + 0,058 0,33+0,01

* Teste-t entre formulagbes com e sem fosfatidilcolina ou monoestearato de sorbitano e entre nanocapsulas e
nanoemulsdes correspondentes. ANOVA One-Way para comparagfes de todas as formulagfes de nanocapsulas
ou de nanoemulsdes. a=0.05.
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Exceto para NCr e NEg, as quais ndo apresentaram diferencas significativas
entre si (P>0,05), os valores de tensdo superficial foram maiores para as fases
orgéanicas das formulacbes de NCL e NC em comparagdo as fases organicas das
formulacGes de NEL e NE correspondentes (P<0,05) (Tabela 6). A comparagédo
maltipla das formulagdes de cada sistema coloidal ndo mostrou diferencas
significativas (P>0.05). As medidas de viscosidade também mostraram uma tendéncia
a valores mais elevados para as fases organicas das formulagGes de NCL e NC do que
para as fases orgénicas das formulacfes de NEL e NE correspondentes (Tabela 6).
Dessa forma, os valores de tamanho médio mais elevados observados para
formulacGes de NCL (NCLr e NCL,) em relacdo a NEL (NELg e NEL,), de NC, em
relacdo a NE,, assim como de NEr em relagdo a NCy, mostraram que, para os métodos
de preparo utilizados neste trabalho (deposicdo interfacial de polimero prée-formado e
emulsificacdo esponténea), existe relacdo entre as propriedades da solucdo inicial

(tensdo superficial e viscosidade) e o diametro da dispersdo final.

Um trabalho anterior havia sugerido que quanto maior a viscosidade da fase
organica utilizada para preparar nanoparticulas por deposicao interfacial de polimero
pre-formado, maior o didmetro da particula final (PELTONEN e col., 2002). Outros
trabalhos mostraram que quanto maior a tensdo superficial da fase organica utilizada
para preparar particulas por emulsificagcdo-difusio (POLETTO e col., 2008b;
POLETTO e col., 2009) e que quanto maior a tenséo superficial e viscosidade da fase
organica utilizada para preparar particulas por emulsificagcdo-difusdo ou por salting-
out (considerando a mesma fase aquosa) (GALINDO-RODRIGUES e col., 2004)
maior sera o didmetro da particula/goticula. Dessa forma, nossos resultados, que
mostraram que quanto maior a viscosidade e tensdo superficial da fase organica, maior

o tamanho médio de particula/gota, estdo de acordo com a literatura.

Embora fosse esperado que quanto maior a concentracdo de tensoativos, menor
fosse a tensdo superficial do sistema e maior a viscosidade, ndo foram estabelecidas
diferencas significativas entre as séries de cada sistema. Uma hipotese para justificar o

resultado é de que a natureza quimica dos tensoativos € diferente e assim somente a
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presenca ou ndo do polimero influenciou significativamente a variagdo de tensdo

superficial e de viscosidade.

5.4 Concentragao de particulas/goticulas e area total

Outra caracteristica dos sistemas que pode estar relacionada com suas
propriedades termodindmicas é a concentracdo de particulas da fase dispersa (DALE e
col., 2005; DALE e col, 2006). Assim, a determinacdo da concentracdo de
particulas/goticulas, ou seja, do nimero de particulas (N) por cm®, e da area total do
sistema, foi realizada, como uma caracterizacdo adicional, para verificar se a
composicao da formulacdo pode estar relacionada com tais valores e, portanto, com as
caracteristicas finais de estabilidade do sistema. A Tabela 7 mostra os valores de N e

area total dos sistemas.

Tabela 7. Valores de N e area total do sistema para formulagdes de NCL, NC, NEL e
NE. n=3."

Formulago N cm™(-10%) Area total (cm?) (-10%)
NCL 7,06 £0,16%" 9,41+2,16
NCL, 5,93 % 0,16" 8,66 + 2,32
NCe 3,98 + 0,13" 6,96 + 2,31
NC, 5,37 £ 0,20° 7,86 +2,87
NELg 5,11 + 0,65% 6,81 + 0,86
NEL, 4,68 +0,10° 6,98 + 1,55
NE: 3,27 +0,53° 5,06 + 0,82
NE, 6,59 + 0,27 6,12 + 2,51

* Teste-t entre formulagbes com e sem fosfatidilcolina ou monoestearato de sorbitano e entre nanocapsulas e
nanoemulsdes correspondentes. ANOVA One-Way para comparagfes de todas as formulagbes de nanocapsulas
ou de nanoemulsdes. a=0.05.

** | etras diferentes indicam significancia estatistica (Teste-Tukey para comparagdes multiplas de amostras com
diferenca significativa entre as médias).
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As formulagdes de NCL (NCLg e NCL,) apresentaram maiores valores de N e
de &rea total do que as formulacdes de NC (NCr e NC,) (P<0,05). A mesma relacéo
(P<0.05) foi observada comparando os valores de N e de area total das formulagdes de
NEL (NELf e NEL.) em relagéo as formulacdes de NE (NEr e NEy).

Considerando cada sistema coloidal (NCL, NC e NEL, NE), as formulacdes
NCr e NEf foram as que apresentaram os menores valores de N e &rea total. Isso seria
justificado pela tendéncia de maiores valores de didmetro médio que essas

formulacdes apresentaram.

A maior concentracédo de particulas e/ou area total para as formulac6es NCL e
NEL, ou seja, que conttm monoestearato de sorbitano estaria relacionada com o fato
de esse componente encontrar-se disperso no nudcleo oleoso de TCC das
particulas/goticulas (MULLER e col., 2001; POHLMANN e col., 2002; CRUZ e col.,
2006b; JAGER e col., 2009). O volume ocupado pela massa de monoestearato de
sorbitano resulta na formagdo de um maior N, aumentando a area total do sistema.
Dessa forma, os resultados podem indicar que o monoestearato de sorbitano encontra-
se, pelo menos em parte, disperso no nucleo dos sistemas de NCL e NEL preparados
no presente trabalho (constituido por uma mistura de TCC e MCO). Por outro lado,
este aumento do N nas formulacdes contendo monoestearato de sorbitano (NCL e
NEL) também pode indicar a formacdo de outros tipos de particulas, como
nanodispersdo (estruturas micelares). Um estudo anterior demonstrou que o aumento
da concentracdo de lipidio sélido na formulacdo leva a formacdo de nanodispersdes
desse lipidio concomitantemente com nanocapsulas de ntcleo lipidico (JAGER e col.,
2009).

5.5 Calorimetria Exploratdria Diferencial

MULLER e colaboradores (2001), através de calorimetria exploratoria
diferencial, verificaram que o monoestearato de sorbitano encontrasse dissolvido no

nucleo, o qual formado pela mistura de triglicerideos dos acidos caprico e caprilico,
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das nanocépsulas de PCL, pois o pico de fusdo referente ao monoestearato de

sorbitano ndo é observado nas curvas de DSC de amostras das nanocapsulas.

No presente trabalho, foi utilizada uma mistura entre o filtro solar
metoxicinamato de octila e a mistura de triglicerideos dos acidos caprico e caprilico.
Dessa forma, a analise de DSC foi realizada com o objetivo de determinar as
alteracbes nas propriedades fisicas e energéticas dos materiais (PCL, MCO,
fosfatidilcolina, monoestearato de sorbitano) quando organizados nos sistemas
nanoestruturados de NCL e NC contendo essa mistura como nucleo. Essa analise néo
foi feita para as formulagbes de NEL e NE, pois a alteragdo das propriedades de
deformagéo segundo a presenca de monoestearato de sorbitano somente sera feita para

as formulacdes de NCL e de NC.

A Figura 8 mostra as curvas de DSC referente ao primeiro ciclo, de -80 °C a
100 °C, para as amostras de referéncia [matérias-primas: fosfatidilcolina (Lipoid 100),
polimero (PCL), monoestearato de sorbitano e MCO] e das formulagdes de NC e de
NCL preparadas. A Tabela 8 mostra os valores de temperaturas de fusdo ou
cristalizacéo, T, e T, respectivamente, e de entalpias de fusdo ou cristalizagdo, AH,, e

AHc, respectivamente, obtidos para as amostras analisadas.
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Figura 8. Curvas de DSC de fluxo de calor (W/g) em funcdo da temperatura (°C)

referente ao primeiro ciclo endotérmico (de aquecimento) das matérias-primas e das
formulacGes de NC e de NCL.

Analisando a Figura 8, os valores de T,, e AH,,, respectivamente, durante o
primeiro ciclo de aquecimento para as referéncias foram 65 °C e 108,10 J/g (PCL), 55
°C e 72,47 JIg (monoestearato de sorbitano) e 46 °C e 4,56 J/g (fosfatidilcolina). N&o
foi observada Ty durante esse primeiro ciclo de aquecimento para a PCL (mateéria-
prima). A PCL é um polimero semi-cristalino, que apresenta T, ao redor de 60 °C, em
um primeiro ciclo de aquecimento, e T, somente observada em um segundo ciclo de
aquecimento, ao redor de -60 °C (VOGELSANGER e col., 2003; BARBANTI e col.,
2006). Para a fosfatidilcolina pura, uma transi¢do a -36 °C foi observada. Observa-se
ocorréncia de cristalizagdo-fusdo (pico 1 do ciclo 1) nas amostras de NC e de NCL em
torno de -15 °C, sendo mais pronunciado nas formulagdes NC, e NCL, (Figura 8). A

ocorréncia de um pico de fusdo precedida de cristalizagdo em torno de -15 °C para as
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NC e NCL, demonstra a mistura de MCO e TCC na mesma estrutura, pois o
triglicerideo dos &cidos caprico e caprilico normalmente apresenta esse pico por volta
de 0 °C (MULLER e col., 2001).

Adicionalmente, um pico endotérmico por volta de 50 °C, cuja AH, ficou
proxima a 30 J/g, o qual se mostra referente ao polimero, foi determinado para as
formulacbes de NCL e NC (Tabela 8). A formagdo de um filme de dimensfes
nanomeétricas na interface particula/agua levou a diminuigdo da cristalinidade da PCL.
O fato de o pico de fuséo referente a0 monoestearato de sorbitano néo ser observado
nas formulacdes de NCL e de NC sugerindo que este se encontra dissolvido no nucleo

das particulas.

Tabela 8. Temperaturas de fusdo [T, (°C)] e cristalizacdo [T. (°C)] e entalpias de
fuséo [AH, (J/9)] e cristalizacdo [AH. (J/g)] obtidas por analise de DSC durante os
ciclos de aguecimento (ciclo 1 e 2) e resfriamento (ciclo 1) para as amostras de NCL e
NC e para as amostras de referéncia [PCL, monoestearato de sorbitano (MS),
fosfatidilcolina (F) e MCO].

Ciclo 1 Ciclo 1 Ciclo 2
(Endo) (Exo) (Endo)

Pico 1 (cristalizagdo-fusdo) Pico 2 (fusdo)

Amostra Tc¢  AH, Tm AHy, Tnm AHp, T. AH. Tm  AHp

PCL - - - - 64,77 108,10 2843 59,35 56,93 59,14
MS - - - - 5513 7247 4810 7431 53,90 71,82
F - - - - 4570 456 - - - -
MCO - - -6984 045 - - ; ] ) ]

NCL¢ -30,58 0,76 -18,09 1,07 50,37 28,04 10,65 23,38 47,33 20,26
NCL, -32,09 6,56 -1455 6,25 51,56 29,69 12,28 26,51 48,02 21,11
NCk -31,28 432 -13,74 4,46 50,60 31,63 8,96 21,94 4737 23,51

NC, -35,37 9,90 -1436 8,57 50,49 32,77 854 2417 47,15 26,70
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5.6 Analises de espalhamento maltiplo de luz
5.6.1 Perfis de BS

Para acessar dados cineticos de estabilidade fisica dos sistemas coloidais como
a tendéncia de sedimentagdo, cremagem, floculacdo e/ou coalescéncia dos sistemas,
perfis de BS foram obtidos (Figura 9). Tais perfis sdo apresentados referentes a um
periodo de 10 h a temperatura constante de 25 °C. Os valores de BS foram
determinados como a variacdo do BS (ABS) em relacdo a primeira varredura em

funcéo do tempo, uma vez que a transmissao foi nula.

(a) Delta Backscatterin, . Delta Backscatterin,
- -
i : 1K
i -

() [ ; (o)
:EEf fE“;F

© o
- -
o o
- -k

© o
- e
e oo |

Figura 9. Perfis (um lote) de ABS referentes a 10 h de anélise (25 °C) para as
formulagdes (a) NCLg, (b) NELg, (c) NCL,, (d) NEL,o, (e) NC¢, (f) NE, (g) NCy e (h)
NE,. O eixo horizontal representa a altura (mm) da cubeta. A linha vertical pontilhada
representa 0 menisco da amostra.



LUANA A. FIEL 5. Resultados e Discussao 69

N&o foram observadas variagfes consideraveis do sinal de BS no centro dos
perfis de ABS das formulagdes de NC e de NCL durante o periodo do experimento. Por
outro lado, para as formulacdes de NE e de NEL, com excegdo de NE,, uma leve
reducéo desse sinal no centro das amostras foi observada. Embora essa leve reducéo
nio tenha sido muito consideravel (CELIA e col., 2009), ela sugere que as
formulacdes de NE e NEL tém maior tendéncia a fenébmenos de variagdo de tamanho

de particula do que as de NC e de NCL.

Para as formulacbes de NC e de NCL, uma reducdo do sinal do BS no topo da
cubeta foi observada. Por outro lado, para as formulacdes de nanoemulséo, embora
uma reducdo do sinal de BS tenha sido observada no fundo da amostra, ndo foi
possivel visualizar uma tendéncia unica e clara de migragéo das particulas. A reducéo
do sinal é um indicativo de clarificagdo na regido (MENGUAL e col., 1999a). Assim,
esses resultados podem ser explicados pela densidade dos coloides em comparagéo
com a densidade da fase continua. As nanocépsulas (utilizando NC, como exemplo)
tém densidade tedrica de 1,047 g cm™, assim elas tém a tendéncia de sedimentagéo.
Em paralelo, as gotas das nanoemulsbes (utilizando NE, como exemplo) tém
densidade teérica (1,014 g cm™) mais préxima da densidade da fase continua aquosa
(~1,000 g cm™®).

Considerando a nanoescala, os fendmenos de migracao e, principalmente, de
variagdo de tamanho de particulas ndo foram evidentes durante o periodo de analise.
Esses coloides parecem ser cineticamente estaveis por pelo menos 15 dias a uma
temperatura ambiente, o que sera demonstrado a seguir nos resultados de difracdo de
laser em fungéo do tempo e foi demonstrado para formulagdes similares na literatura
(CALVO e col., 1996; WULFF-PEREZ e col., 2009).

5.6.2 Método EML-TV

A tendéncia de fendmenos de variagdo do numero de particulas, seja por

processos de coalescéncia ou de floculagdo, pode ser determinada através de
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parametros termodinamicos das formulagdes (DALE e col., 2005; DALE e col., 2006).
Tais fenbmenos de interacdo interparticula podem ser acelerados por mudancas na

temperatura.

Considerando que o valor BS esta relacionado com o tamanho das
particulas/gotas (MENGUAL e col., 1999a), a fim de estabelecer uma ordem de
estabilidade das formulacdes coloidais, foi proposto um método inovador, o
espalhamento multiplo de luz em temperatura variavel (EML-TV), para a
determinacdo da variacdo de entalpia padrdo e da variacdo de entropia padrdo de
sistemas dispersos liquidos ou semi-solidos. Para isso, o experimento de espalhamento
multiplo de luz foi realizado em um gradiente de temperatura e foi utilizado para

determinar a estabilidade fisica relativa dos sistemas coloidais.

O aumento da temperatura causou um decréscimo uniforme nos valores de BS
em todo o centro das amostras. Os valores de BS do ponto central da cubeta (20 mm)
foram selecionados para as observacdes de variacdo do didmetro médio aparente de

particula goticula com o aumento da temperatura.

Para essa analise, a formulacdo NErcc foi usada como modelo devido ser
necessario uma composicdo mais simplificada (fase interna formada apenas de TCC e
fase externa formada de agua e polissorbato 80) para as correcdes de indice de refracéo
em cada temperatura (Tabela 9). Tal formulagdo apresentou valores de didmetro
médio, por PCS, de 184 + 9 nm, PDI de 0,09 + 0,08 e potencial zeta de -8,68 + 0,41
mV.
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Tabela 9. Valores de indice de refracdo determinados para o TCC e para a fase aquosa
das formulaces (4gua MilliQ® e polissorbato 80) em diferentes temperaturas.

T (°C) Fase dispersa Fase dispersante
25 1,444 1,328
35 1,441 1,327
43 1,437 1,326
50 1,432 1,323

Os valores de diametro durante a elevacdo de temperatura foram calculados
utilizando o software do equipamento considerando o sinal de BS, a fragdo volumétrica
da fase dispersa (1,69%) e os indices de refracdo, das fases dispersa e dispersante, em

cada temperatura (Figura 10).

410 - 435
400 + % ¢ 429
390 - ; - 42.3

% r41.7

(%) sg

380

dapareme (nm)

370 od 411
= BS
T

360 \ \ \ 40.5

20 27 34 41 48 55
T ()

Figura 10. Relacdo entre BS e Diametro medio aparente em funcéo da Temperatura
(°C) na anélise de EML-TV. n=3.

Os resultados mostraram que o aumento gradual da temperatura induz um
aumento linear do diametro médio aparente de particula/gota, o qual foi refletido pela
diminuicdo linear dos sinais de BS (r>0,99). Esse resultado indica que esta ocorrendo

uma reducdo do nimero de particula/gota no sistema.
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5.6.2.1 Determinacéo de parametros termodinamicos
5.6.2.1.1 Determinacéo de parametros termodinamicos: diagramas de van’t Hoff

Considerando um processo termodinamico durante a anélise de espalhamento
multiplo de luz empregando um gradiente de temperatura, o sinal de BS na temperatura

inicial (BS;) e o sinal de BS na temperatura subsequente (BS,) seriam o estado inicial e

final, respectivamente, de uma tendéncia de redugdo do numero de particula/gota
dependente do aumento da temperatura (Figura 11). A constante de equilibrio final K¢
para esse processo seria formada por diferentes constantes de equilibrio aparentes Ki_s,
onde i indica ao estado inicial e j o final, que englobariam, entre outras caracteristicas
do processo, a variacdo do N de particulas/gotas e a distribuicdo do tammanho dos
agregados em N. Porém, a determinacédo de Ki_,; para o equacionamente”detalhado de
K: € complexa e ndo serd abordada para essa analise experimental”Dessa forma, foi
estabelecida uma constante de equilibrio relativa K para o proeesso, a qual seria dada

pela Equacdo 20.

T, T<T T,<T,

& » »
* . *®

VAR * 4 * w»
H B *
B &
E
» » ® ‘ k
N; N;i<N, N,<N,

daparente

Figura 11. Esquema do processo de reducdo do numero de particulas/gotas (N)
induzido pelo aumento de temperatura (T) e da distribuicdo do didametro médio
aparente em N.
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(Equacao 20)

onde N; e N, correspondem ao numero de particulas/gotas na temperatura inicial e
final, respectivamente. A equacéo de van't Hoff (Equacdo 21) correlaciona a mudanca
de K em funcéo da variacdo da temperatura.

_AH°1 As°
RT R

InK =

(Equacao 21)

onde AH® (J mol™) e AS° (J mol™ K™ séo a variacdo de entalpia e a variacdo de
entropia nas condicdes padrdo, T (K) é a temperatura absoluta e R (J mol™ K?) é a
constante universal dos gases. Portanto, substituindo-se a Equacéo 20 na Equagéo 21,

obtém-se a Equacéao 22 para a construgédo dos diagramas de van’t Hoff (Figura 12).

BS AH® 1 AS°
Inf —"|=- —+
BS, R T R

(Equacao 22)



LUANA A. FIEL 5. Resultados e Discussao | 74

0.04 7 0.04 -
@) (b)
0.02 7 0.02 - [
- | 4]
g 0.00 T T T 1 § 0.00 T ‘f T -‘( [ T ‘L ‘L —
= 0.003  0.003L 00032 = 0.0033 00034 <= 0.003 o.ooaf I ooo{zzl J.ooaa 0.0034
@ -0.02 1 . 8 -0.02 - | |
E . g I | J
004 = -0.04 1 J | |
0.06 | -0.06
-0.08 - UT (K) -0.08 - 1T (K)
0.04 7 0.04 -
(©) (d)
0.02 0.02 |
. 0.0 T 000 =
2 0003 00031 00032 | 6.0033 0.0034 § 0003 00031 00032 _ 0.0033 00034
£ -0.02 T Z-0.02 A :
[92] : ToL (%) . e
o T T L+ Q .
E L = s
0041 *t = 004 1 ; +
J L]
0.06 | -0.06
-0.08 - UT (K) -0.08 - UT (K)
0.04
0.04 (f)
() 0.02
0.02 - ' . ¥ -
p i
0.00 T W L T T -
0.00 T T T $ ¢ —_ !
—_ § & -
@ 0003 00031 o%ooﬁz t Gooss oo0ss @ 0003 . odai oo 000 0003
€ 002 { { & 002
2 ] } t a
£ 004 = 004 -
-0.06 - -0.06
-0.08 - -0.08 -
1T (K) UT (K)
0.04 7 0.04 -
(9 (h)
0.02 4 0.02 -
@ 0 ‘ ‘ 5 R 7 0 ‘ ‘ LI
a 0003 00031 00082 ° 00033 00034 @ 0003 00031 00032 00033  0.0034
@ -0.02 1 , % -0.02 - . "
g Q . "
£ k= a u
-0.04 1 -0.04
-0.06 1 -0.06
-0.08 - -0.08 -
UT (K) UT (K)

Figura 12. Diagramas de van't Hoff para as formulac6es de (a) NCLg, (b) NELE, (c)
NCF, (d) NEF, (e) NCL(), (f) NEL(), (g) NCO e (h) NEO n=3.
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Esses diagramas demonstraram que os valores de In(BS,/BS;) diminuiram com o
aumento de T para quase todas as formulagdes. Os valores de K<1 confirmam a
reducdo do niamero de particula/gota com o aumento de T. Porém, para as formulagdes
de NELg e NEL,, observou-se que os valores de In(BS,/BS;) aumentaram ligeiramente
durante a elevacdo inicial de T, de 296 K a 302 K, para NELr e de 296 K a 308 K para
NEL,, e depois comecaram a diminuir com o aumento da T. Tal fato levantou a
hipdtese de que mais de um fenémeno ocorre simultaneamente para essas formulacoes

e isso poderia ser devido a mistura de particulas com diferentes caracteristicas.

Assim, somente as porcdes lineares (r>0,99) dos diagramas foram utilizadas
para calcular os valores de AH® e AS° (Tabela 10). O desvio residual foi muito baixo,
indicando uma boa reprodutibilidade dos dados experimentais (P>0,05). A anélise
estatistica dos valores de AH® e AS° indicou que as diferencas na média dos valores
entre as formulagbes sdo maiores do que as diferencas entre os lotes de cada
formulacéo (P<0,05).
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Tabela 10. Valores de AH° (J mol™) e AS° (J mol™ K™). n=3."

Formulacéo Regido de temperatura (K) AH® AS°

NCLg 296-329 -1052,28 +13,52*" -3,52 + 0,04
NCL, 299-329 -896,80 + 11,67° -2,98 0,05
NCe 299-329 -981,05 +15,17°  -3,28 +0,07
NC, 296-329 -771,98 +10,68" -2,59+0,03
NEL¢ 302-329 -1412,33 + 23,00® -4,60 + 0,07
NEL, 308-329 -1255,16 + 85,00 -3,95 + 0,28
NE: 299-329 -1571,96 + 123,65° -5,24 + 0,41
NE, 299-329 -944 47 +20,88°  -3,17 £ 0,07

* Teste-t entre formulagdes de com e sem fosfatidilcolina ou monoestearato de sorbitano e entre nanocéapsulas e
nanoemulsdes correspondentes. ANOVA One-Way para comparagfes de todas as formulagbes de nanocapsulas
ou de nanoemulsdes. a=0.05.

** | etras diferentes indicam significancia estatistica (Teste-Tukey para comparagdes multiplas de amostras com
diferenca significativa entre as médias).

Os valores negativos de AH° e negativos e de baixa magnitude de AS°
indicaram que o processo de reducdo do numero de particulas é entalpicamente
favoravel e entropicamente desfavoravel. Este resultado esta de acordo com um estudo
anterior, o qual determinou a AH de um processo de agregacdo de nanoparticulas de
poliestireno utilizando microcalorimetria (JODAR-REYES e col., 2001). A reducio da
entropia do sistema é esperada, pois a agregacao leva a diminuigdo de entropia pela

diminuigdo do numero de particulas no sistema.

5.6.2.1.2 Determinacdo de parametros termodindmicos: reversibilidade do

Processo

A fim de verificar se o processo investigado era reversivel ou irreversivel, a

analise de EML-TV foi aplicada para a formulacdo NC, com aguecimento e
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resfriamento subsequiente do sistema. Os valores de In(BS./BS;) em funcdo de 1/T
foram plotados tanto para o aumento (296-329 K) quanto para a redugdo da
temperatura (329-296 K) (Figura 13).

UT (K)
0.0030 0.0032 0.0033 0.0035
0.00 L L & J
f §
-0.02 #5 #

In (BS/BS1)

0.03 1 %
? + Aquecimento

0.05 J + Resfriamento

Figura 13. Diagramas de van't Hoff obtidos pelo aquecimento e pelo resfriamento da
formulacdo NC,. n=3.

Esses diagramas ndo mostram histerese, ou seja, a seqliéncia de valores obtidos
com o resfriamento passou sobre a sequéncia de dados obtidos pelo aumento de
temperatura, indicando a reversibilidade do processo. Assim, pode-se concluir que se
trata de um fendémeno de floculagcdo reversivel. Ainda, este resultado indicou que o
método desenvolvido ndo destruiu a condicdo inicial do sistema, o que permite, do

ponto de vista fisico, que a formulacdo seja reutilizada apds analise.

5.6.2.1.3 Determinacdo de parametros termodinamicos: espontaneidade do

Processo

Para avaliar a espontaneidade do processo, os valores de AGg,. foram obtidos a
partir da lei classica da termodindmica com a equacdo de Gibbs (Equacéo 14, p. 34) e

plotados em funcéo da temperatura (Figura 14).
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Figura 14. Valores de AGgq. (J mol™) plotados em funcdo da temperatura (K) para as
formulacGes (a) de NCL e de NC e (b) de NEL e de NE. n=3.

Os graficos de AGy, versus T mostraram inicialmente valores negativos, 0s
quais, durante o aquecimento, tornaram-se positivos. Para as formulagfes NCL e NC,
as temperaturas nas quais essa transicdo ocorreu foram 298,94 + 0,78 K (NCLg),
300,96 + 3,02 K (NCL,), 299,43 + 2,42 K (NC¢) e 296,53 + 1,62 K (NC,). Entretanto,
para as formulacdes NEL e NE as temperaturas nas quais essa transi¢cdo ocorreu foram
um pouco maiores, sendo 306,87 + 7,45 K (NEL¢), 318,11 + 4,09 K (NEL,), 299,61 +
0,76 K (NEf) e 297,94 + 0,15 K (NEy).

Essa mudanca indica que a tendéncia a floculagdo é esponténea e
entalpicamente governada em baixas temperaturas e, que com 0 aumento da
temperatura, 0 processo passa a ndo espontaneo devido a predominancia do termo
entropico (T-AS%qc) sob o entalpico (AH%,) (KUBUROVIC e col., 2002). Tal fato
estd de acordo com o principio de Le Chatelier, o qual diz que, para um processo
exotérmico, o aquecimento favorece o deslocamento do equilibrio na diregdo em que o
processo é endotérmico (NETZ e GONZALEZ ORTEGA, 2002).

Outra observagéo feita durante esta analise foi que a temperatura de transicéo,
dos valores negativos para positivos de AGy,, foi maior para as formulac6es de NEL,
especialmente, para a formulacdo NEL,. Essas formula¢des haviam apresentado um
diagrama de van’t Hoff diferenciado das outras formulagdes. Dessa forma, foi

reforcada a hipotese levantada anteriormente de que mais de um fendmeno ocorre
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nestas formulacgdes e que isso poderia estar relacionado com a mistura de particulas de

diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

Dessa forma, considerando os menores valores de AH%,. (em modulo) como
indicativos de uma maior estabilidade do sistema, Figura 15, verificasse que as
formulacbes de NC e NCL apresentaram valores de AH°,. menores do que as
formulacGes de NE e NEL correspondentes. Ou seja, as formulagdes de NC e de NCL

sdo mais estaveis do que as formulagdes de NE e de NEL correspondentes.

-2000 7

NEF

~-1600 -
-1200 -

-800 -

D Hofloc (J mOI

-400 -

0
Figura 15. Valores de AH%q,. para as formulagdes de NCL, NC, NEL e de NE. n=3.

Ao estabelecer uma ordem dos valores de AH%;,. para 0s sistemas de diferente
natureza coloidal, para as formulagdes de NCL, NCL, € mais estdvel que NCLk,
enquanto que, para as formulagdes de NC, NC, é mais estavel que NCg. Da mesma
forma, para as formulacbes de NEL, NEL, ¢ mais estavel que NELgr e para as

formulacdes de NE, NE, é mais estavel que NEg.

Os resultados de difracdo de laser mostraram que as formulacdes NEr e NE,
apresentaram 0Ss maiores e menores, respectivamente, valores de tamanho médio.

Dessa forma, para verificar se houve relagdo entre tamanho médio de
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particula/goticula e sua estabilidade termodindmica, comparagdes entre essas
formulacGes foram feitas segundo os valores de AH%.. A Figura 14 mostra que a
formulacdo NEg foi a que apresentou maiores valores de AH%,. enquanto a
formulacdo NE, apresentou os menores valores, considerando somente formulagdes de
NEL e de NE (P<0,05). Isso mostra que houve relagdo entre tamanho médio e a
estabilidade do sistema. Ou seja, as formulacgdes que apresentaram os maiores valores
de tamanho médio sdo as que tém maior tendéncia a floculacdo. O fato de as
formulacGes de NC e de NCL se apresentarem mais estaveis do que as formulacdes de
NE e de NEL correspondentes, embora aquelas possuam tamanho médio maior,
demonstra que a presenca de polimero atua reduzindo a AH%;,. do sistema. O resultado
corrobora novamente com trabalhos anteriormente descritos, nos quais modelos da
estrutura supramolecular de NC e NCL foram propostos (MOSQUEIRA e col., 2000;
JAGER e col., 2007; POLETTO e col., 2008a).

Para entender a estabilidade de coloides temos de considerar que o principal
mecanismo pelo qual um tensoativo estabiliza uma particula/goticula néo é a redugéo
da tensdo interfacial do sistema, mas a introdu¢do de uma barreira mecanica para
retardar a destruicdo do sistema (WEINER, 1996). Para as nanocépsulas, a parede
polimérica age como uma barreira mecénica adicional a barreira originada pelos
tensoativos fosfatidilcolina e/ou polissorbato 80 para retardar a destruicdo do sistema.
Portanto, os resultados obtidos pela comparacdo de sistemas coloidais de NC ou NCL
com os de NE ou NEL corroboram com estudos anteriores nos quais nanocapsulas se
mostraram mais estaveis em suspensdo do que nanoemulsdes correspondentes
(CALVO e col., 1996; SANTOS-MAGALHAES e col., 2000; SCHAFFAZICK e col.,
2007).

Sabe-se que a natureza quimica de um tensoativo define sua parti¢do no sistema
(MOSQUEIRA e col., 2000; POHLMANN e col., 2002; GALINDO-RODRIGUES e
col., 2004) e, consequentemente, a estabilidade fisica da formulagdo (FESSI e col.,
1989; GUTERRES e col.,, 1995; MOSQUEIRA e col.,, 2000). Os resultados
demonstraram que os sistemas preparados com fosfatidilcolina pura (um tensoativo

dipolar) foram o0s menos estaveis e apresentaram 0s maiores valores de AH%qc.
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Portanto, nossos resultados reforcam estudos anteriores que mostraram que a
fosfatidilcolina pura ndo & um bom tensoativo para estabilizar nanocapsulas
(MOSQUEIRA e col., 2000). Isso mostra que, 0 emprego do espalhamento multiplo de
luz em temperatura variada, novo método proposto neste estudo, foi eficaz para a

determinacéo dos parametros termodindmicos dos sistemas coloidais.

Formulacdes contendo monoestearato de sorbitano, ou seja, nanocépsulas de
nucleo lipidico (NCL) e nanoemulsdes lipidicas (NEL) apresentaram maiores valores
absolutos de &rea total do sistema em comparagédo as formulagdes de mesma natureza
coloidal (NC e NE), mas preparadas sem este componente. Dessa forma, para verificar
se houve relagéo entre os valores absolutos de area total do sistema e sua estabilidade
termodindmica, comparacdes entre essas formulagdes foram feitas segundo os valores

de AH of|0c.

No sistema de NCL e NC, verificou-se que NCLr apresentou valores de AH g
superiores aos da NCr e NCL, apresentou valores superiores aos da NC, (P<0,05). Ou
seja, as formulacdes de NCL apresentaram valores de AH®°j,. maiores que as
formulacdes de NC. Por outro lado, no sistema de NEL e de NE, embora a formulagéo
NEL, tenha apresentado valores de AH®%. superiores aos da NE, (P<0,05), ndo se
verificou diferenca entre os valores das formulagdes de NELr e os de NEr Tais
observagdes mostraram que ndo houve relacdo entre os valores absolutos de area total

e a estabilidade termodinadmica desses sistemas.

Portanto, verificou-se que o comportamento do sistema estd relacionado com sua
natureza coloidal e com a presenca de tensoativos. Entretanto, observou-se que 0s
valores de AH%,. foram bastante afetados pelas diferencas de composicao dos sistemas
(polimero e tipo de tensoativo). Assim, uma analise mais aprofundada sobre o efeito

desses componentes foi realizada.
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5.7 Experimento de delineamento fatorial

Um desenho fatorial 2° foi usado para uma analise mais abrangente dos
resultados, avaliando-se o efeito da parede polimérica (X;) e dos tensoativos:
fosfatidilcolina pura (X,) e monoestearato de sorbitano (X3), bem como suas

interagdes, sobre os valores de AH®%q..

ANOVA foi utilizada para avaliar a significancia estatistica desses efeitos, bem
como de suas interagdes. Esta significancia (com 95% de intervalo de confianca) é
representada pela linha vertical exposta no grafico de Pareto, o qual mostra também a
magnitude e a direcdo, em uma ordem de classificacdo, dos efeitos padronizados dos
fatores sobre os valores da variavel resposta (AH®o) (Figura 16). A analise estatistica
Durbin-Watson foi utilizada para examinar os valores residuais quanto a ordem de

execucdes experimentais e ndo indicou correlagéo de série significativa (P=0,230).

x| | -
X2 || | -
X2X3
X1X2 =
x1x2x3 ([ | ]
x3 ([ 1]
X1x3 |[]
0 3 6 9 12 15 18

Efeitos padronizados

Figura 16. Gréafico de Pareto mostrando a magnitude e a direcdo dos efeitos das
variaveis: parede polimérica (X;), fosfatidilcolina pura (X;) e monoestearato de
sorbitano (X3) e suas interagdes sobre os valores de AH .

A partir do grafico de Pareto pode-se observar que as variaveis X; e X;, ou seja,
a parede polimérica e a fosfatidilcolina pura, sdo os fatores criticos para a resposta
final. A parede polimérica tem efeito positivo sobre os valores de AH%,, reduzindo

(em modulo) esses valores (que sdo negativos), e, portanto, aumenta a estabilidade do
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sistema. Por outro lado, a fosfatidilcolina e 0 monoestearato de sorbitano (X3) causam
efeito negativo sobre os valores de AH®,, aumentando (em mddulo) esses valores, e,
dessa forma, reduzem a estabilidade do sistema. Entretanto, embora 0 monoestearato
de sorbitano tenha mostrado efeito negativo, a interacéo entre ele e fosfatidilcolina
mostrou, na auséncia da parede polimérica, um efeito positivo, indicando um efeito
sinérgico sobre a reducdo (em modulo) dos valores de AH%,. € conseqiientemente no
aumento da estabilidade do sistema. N&o foi encontrada interagdo X;X; («=0,05). Tais
informacdes indicam que o monoestearato de sorbitano parece ndo apresentar efeito

sobre os valores de AH®,. €, desta forma, a estabilidade do sistema.

A relagéo entre os valores de AH®q,c Observados e preditos pela regresséo linear
(Tabela 11) mostraram um bom ajuste aos dados visto que o coeficiente de
determinacdo ajustado para os graus de liberdade (Rzaj) foi de 96,45%. A analise
estatistica dos valores de resposta, em termos de padrdo residual (probabilidade
normal), também foi realizada e demonstrou que os dados sdo normalmente
distribuidos (Figura 17).

Tabela 11. Valores de efeitos estimados e padronizados dos fatores e de suas
interagcdes sobre a variavel resposta (AH;,c) € significancia estatistica (valores de P)
do delineamento fatorial.

Fatores Efeito estimado  Efeito padronizado Coef|C|enEe de P
regresséo
Constante - - -1110,75 -
X1 370,45 + 45,13 17,48 185,22 0
X5 -287,30 £ 45,13 -13,58 -143,65 0
X3 -86,78 + 45,13 -4,10 -43,39 0,0013
XX, 105,03 £ 45,13 4,95 52,51 0,0003
XoX3 130,98 + 45,13 6,20 65,49 0

X1 X2X3 -104,18 + 45,13 -4,93 -52,09 0,0003
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Figura 17. Grafico de probabilidade normal dos residuos.

Observando a equacdo obtida por regressdo linear dos dados do delineamento
fatorial 2°, Equacdo 23, verifica-se que existe uma constante, cujo coeficiente de
regressio é -1110,75 J mol™ e valores de coeficiente de regressdo dos fatores e de suas
interagOes. Tais valores nos mostram o quanto os fatores vao modificar o valor desta
constante, quando estiverem ou ndo presentes, resultando em maiores ou menores

valores de AH%qc.

AH®,  =-111075+ (185,23 X,) — (143,65 X,) — (43,39 X,) +
(52,51- X, - X,) + (65,49 X, - X;) = (52,09- X, - X, - X,)

(Equacao 23)

Uma formulagdo NCL contendo 50% da concentracdo de monoestearato de
sorbitano foi preparada (NCL,.5) e analisada pelo método EML-TV para obter os
valores de AH%,.. O valor previsto pela equacdo do modelo de regresséo linear foi -
810,58 J mol™ enquanto que o valor experimental foi -834,39 J mol™. Esse resultado
indicou que o modelo de regressdo foi preditivo ja que o valor obtido
experimentalmente foi semelhante ao previsto pelo modelo.
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Portanto, com os dados e informagbes obtidos até o momento é possivel
ordenar as formulages de NCL, NC e de NEL, NE segundo os valores de AH®.

Essa ordem, dos maiores para 0s menores valores de AH%;, seria:

NCL>NC>NCLy>NC,

NE->NEL>NEL>NE,

Conforme discutido anteriormente, tal ordem parece ter relagdo com a
estabilidade do sistema, pois se sabe que as formulacbes de nanocépsulas com
fosfatidilcolina provavelmente sd@o mais instaveis (apresentaram maiores valores de
AH%4) do que aquelas sem este componente e, 0 mesmo ocorreria para as
nanoemulsdes. Também é possivel dizer que nanocépsulas sdo mais estaveis que suas

nanoemulsdes correspondentes.

Entretanto, ndo é possivel classificar todas as formulagdes e dizer quais seriam
estaveis e quais seriam instaveis. Se fossemos considerar o valor da constante obtida
na equacdo de regressdo linear do modelo fatorial que considera os trés fatores como o
valor termodindmico que nos daria esta informagdo, ao ordenar todas as formulag6es
segundo os valores de AH%. teriamos que as formulagbes de NCL e de NC com
fosfatidilcolina seriam mais estaveis do que quase todas as formulacfes de NEL e de
NE, inclusive NEL,, que ndo tem este componente, pois apresentaram valores de

AHC;0. menores do que -1110,75 J mol ™,

Conforme mencionado anteriormente, dados da literatura mostram que
fosfatidilcolina ndo € um bom tensoativo para estabilizar o sistema de nanocapsulas
(MOSQUEIRA e col., 2000). Dessa forma, tal classificagdo ndo e coerente. Sistemas
com natureza coloidal diferente devem ter limites de estabilidade diferentes, pois a

energia necessaria para manter um sistema polimerico e um ndo-polimérico difere.

Portanto, um delineamento fatorial 2° foi realizado para os sistemas NCL e NC

e outro para os sistemas NEL e NE. A regressdo linear dos dados de ambos os
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delineamentos mostrou um bom ajuste (Rzaj: 99,16 % para NCL e NC e Rzaj: 94,35 %
para NEL e NE). Entretanto, observa-se que as equacfes obtidas para cada sistema,
Equacdo 24 (NCL e NC) e Equagédo 25 (NEL e NE), possuem valores de constante
diferentes. A equacio 24 apresentou uma constante de -925,53 J mol™, enquanto que

este valor foi de -1295,98 J mol™ para a equacéo 25.

AH® . =-92553—(9114- X, )—(4901- X, )+(1340- X, - X,)

floc
(Equacao 24)

AH°,  =-129598-19616-X,—3777- X, +11758- X, - X,

floc
(Equacao 25)

Ao utilizar os valores dessas constantes, cada qual para seu sistema, como 0
valor que limitaria entre a estabilidade ou instabilidade termodindmica, poderiamos,
considerando somente as diferengas entre os valores de AH®u,. que se mostraram
estatisticamente significativas, ordenar todas as formulagdes e classifica-las quanto a
sua estabilidade. Ao fazer isso teriamos que as formulagbes preparadas com
fosfatidilcolina sdo mais instaveis do que as formulagGes preparadas sem esse
componente. Portanto, as formulagfes NEL, e NE, sdo mais estaveis do que as
formulagcbes NCLr e NCg. A classificagdo de todas as formulagbes em ordem

crescente de estabilidade termodinamica seria:
NE<NEL<NC<NCLE<NEL <NE<NCL,<NC,.

Comparando os valores de obtidos pelo método EML-TV e os valores previstos
pelas equacdes obtidas pelos diferentes delineamentos, observa-se que os valores
obtidos e os previstos pelas trés equac¢des foram similares mostrando que qualquer das
equacdes poderia ser utilizada para a previsdo dos valores (Tabela 12). Entretanto,

somente a equacio do fatorial 2° engloba os trés fatores.
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Tabela 12. Valores experimentais obtidos pelo método EML-TV e valores previstos
pelas equacgbes de regressdo dos modelos fatoriais. Os graficos de contorno obtidos
encontram-se em anexo (ANEXO 2).

Formulacéo Valores
Experimentais Calculados
AH ofloc AHofloc AH ofloc AHofloc

NCL¢ -1052,28 £13,52 -1046.66 + 47,54 -1052.29 £6,70 -

NCL, -896,80 + 11,67 -986.68 +47,54  -896.79 +6,70 -
NCe -981,05 + 15,17 -891.18 +47,54  -981.07 +6,70 -
NCo -771,98 + 10,68 -(77.60+4754 -771.96 +6,70 -
NELE -1412,33 £23,00 -1417.94 + 47,54 - -1412.33 + 39,74
NEL, -1255,16 £ 85,00 -1566.32 + 47,54 - -1255.17 + 39,74
NEg -1571,96 + 123,65 -1260.78 + 47,54 - -1571.96 + 39,74
NE, -944,47 + 20,88 -938.84 + 47,54 - -944 .47 + 39,74
NCLo-s0 -810.58 -834.39 £ 47,54 -834.37 -

Com isso, conclui-se que a parede polimérica apresenta-se como o fator
essencial para a estabilidade do sistema. Entretanto, a presenca concomitante de alguns
componentes, no caso a fosfatidilcolina, pode comprometer essa estabilidade. Dessa
forma, para comparar sistemas com diferente natureza coloidal, quando mais de um
fator é alterado, o valor que determina a estabilidade termodindmica de cada sistema

deve ser considerado.

5.8 Estudos de densidade

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma formulagdo com

composicdo “otimizada” para reduzir a formacdo de outras particulas, de diferente
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organizacio estrutural, no preparo de suspensdes de nanocéapsulas (JAGER, 2008). A
mistura de diferentes particulas, como nanocapsulas e nanoemulsdes, prejudicaria a
analise do efeito da parede polimérica na estabilidade fisica do sistema. Dessa forma,
as concentracdes de componente oleoso e de monoestearato de sorbitano utilizadas
para preparar as formulacbes do presente trabalho foram reduzidas a metade das
usualmente empregadas. Assim, para identificar a presenca de outras estruturas, a
densidade das particulas/goticulas das formulagdes foi analisada através de gradiente

de silica coloidal formado apos centrifugagéo isopinica.

Ainda, durante o desenvolvimento do método EML-TV, verificou-se que a
relacdo entre o logaritmo natural da constante de equilibrio e a temperatura no
diagrama de van't Hoff da formulagcdo NEL, mostrou mudanga de inclinagéo durante a
elevacdo da temperatura. Ainda, observou-se que essa formulacdo apresentou a
transicdo dos valores de AGy, negativos para positivos em funcdo do aumento de
temperatura somente em temperaturas maiores. Dessa forma, a hipoOtese de que
diferentes fendmenos ocorrem simultaneamente nessa formulagdo devido a mistura de
particulas com caracteristicas termodindmicas diferentes, foi levantada. Para verificar
a validade dessa hipotese, estudos de gradiente de densidade foram realizados.
FormulagOes de nanoesferas, lipossomas e nanodispersdo foram preparados para fins
comparativos. A Figura 18 mostra uma imagem ilustrativa da posicdo das bandas de
densidade dessas formulacdes e também a posicdo das bandas e valores de densidade

dos marcadores (beads).
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Beads NS ND s Menisco

Figura 18. Valores de densidade dos marcadores (Beads) e llustracdo das bandas de
densidade para as formulagdes de nanoesferas (NS), nanodispersdo (ND) e lipossomas

(LS). O menisco, nestas ilustracdes, & representado pelo topo do tubo. Os valores de
densidade de cada formulag&o encontram-se me anexo (ANEXO 3).
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As particulas de nanoesferas, lipossomas e nanodisperséo apresentaram valores
de densidade de 1,035 g cm™® a 1,091 g cm®, 1,022 g cm®, e 1,024 g cm?,
respectivamente. Os estudos de densidade das formulagfes de NCL, NC e NEL e NE
mostraram a presenca de uma Unica faixa de densidade para esses sistemas, exceto
para a formulacdo NEL, (Figura 19), para a qual duas bandas foram claramente

visualizadas.

Ny NCLg Ny NELy NELg

IO

Figura 19. llustracdo das bandas de densidade para as formulagdes de nanocapsulas e
nanoemulsdes. O menisco, nestas ilustracdes, & representado pelo topo do tubo. Os
valores de densidade de cada formulag&o encontram-se me anexo (ANEXO 3).

Para a formulacdo NEL,, a banda que mostrou densidades de 1,013 g cm® a
1,022 g cm™ refere-se a nanoemulsdo lipidica. A segunda faixa, localizada logo
abaixo, é referente & nanodispersdo (1,024 g cm™) conforme demonstrado

anteriormente (POHLMANN e col., 2008). Como nanodispersdo € um sistema
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altamente dinamico (RIEGER, 1996), as estruturas desse sistema podem desintegrar e
reformular aleatoriamente e constantemente. Assim, a hipotese de que a formulagdo

NEL, € composta por uma mistura de particulas parece valida.

Ao contrario das outras formulagdes de NCL e NC, que apresentaram banda
estreita de densidade, a formulacdo NCL, apresentou uma banda alargada, que foi de
1,013 g cm™ a 1,026 g cm™. A formulagéo NEL, apresentou intervalo de densidade de
1,013 g cm™® a 1,024 g cm™ enquanto a formulagio NE, apresentou densidade entre
1,013 g cm® a 1,022 g cm™. Desse modo, sugere-se a presenca de goticulas de NEL,

concomitantemente as nanocapsulas de nucleo lipidico na formulagdo NCL,.

Outra observacdo € de que as amostras das formulagbes contendo
monoestearato de sorbitano (considerando as formulacdes que apresentaram banda
Unica) mostraram-se mais densas do que as sem este componente. O fato das
formulacdes contendo fosfatidilcolina ndo terem mostrado claramente mais do que
uma banda de densidade ndo descarta a possibilidade de mistura de particulas para
estas formulagdes, pois os lipossomas, que poderiam ser apresentados para esta
formulacdo, devido a presenca de fosfatidilcolina, apresentaram valor de densidade
sobreposto aos apresentados por estas formulagbes. Dessa forma, o aumento do

numero de particulas pela presenca de lipossomas néo pode ser descartado.

5.9 Validagdo do método EML-TV

Para validar o método desenvolvido, um estudo da estabilidade fisica em tempo
real foi feito para determinar uma ordem de estabilidade das formulagdes e compara-la
a ordem obtida pelo ordenamento dos valores de AH®,.. Dessa forma, as formulagdes
foram analisadas por difragdo de laser, observagdo macroscopica e espalhamento
multiplo de luz, logo ap0s o preparo e durante ou apés um determinado periodo de

armazenamento.
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Adicionalmente, para verificar se estaria havendo alguma relagdo entre
estabilidade quimica e fisica, os valores de teor, expresso em percentual de MCO e de

pH foram acompanhados durante 90 dias de armazenamento das formulagdes.

5.9.1 Difracéo de laser

Essa técnica foi utilizada para determinar os valores de tamanho médio e de

SPAN e para avaliar a distribuicdo de tamanho das formulagdes.

Os valores de tamanho médio (Figura 20) e de SPAN (Tabela 13), obtidos por
difracdo de laser, foram acompanhados durante um periodo de 90 dias. A analise dos
valores de tamanho médio mostrou que, apds 45 dias, os valores de tamanho médio

aumentaram, principalmente para as formulacgdes contendo fosfatidilcolina (P<0,05).

10000 - B NCL:
g . NCF
E . m NCL,g
o
g 100 m NG
€ m NEL:
%’ m NE:
[+
= 1 NEL,
& NE,

0.01 -

0 15 45 60 90
Tempo (dias)

Figura 20. Grafico mostrando o acompanhamento do valor de tamanho médio de
particula (um) em fungdo do tempo (dias) para as formulacdes de NCL, NC, NEL e
NE.

* ANOVA One-Way para comparagdes de todas as formulagdes de nanocépsulas ou de nanoemulsdes. a=0.05.
** | etras diferentes indicam significancia estatistica (Teste-Tukey para comparagdes multiplas de amostras com
diferenca significativa entre as médias).
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Comparando NCL e NEL, observa-se que ndo houve variages nos valores de
tamanho médio para as formulagdes NCL, e NEL, durante os 90 dias de anélise,
enquanto para ambas as formulacfes NCLg e NELr esses valores de tamanho médio
comecaram a aumentar apos 45 dias. Por outro lado, comparando NC e NE, néo se
observaram variagdes dos valores de tamanho médio para as formulagdes NC, e NE,,
enquanto que para as formulagdes NCr e NEg, um aumento dos valores foi observado
apos 45 dias para NEg e somente apds 60 dias para NCg. Ainda, os valores de SPAN

aumentaram, especialmente, para NCLre NEg.

Tabela 13. Valores de SPAN em funcdo do tempo (90 dias) para as formulagdes de
NCL, NC, NEL e NE.”

Formulacéo Tempo (dias)

0 15 45 60 90

NCLr 1,34+0,17% 1641+2155% 23,76+298° 38,19 +32,92® 1124 +1234°

NCL, 1,26 £0,13 1,15+0,17 1,31 +0,04 131+£2]75 1,42 £ 0,07

NC:  134+001° 117+0,18% 1,89+2965° 2354+1604° 14,04 +059°

NC, 1,14 £ 0,07 1,16 £0,14 1,31+0,01 1,31+£0,13 1,28 £0,01

NELr 1,44+0,09% 155+024% 2,00+0,36°  2,00+0,14° 3,77 + 1,65

NEL, 1,30 +£0,36 1,47 +0,11 3,12+ 0,28 1,55+ 0,07 155+0,14

NEq 0,81 +0,06° 0,83+0,05“ 360+1,41° 3,77+0,86° 19,59 +14,46%

NE, 1,50 £0,12 1,52 +0,13 1,54 + 0,02 148 +0,14 1,46 +0,14

* Teste-t entre formulagdes de com e sem fosfatidilcolina ou monoestearato de sorbitano e entre nanocéapsulas e
nanoemulsdes correspondentes. ANOVA One-Way para comparagfes de todas as formulagfes de nanocapsulas
ou de nanoemulsdes. a=0.05.

** | etras diferentes indicam significancia estatistica (Teste-Tukey para comparagdes multiplas de amostras com
diferenca significativa entre as médias).

O acompanhamento dos valores de SPAN para NCL e NC em fungéo do tempo

mostrou que tais valores tendem a aumentar apos 45 dias, especialmente para as
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formulacGes contendo fosfatidilcolina (NCLg e NCg). Em paralelo, o0 mesmo é

observado para as formulagdes de NEL e NE contendo fosfatidilcolina (NELf e NEg).

Analise de distribuicdo de tamanho em volume (%) das formulacGes foi
realizada apos cinco meses (150 dias) de armazenamento e comparada com a obtida
logo apds seu preparo (Figura 21). As formulagdes foram analisadas apos este periodo

para que os fendmenos de instabilidade pudessem ser mais claramente visualizados.
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Figura 21. Gréficos das distribuicdes de diametro (um) em volume obtidos por
difracdo de laser para as formulagdes de NCL e NC (a) apds o preparo e (b) apos cinco
meses de armazenamento e de NEL e NE (c) ap0s o preparo e (d) apos cinco meses de
armazenamento.
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Para as formulagcbes NCL e NC, é observado nos graficos das distribuicdes de
tamanho, antes e apds o0 armazenamento, que ocorrem mudancas da escala
nanométrica para micrometrica nas formulagfes contendo fosfatidilcolina (NCL¢ e
NCg). O mesmo é observado para as formulacbes NEL e NE antes e ap0s o

armazenamento.

Comparando as formulacGes de NCL e NC (NCLr e NCr) e NEL e NE (NELg e
NEg) contendo fosfatidilcolina, é possivel observar que as formulagdes NCLr e NC¢
ainda apresentaram distribuicdo monomodal ap6s 5 meses de armazenamento. O
mesmo ndo foi verificado para as formulagdes NELg e NEg para as quais distribuicdes

polimodais s&o visualizadas.

5.9.2 Observagdo macroscopica

Analise quanto ao aspecto visual das formulagdes, foi realizada para as
suspensdes de NCL e NC ap0s cinco meses de armazenamento (Figura 22). Essa
analise somente foi realizada para as formulacGes de NCL e NC, pois, devido a
diferenca de densidade entre as fases dispersa e dispersante, conforme j& demonstrado
nos perfis de ABS (25 °C, 10 h), os fendmenos podem ser melhor visualizados para

esse sistema.

(d)

Figura 22. Analise visual das formulagbes NCL e NC apés cinco meses (150 dias) de
armazenamento, onde (a) NCLg, (b) NCg, (c) NCL, e (d) NC,.
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A imagem possibilitou claramente visualizar que apenas as formulagdes
contendo fosfatidilcolina, NCLg e NCg, apresentaram fendémenos de instabilidade.
Estes fendmenos séo aumento do tamanho de particula seguido de sedimentagdo. Além
disso, é possivel observar que, entre as formulagdes contendo esse componente, este

fendmeno foi mais pronunciado para NCLk.

5.9.3 Espalhamento maultiplo de luz

Analises de espalhamento mdaltiplo de luz foram realizadas em determinados intervalos

durante um periodo de 90 dias de armazenamento das formulages.
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Figura 23. Relagéo entre a ultima varredura de Perfis de BS (%) versus tempo (1 h, 1
varredura a cada 5 min), realizados apos 0, 15, 3, 60 e 90 dias do preparo das
formulacdes de (a) NCLg, (b) NELf, (c) NCL,, (d) NEL,, (e) NCg, (f) NEg, (g) NCy e
(h) NEo. O menisco delimitasse ao redor de 44 mm.

Através da analise dos perfis de BS (Figura 23) observa-se que as formulagdes
contendo fosfatidilcolina, NCLg, NCg, NEL e NEg, apresentaram variagdes no centro

da cubeta apos 45 dias, onde, primeiramente o sinal de BS aumenta e depois diminui
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em relacdo ao dia zero. Em temperatura constante, a reduc&o inicial indica o aumento
do tamanho de particula ainda na ordem de nandmetros enquanto que a posterior
reducdo indica o aumento do tamanho de particula para a escala de micrometros
(MENGUAL e col., 1999a; MENGUAL e col., 1999b). Para as outras formulacdes,
também se observam alteracdes do sinal, mas somente no topo da cubeta, a partir de
45 dias. As formulagbes NCL, e NC, sdo as que tendem a apresentar menores

variagdes no sinal de BS.

Assim, através dessas andlises foi possivel concluir, apos 45 a 60 dias, que as
formulacbes contendo fosfatidilcolina sdo mais instaveis. Adicionalmente, a
formulacdo NCLg é a mais instavel entre as formulagcbes NCL e NC e a formulacéo

NEr € a mais instavel entre as formulages de NEL e de NE.

5.9.4 Estudos de estabilidade quimica

Para verificar se estaria havendo alguma relacdo entre a estabilidade quimica
com a estabilidade fisica, 0 estudo da estabilidade quimica foi realizado segundo a
variacdo dos valores de pH e de teor de substancia ativa em funcéo do tempo. Para isso
foi necessario utilizar uma substéncia ativa que tivesse absor¢do no UV-vis (para ser
quantificada), ndo sofresse liberagdo do sistema em funcdo do tempo e que estivesse
totalmente encapsulada.

Como modelo de substéncia ativa foi utilizado o filtro solar quimico
metoxicinamato de octila (MCO) que, devido ao seu aspecto e alta lipofilia, faz parte
do ndcleo oleoso do sistema (ALVAREZ-ROMAN e col., 2001; ALVAREZ-ROMAN
e col., 2004; JIMENEZ e col., 2004; WEISS-ANGELI e col., 2008). O método
analitico utilizado para as determinacgdes de teor de MCO apresentou regressao linear
significativa com r>0,99 (P<0,05, «=0,05). Ndo ocorreram desvios da linearidade
(P>0,05, =0,05). Os limites de deteccdo e quantificacdo foram 0,77 ug/mL e 2,33
ug/mL, respectivamente. A precisdo intermediaria e a repetibilidade mostraram

valores de desvio-padréo relativo <5 %. A taxa de recuperacdo de MCO apresentada
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foi de 109,71 + 4,21 % (ponto 5 png/mL), 110,72 + 3,01 % (ponto 10 pg/ml) e 107,14 +
1,67 % (ponto 30 pug/mL).
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Figura 24. Medidas de (a) pH e (b) % de MCO para as formulag¢des de NCL, NC, NEL
e NE.

As medidas de pH, Figura 24a, das formulagbes de nanocépsulas e
nanoemulsdo mostraram uma leve reducdo dos valores, nos primeiros 15 dias, somente
para as formulac6es NCg, NELr e NEr. Entretanto, como para as outras formulagGes
durante toda a andlise, tais valores permaneceram constantes apos esse decrescimo

inicial.

As medidas de % de MCO (Figura 24b) mostraram uma leve alteracdo dos
valores comparando os valores obtidos em 0 e 90 dias (P<0,05) para quase todas as
formulagGes. 1sso so ndo foi observado para a formulagédo NC, (P>0,05). O MCO é um
filtro solar quimico que é sensivel a luz, apresentando fotoisomerizacdo de E-p-
metoxicinamato de octila para Z-p-metoxicinamato de octila (PATTANAARGSON e
LIMPHONG, 2001). Um estudo que avaliou a fotodegradacdo desta substancia
verificou que esta ocorre somente quando este & exposto a luz. Quando esta protegido
da luz, ndo apresentou degradacdo durante um més de armazenamento em
temperaturas de 4, 25 e 60 °C. Entretanto, uma breve exposicéo a luz, ja foi capaz de
reduzir sua absorcdo inicial e mostrar o acumulo do produto de degradagdo
(PATTANAARGSON e LIMPHONG, 2001). Portanto, a leve alteracdo observada
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para os valores de % de MCO poderia ser devido a certo grau de degradacéo deste

componente.

Em suma, tais resultados ndo indicam que existiu uma relacdo direta entre o
inicio do aparecimento dos fendmenos de instabilidade fisica e a ocorréncia de

instabilidade quimica dos componentes da formulacéo.

5.9.5 Classificagdo das formulacoes

Como foi possivel verificar com os resultados de estabilidade fisica obtidos
pela anélise a longo prazo, os quais sdo mostrados no fluxograma da Figura 25, chegar
a uma ordem de estabilidade fisica real das formulagbes s6 foi possivel atraves da
combinacdo dos resultados obtidos por diferentes técnicas de analise. Ainda, foi
necessario entre 90 a 150 dias para obter informacdes conclusivas sobre a classificagdo

dessas formulagdes segundo sua estabilidade fisica.

ANALISE
Ohzervagio
macroscedpioa
1
NEpSNELp N CLp <N Cp< < <SNLCH< M
NCLp<Cy<NLCyS NCy reHELeSHCLe SN Cr HEL Sy LG Ny
Difraciode lager:
o tarnanho e
Distribuigio TPAN
IEp < MELp<MCLp< M Cry<{NE,, J l_ (MEr<NELp & NCLp<NC<(ME,,
WELp, NCp, NCLy) NELg, NCp, NCLg)

WEp<NELs<HCLyp<HCp<NELy SNE NLCp S Ny

Figura 25. Ordem crescente (da esquerda para direita) de estabilidade fisica das
formulacGes obtida através da combinacéo dos resultados da analise das formulagdes a
longo prazo por diferentes técnicas de anélise.
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METODS
I
| |
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Figura 26. Ordens (crescente) de estabilidade das formulagdes obtidas pelo método
EML-TV (atraves do ordenamento dos valores de AH®%,.) e pelo estudo de
estabilidade em tempo real.

Colocando em ordem de estabilidade, NEL, NE, NCL, NC e os quatro sistemas
juntos, foi possivel verificar que a ordem de estabilidade proposta pelo método EML-
TV desenvolvido, obtida através do ordenamento dos valores de AH®g,. (do maior para
0 menor valor em modulo, como sendo ordem crescente de estabilidade), foi a mesma

que aquela determinada em tempo real (Figura 26).

Tal fato valida a utilizacdo do método proposto como meétodo de determinacéo
da estabilidade inicial para a selecdo de formulagdes com as vantagens de: nédo ser
destrutivel e manter a condigéo inicial do sistema (ndo necessita de pré-tratamento), o
que possibilita que a amostra seja reutilizada; ser de extremamente rapida execucéo,
pois sua duracdo ¢ menor do que a de qualquer outra técnica conhecida; e, possibilita
obter valores quantitativos para fins comparativos de estabilidade utilizando apenas

uma técnica de analise.

Levando em consideragdo informacdes da literatura, a ordem de estabilidade
apresentada pelas formulacbes era esperada. Os sistemas com fosfatidilcolina
apresentaram valores de potencial zeta similares aqueles sem este componente, 0 que

indica pouca influéncia do mecanismo de estabilizacdo eletrostatica nos sistemas
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preparados. Essa baixa variagcdo de potencial zeta comparada com outros relatos de
nanocapsulas preparadas com tensoativos a base de fosfatidilcolina (MOSQUEIRA e
col., 2000) é a diferenca de pureza dessa matéria-prima. No presente estudo, foi
relatado que nanocépsulas preparadas com Epikuron 200® (fosfatidilcolina>99%)
apresentam menores valores de potencial zeta, e que assim, a estabilidade dos sistemas
preparados com Epikuron 170® seria devido ao écido fosfatidico, impureza do

Epikuron 170®, que contribui para o aumento do potencial zeta.

As estreitas distribuicfes de tamanho, apos preparacdo, podem indicar que o
fendmeno de Ostwald ripening seja bastante reduzido para os sistemas coloidais
estudados. Isso sugere que ndo houve grande influéncia desse fendmeno sobre a

ocorréncia de fendmenos de instabilidade nas formulagdes.

A presenca de fosfatidilcolina diminuiu a estabilidade dos sistemas. Um estudo
anterior verificou, pela combinacdo das técnicas de gradiente de densidade e
microscopia eletronica de transmissdo, que existe a presenca concomitante de
lipossomas quando nanocapsulas sdo preparadas com Epikuron 170° (MOSQUEIRA e
col., 2000). Os estudos de gradiente de densidade realizados no presente trabalho nédo
foram capazes de informar da presenca dessas estruturas devido a sobreposicdo de
bandas de densidade. Dessa forma, pode-se supor que lipossomas estejam presentes
nas formulacGes preparadas com este componente e esses poderiam ser 0s principais

responsaveis pela instabilidade dessas formulages.

Portanto, considerando os resultados apresentados, o principal mecanismo de
estabilidade das formulacdes preparadas neste trabalho seria a repulsdo estérea devido
a presenca de polissorbato 80 (NCL, NC, NEL e NE) (JAGER e col., 2009), bem

como a barreira mecanica introduzida pela parede polimérica (NCL e NC).

5.10 Estudo da deformacéao das nanocapsulas

MULLER e colaboradores (2001), baseados em resultados obtidos por DSC,

estabeleceram um modelo de organizacdo estrutural para nanocapsulas onde o
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monoestearato de sorbitano estaria disperso no nucleo lipofilico de mistura de
triacilglicerol de cadeias médias dos sistemas preparados com PCL e polissorbato 80,
que estaria estabilizando essas particulas. Assim, essas nanocépsulas foram
consideradas nanocapsulas de nucleo lipidico. POHLMANN e colaboradores (2002),
por espectroscopia de correlacdo de fotons, propuseram que, no caso das nanoesferas,
0 monoestearato de sorbitano estaria disperso na matriz polimérica. Tais resultados
foram reafirmados pelas andlises de espalhamento de raios-X a baixo angulo,
realizadas por CRUZ e colaboradores (2006b), para nanocépsulas, nanoesferas e

nanoemulsdo contendo monoestearato de sorbitano.

JAGER e colaboradores (2009) verificaram que a liberagdo do éster etilico de
indometacina, o qual se encontra disperso no nucleo das particulas de NCL (CRUZ e
col., 2006a), tornava-se mais lenta com o aumento da concentragdo de monoestearato
de sorbitano na formulagdo. Isso mostra que a dispersdo de um lipideo liquido e um
lipideo solido no nucleo das particulas propicia que o controle de liberacdo néo seja
exclusivamente um atributo da parede polimérica das nanocapsulas, como acontece
para as particulas propostas por FESSI e colaboradores (1989). MONTASSER e
colaboradores (2002) e MOSQUEIRA e colaboradores (2005), devido a estudos de
AFM, sugeriram que as nanocapsulas, por serem vesiculas poliméricas, ndo teriam a

mesma rigidez que as nanoesferas, estruturas matriciais.

Considerando 0 exposto, uma hipéOtese foi levantada: a presenca de
monoestearato de sorbitano alteraria o grau de rigidez das nanocéapsulas (Figura 27).
Assim, foram preparadas quatro formulaces de nanocapsulas no presente trabalho,
duas contendo monoestearato de sorbitano (NCLr e NCL,) e duas sem este

componente (NCg e NCy).

Os resultados de turbidimetria mostraram que o ndmero de particula por cm® é
maior para as formula¢fes contendo monoestearato de sorbitano (NCLg e NCLo). Os
resultados de DSC mostraram que tanto as formulagdes de NCL quanto as formulagGes
de NC apresentam reducgéo similar de cristalinidade e somente um pico de fuséo, o

qual pareceu ser referente ao polimero. Ainda, através do gradiente de densidade,
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verificou-se que essas formulagdes eram mais densas e uma Unica faixa de densidade
foi visualizada para tais formulagbes. Tais resultados demonstraram que o0

monoestearato de sorbitano encontra-se, pelo menos em parte, dentro das particulas.

Os estudos demonstraram que formulagdes preparadas sem fosfatidilcolina
(NCL, e NC,) sdo termodinamicamente mais estaveis. Portanto, tais formulacGes

foram selecionadas para o estudo da deformacdo das nanocépsulas.

Polissorbato 80 TCC:MCO @) Poli(epsilon-caprolactona)

Figura 27. llustragdo dos possiveis perfis de deformagdo das particulas de NCL e NC
apos a aplicacdo de uma forca.

As formulagbes foram primeiramente analisadas por AFM no modo tapping

para verificar a disposicdo das particulas sob o substrato escolhido, o formato,
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didmetro e altura das mesmas. Na Figura 28 é possivel verificar que as particulas NC,
(Figura 28a e Figura 28c) e NCL, (Figura 28b e Figura 28d) apresentam formato

esférico, com diametro em torno de 200 nm e altura superior a 100 nm.

100.0 nm
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Figura 28. Imagens de AFM no modo tapping das formulagoes NCy € NCLo. Em () e
(c) temos NCy, em 50 um x 50 um e em 4,5 um x 4,5 um, respectivamente. Em (b) e
(d) temos NCLy, em 50 um x 50 um e em 4,5 um x 4,5 um, respectivamente. Os
quadrados vermelhos mostram a area de zoom de 50 para 4,5 um.

Adicionalmente, durante estas analises no modo tapping, ao procurar a melhor
preparacdo para a amostra, foi possivel verificar que as particulas tendem a se agregar
no substrato utilizado (mica), Figura 29a e Figura 29c, pois o diametro e altura
apresentado por algumas particulas eram muito superiores aos esperados. Com o
aumento da diluicdo do sistema para o preparo da amostra de analise, foi possivel
diminuir a presenca desses agregados, Figuras 29c e Figura 29d, o que possibilitou
uma melhor analise dos sistemas. Entretanto, o mais interessante foi poder observar a
camada ao redor e entre as particulas que também reduz com o aumento da diluicdo
utilizada para o preparo da amostra. Tal camada provavelmente seja o polissorbato 80,
tensoativo que estabiliza o sistema. Na imagem de fase (Figura 29b), a mesma cor
escura indica que essa camada que esta entre e ao redor (na superficie) das particulas é

do mesmo material (mesma “maciez”).
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Figura 29. Imagens de AFM no modo tapping da formula¢do NC,. Em (a) imagem de
topografia e (b) imagem de fase, em 10 um x 10 um, da formulagcdo NC, com diluigdo
de 100x para preparo da amostra mostrando o material que esté entre as particulas é o
mesmo que as recobre. Em (c) diluicdo de 100x para o preparo da amostra e (d)
diluicdo de 500x para o preparo da amostra da formulacdo NC,, em 4 um X 4 um,
mostrando que com o aumento da diluicdo os agregados diminuem e o material,
polissorbato 80, que recobre e fica entre as particulas diminui de concentracéo
passando so a recobrir as particulas.

Para a analise de rigidez, foi utilizado o modo contato, aplicando o
procedimento de Force Volume. Apds a obtencdo das curvas de forga, os dados
extraidos foram analisados por um programa baseado em um modelo teodrico para a
obtenc&o dos dados de elasticidade, Informag6es qualitativas foram obtidas através das
imagens de Deflection slope approach fornecidas por este tratamento. As imagens
obtidas por essa anélise estdo expostas na Figura 30 e fornecem informagdes quanto ao

grau (ou inclinagéo) da deflex&o que o cantilever faz ao aproximar-se da amostra.
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Figura 30. Imagens de Deflection slope approach para as particulas (a) NCq e (b)
NCL,. A barra mostra o grau de inclinagdo da deflexdo do cantilever. As setas
vermelhas apontam as particulas.

Na Figura 30, a barra representa a inclinacdo do cantilever, ou seja, quanto mais
escura a tonalidade de azul, maior foi a inclinacdo do cantilever e mais rigida é a
amostra. Observa-se que na Figura 30a, a tonalidade de azul é mais escura sob 0
substrato do que sob a particula, enquanto que na Figura 30b a mesma tonalidade de
cor é observada sob o substrato e sob as particulas. Tal resultado confirmou, pelo
menos qualitativamente, que as nanocapsulas de nucleo lipidico, NCL,, ou seja, com
monoestearato de sorbitano, sdo mais rigidas do que as particulas sem este

componente, NC,.

Portanto, as formulagdes de NCL, contendo monoestearato de sorbitano,
poderiam ser utilizadas, por exemplo, para encapsular ativos que devam atuar em
camadas mais superficiais da pele, pensando na via cuténea, por exemplo. Tal
permanéncia das NCL em camadas mais superficiais da pele ja foi observada em
experimentos ex vivo (ALVES e col., 2007; PAESE, 2008). Por outro lado, as
particulas sem este componente (NC) ou, ainda sem polimero (NE), poderiam ser

utilizadas para encapsular ativos que devam atuar em camadas mais profundas da pele.
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5.11 Relacéo entre estabilidade fisica e rigidez das nanocapsulas

No inicio do trabalho, foi levantada a hipotese de que nanocépsulas contendo
monoestearato de sorbitano seriam mais estaveis do que aquelas contendo
fosfatidilcolina ou sem monoestearato de sorbitano devido ao aumento da viscosidade
do nucleo e rigidez do sistema. A presenca de monoestearato de sorbitano no nucleo
das particulas mostrou resultar em aumento da rigidez do sistema. Entretanto, embora
NCL, tenha demonstrado ser mais estavel que NCr, ndo foram observadas diferencas

de estabilidade entre NCL, e NC,. Além disso, NCL¢ foi mais instavel que NC¢.

Os resultados indicaram que a estabilidade termodindmica do sistema coloidal
ndo teve relacdo com o aumento da viscosidade e rigidez do nucleo, causada pela
presenca de monoestearato de sorbitano. A parede polimérica mostrou ser principal

fator para a obtencdo de sistemas com grande estabilidade termodindmica.
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e As formulagdes de NCL e NC mostraram tendéncia a apresentar valores de
tamanho medio (D3) maiores que suas NEL e NE correspondentes, fato que
mostrou estar relacionado com os maiores valores de tensdo superficial e de
viscosidade das fases organicas das formulacGes de NCL e NC. Desta forma, as
propriedades fisico-quimicas das solugGes iniciais utilizadas para preparar as
formulagdes coloidais mostraram ter relagdo com as caracteristicas finais do

sistema;

e A avaliacdo da estabilidade relativa em funcdo do tempo, por espalhamento
multiplo de luz, para as formulagbes de NCL, NC e de NEL, NE mostrou
fendmenos de migragéo de particulas esperados para esses sistemas e indicou que
0s sistemas analisados tendem a ser cineticamente estaveis por certo periodo de

tempo;

e O novo método desenvolvido (espalhamento mdaltiplo de luz em temperatura
variada, EML-TV) foi capaz de fornecer parametros termodindmicos do processo

de floculacéo de sistemas coloidais;

e O método desenvolvido ¢é atil como método de determinacdo da estabilidade
termodindmica de formulagdes coloidais com as vantagens: de ndo ser destrutivel,
de ndo necessitar de pre-tratamento, mantendo o sistema intacto e possibilitando
que a amostra seja reutilizada; de ser de execugdo extremamente rapida, com
duragcdo menor (< 1 h); de ser mais rapido do que qualquer outra técnica conhecida;
e ainda, de obter valores quantitativos para fins comparativos de estabilidade
utilizando apenas uma técnica de analise. Isso representa uma potencial vantagem

de tempo e custos durante o periodo de desenvolvimento de um produto;

e O novo método para a determinacdo de parametros termodindmicos de sistemas
dispersos permitiu comparar quantitativamente formulagbes usando desenhos
fatoriais, assim como estabelecer um valor de referéncia da variagdo de entalpia
padréo para se prever a estabilidade a longo prazo, a partir de uma anélise de 1 h
em EML-TV,
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e Verificou-se que o valor de referéncia da variagdo de entalpia padréo para se prever
a estabilidade a longo prazo difere conforme a natureza coloidal (NCL, NC ou
NEL, NE);

e Foi possivel determinar que o polimero aumenta quantitativamente a estabilidade
dos sistemas dispersos por estar localizado na interface particula-agua. Ou seja, foi
demonstrado, pela primeira vez, o efeito quantitativo da presenca da parede

polimérica na estabilidade de dispersdes coloidais submicrométricas;

e A presenca de fosfatidilcolina prejudica consideravelmente a estabilidade do

sistema coloidal, mesmo na combinag&o com monoestearato de sorbitano;

e O estudo qualitativo de deformacgédo das NCL e NC indicou que as nanocapsulas de
nucleo lipidico, NCL, que contém monoestearato de sorbitano, sdo mais rigidas do
que as NC, que sdo preparadas sem este componente. E, ainda, mesmo que 0
nucleo de NCL seja mais rigido do que o nucleo de NC, o monoestearato de
sorbitano nédo influenciou significativamente a estabilidade termodinamica das
NCL ou NEL em comparacdo com NC ou NE, comparada com a estabilidade que a
parede polimérica propiciou para os sistemas NCL e NC comparados com NEL e
NE.
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Quadro 1. Estruturas quimicas dos componentes utilizados para a preparagdo das
particulas.
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Contornos de Superficie da Resposta Estimada
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Figura 31. Grafico de contorno do delineamento fatorial 23

2 Contornos de Superficie da Resposta Estimada
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Figura 32. Grafico de contorno do delineamento fatorial 2° para o sistema polimérico

(nanocapsulas).

Monoestearato de sorbitano

Figura 33. Gréfico de contorno do delineamento fatorial 2° para o sistema néo-

polimérico (nanoemulsdes).
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Tabela 14. Densidades (g cm™) das formulacdes de nanocépsulas e nanoemulsdes,
assim como das formulacdes de nanoesferas (NS), lipossomas (LS) e nanodisperséo

(ND) obtidos por gradiente de densidade.

Formulacéo Densidade (g cm™®)
NCL¢ 1,024

NCL, 1,013-1,026
NCk 1,025

NCy 1,022

NEL¢ 1,013-1,024
NEL, 1,013-1,022 + 1,024-1,026
NEE 1,013-1,022
NE, 1,013-1,022

LS 1,022

ND 1,024

NS 1,035-1,091




