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RESUMO

A utilizagdo de nanoparticulas poliméricas como carreadores de filtros solares tem sido
descrita na literatura, com intuito de possibilitar uma maior reten¢ao desses no estrato
corneo. Esse trabalho teve por objetivo desenvolver formulagdes nanotecnoldgicas
fotoprotetoras a partir de variagdes na composicdo do nicleo oleoso e na composi¢ao
quali-quantitativa dos filtros solares selecionados. Inicialmente, foram preparadas
formulacdes contendo somente metoxicinamato de octila (OMC), afim de determinar a
melhor concentracdo do filtro no nticleo. A analise da estabilidade dessas nanocépsulas
mostrou que a menor concentracdo de OMC foi a ideal para a sua localizacdo
preferencial no nucleo. Posteriormente, a essa formulacdo foi adicionado 16 mg/mL de
um Oleo adicional, obtendo-se a formulacdo NC;, a qual apresentou tamanho
nanométrico e potencial zeta variando entre -9 e -18 mV. Apds a secagem das
formulacdes contendo OMC ou OMC associado ao 6leo adicional, a retomada do
tamanho nanométrico foi obtida em sua totalidade apenas para a formulagdao contendo
OMC e o 6leo adicional. No estudo do gradiente de densidade observou-se que essa
mesma formulacdo, apresentou a menor tendéncia a mistura de particulas. A formulagdo
NC,; também propiciou maior fotoestabilizacdo do OMC, da mesma forma como a sua
respectiva forma pulverulenta. Apds incorporagdo dos nanoinsumos em hidrogéis, os
valores de pH, comportamento reolégico e caracteristicas organolépticas obtidas foram
adequadas para aplicagdo topica. No estudo da capacidade fotoprotetora, a formulagao
contendo NC; apresentou melhor desempenho. O hidrogel contendo NC; também
apresentou maior reteng¢ao no estrato corneo em ambos os tempos de andlise (2 h e 6 h)
em relacdo aos demais hidrogéis contendo somente OMC. Em um estudo final, foram
adicionados outros dois filtros solares a formulacao NCj, a octiltriazona e bemotrizinol.
As formulagdes apresentaram tamanho de particula, bem como pH e potencial zeta,
adequados. Na andlise da estabilidade fisica das formulacdes, observou-se que as
mesmas mantiveram-se estdveis durante todo o periodo de andlise. No estudo da
capacidade fotoprotetora e da capacidade absortiva, a formulacdo contendo um total de
3 mg/mL de filtros solares encapsulado apresentou melhor desempenho. No estudo de
penetracdo cutanea, esse mesmo semissOlido apresentou melhor retengdo no estrato
corneo apos 6 horas em relagdo ao semissélido contendo os trés filtros na forma livre.
No estudo avaliando as peles suinas tratadas com as formulagdes seguida da irradiacao
em lampada UVB, os hidrogéis contendo nanocépsulas (gel contendo NC; e o gel
contendo NC,) foram aqueles que mostraram maior capacidade de evitar os danos
provocados pela radiagcdo. Em sintese, esse trabalho demonstrou a superioridade das
nanocdpsulas desenvolvidas em relagdo aos hidrogéis ndo-nanotecnolégicos. Também
foi demonstrado a possibilidade de encapsulacdo de mais de um filtro solar no nicleo
oleoso das nanocapsulas.

PALAVRAS-CHAVE: PALAVRAS-CHAVE: nanocépsulas, fotoprotetores,
metoxicinamato de octila, octiltriazona, bemotrizinol, filtro solar.



ABSTRACT

Polymeric nanoparticles containig sunscreens have been developed in several studies
mainly to enable greater retention in the stratum corneum. This work aimed to develop
photoprotective formulations based on nanotechnology by variyng in the oil core
composition and quali-quantitative composition of selected sunscreens. Initially, only
formulations containing ethylhexyl methoxycinnamate (EMC) were prepared, in order
to determine the optimal concentration of this filter in the nanoparticles core. The
stability analysis of these nanocapsules demonstrated that the lower concentration of
EMC was the optimal for its core location. To this formulation 16 mg / mL of an
additional oil was added, obtaining the NC; formulation, which had nanometer size and
zeta potential ranging between -9 and -18 mV. After drying the formulations containing
EMC or EMC associated with additional oil, the resumption of nanometric particle size
were obtained in its entirety only for the formulation containing EMC and additional
oil. In the study of density gradient, this formulation also showed a lower tendency of
particle mixture. The NC; formulation also provided greater photostabilization of EMC,
just as its respective dry form. After incorporation of nanoparticles in hydrogels, the pH
values, rheological behavior and organoleptic characteristics were appropriated for
topical application. In the study of photoprotective capacity, the formulation containing
NC, presented the best performance. The hydrogel containing NC; showed greater
retention in the stratum corneum for 2 and 6 hours, compared to other hydrogels
containing only EMC. In a second study, the sunscreens ethylhexyl triazone and
bemotrizinol were added to NC; formulation. The formulations had suitable particle
size as well as pH and zeta potential. In the analysis of physical stability of these
formulations, it was observed that they were stable throughout the period of analysis. In
the study of photoprotective capacity and absorptive capacity, the formulation
containing 3 mg/mL of sunscreens encapsulated showed the best performance. In the
study of skin penetration, this semisolid showed better retention in the stratum corneum
only after 6 hours compared to semisolid containing three sunscreens in free form. In a
study evaluating the porcine skin treated with the formulations and submitted to UVB
irradiation, hydrogels containing nanocapsules (hydrogel containing NC; and hydrogel
containing NC,) were those that showed greater capacity to prevent damage caused by
radiation. In summary, this study demonstrated the superiority of developed
nanocapsules in relation to non-nanotechnology hydrogels. It was also demonstrated the
possibility of encapsulation of more than one sunscreen in the oil core of nanocapsules.

KEY-WORDS: nanocapsules, sunscreens, ethylhexyl methoxycinnamate, ethylhexyl
triazone, bemotrizinol.



LISTA DE ABREVIATURAS

OMC: Metoxicinamato de octila

OCT: Octiltriazona

BMT: Bemotrizinol

UV: Ultravioleta

UVA: Radiacao ultravioleta A

UVB: Radiagao ultravioleta B

UVC: Radiagdo ultravioleta C

NC: Nanocépsulas

NCy 45: Suspensdo de nanocdpsulas contendo 4,8 mg/mL de metoxicinamato de octila
NCy 1,0: Suspensao de nanocdpsulas contendo 1 mg/mL de metoxicinamato de octila
NCys: Suspensio de nanocdpsulas NCy | g seca por aspersao

NC;: Suspensao de nanocdpsulas contendo 160 puL de triglicerideos de cadeia média e
metoxicinamato de octila em concentracio de 1 mg/mL

NC; ¢: Suspensao de nanocdpsulas NC; seca por aspersao

NC,: Suspensdo de nanocapsulas contendo 160 pL de triglicerideos de cadeia média, 1
mg/mL de metoxicinamato de octila e 2 mg/mL de octitriazona

NCj;: Suspensdo de nanocépsulas contendo 160 uL de triglicerideos de cadeia média,
Img/mL de metoxicinamato de octila e 2 mg/mL de bemotrizinol

NC4: Suspensdo de nanocapsulas contendo 160 pL de triglicerideos de cadeia média, 1
mg/mL de metoxicinamato de octila, 1 mg/mL de octitriazona e 1 mg/mL de
bemotrizinol

TCM: Triglicerideos de cadeia média

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

g omc: Emulsdo contendo metoxicinamto de octila livre
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MEV: Microscopia eletronica de varredura

g ns: Gel de nanoesferas

g nc Br: Gel de nanocdpsulas brancas

g omc-oct-mt: Gel contendo metoxicinamato de octila, octiltriazona e bemotrizinol
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1. INTRODUCAO




A pele constitui o maior 6rgao do corpo humano (RIBEIRO, 2010; SHAAT, 2005),
sendo esse o primeiro contato do nosso organismo com o meio externo. O seu pH 4cido,
decorrente da presenca de aminodcidos e dcido latico, complementa o efeito barreira,
auxiliando na protecdo contra micro-organismos e agentes quimicos (BUTLER, 2000).
Adicionalmente, a pele também possui termina¢des nervosas que convertem o seu

contato com o meio externo em sensagoes de toque, pressao, dor e temperatura (SHAI et

al., 2009; RIBEIRO, 2010).

A pele estd dividida em epiderme, derme e hipoderme. A epiderme, a camada
mais externa da pele, subdivide-se em camada cdérnea, camada granulosa, camada
espinhosa e camada basal (RIBEIRO, 2010). A camada cérnea, a mais externa da
epiderme, formada por células mortas e queratinizadas denominadas de cornedcitos
(SHALI et al., 2009), constitui a principal barreira a penetracdo de substincias na pele
(KALIA; GUY, 2001). Na epiderme, além dos cornedcitos, estdo também presentes 0s
melandcitos. Esses t€ém por fungdo produzir a melanina, substancia que protege a pele
dos danos provocados pela radiagdo ultravioleta (BUTLER, 2000) através da difracdo
ou reflexdo dessas radiagdes. A derme, por sua vez, € o tecido situado logo abaixo da
epiderme, tendo como fun¢do fornecer o aporte nutricional. Nessa camada estdao
presentes as fibras de coldgeno e elastina, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas
dispersas na substancia fundamental. Os fibroblastos, as principais células da derme,
sao responsaveis pela producao de substancia fundamental e de coldgeno. Abaixo da
derme ha ainda a hipoderme, formada por tecido adiposo, atuando como reservatorio de
energia e como isolante térmico em situacOes de baixas temperaturas (SHAI et al.,

2009).

O envelhecimento cutaneo € um processo complexo, multifatorial, associado tanto
a fatores extrinsecos como também a fatores intrinsecos (FARAGE et al., 2010;
RIBEIRO, 2010). Dentre os fatores intrinsecos estdo as alteracdes hormonais
(BRINCAT et al., 1983; BRINCAT et al., 1987a; BRINCAT et al., 1987b). Dentre os
fatores extrinsecos, estdo a radiacdo ultravioleta e o tabagismo (FARAGE et al., 2010;
RIBEIRO, 2010). A radiacao ultravioleta provoca o fotoenvelhecimento e caracteriza-se
por variadas alteragdes como: redu¢do do ndmero de queratindcitos, fibroblastos e
melandcitos; diminui¢do na biossintese de coldgeno (RIBEIRO, 2010; SHAAT, 2005) e

imunossupressao (AUBIN, 2003). Além desses efeitos, a radiagcdo ultravioleta também
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estd relacionada com os carcinomas basocelular, espinocelular (RIBEIRO, 2010) e com
o melanoma, cancer de pele mais invasivo e responsavel por 90% dos 6bitos para

pacientes com cancer de pele (GARBE et al., 2010).

Os fotoprotetores passaram a ter papel fundamental na prevencdo dos efeitos
colaterais causados pela exposicao a radiacdo ultravioleta, sendo o primeiro fotoprotetor
comercializado no ano de 1928, contendo salicilato de benzila e cinamato de benzila
(LIM; DRAELOS, 2009). Essas preparacdes de uso topico t€m como objetivo proteger
a pele contra a radiacao ultravioleta A e B, através da absor¢ao, dispersao ou reflexdo da
luz. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € responsédvel por
estipular as concentragdes maximas de uso, em preparacdes farmacéuticas, para os
diferentes tipos de filtros solares disponiveis no mercado, bem como autorizar e

fiscalizar a produgdo e comercializacao destes (BRASIL, 2006).

Entre as aplicacdes descritas para os sistemas nanoparticulados poliméricos na
literatura, estd o carreamento de ativos para uso tdpico, incluindo os filtros solares
(WEISS-ANGELI et al., 2008; JIMENEZ et al., 2004; PAESE, 2008, LUPPI et al.,
2004; OLVERA-MARTINEZ et al., 2005). Esses podem propiciar uma liberacio
sustentada dos ativos, permitindo que os mesmos permane¢am mais tempo na superficie
da pele (JIMENEZ et al., 2004). As suspensdes aquosas de nanoparticulas sdo sistemas
que apresentam poucos fendmenos de instabilidade fisico-quimicos, sendo considerados
na maioria das vezes sistemas altamente estaveis. Por serem sistemas aquosos, contudo,
estdo sujeitos a contaminag¢ao microbiana. Assim, a secagem dessas suspensdes permite
aumentar a estabilidade (MULLER et al., 2000). A técnica de secagem por aspersdo tem
sido aplicada para suspensdes de nanocdpsulas, sendo o didxido de silicio coloidal um
dos primeiros adjuvantes a ser proposto (MULLER et al., 2000, SCHAFFAZICK et al.,
2006). Embora esse adjuvante seja hidrofilico, é insolivel em 4gua, ndo propiciando
caracteristicas sensoriais agraddveis quando os pds secos com esse adjuvante sao
incorporados em formas semissdlidas (HOFFMEISTER, 2012). Mais recentemente, a
utiliza¢do dos adjuvantes hidrofilicos, especialmente a lactose, também foi descrita para
a secagem de nanoparticulas propiciando a obtencdo de particulas esféricas com

adequada redispersao em dgua (TEWA-TAGNE et al., 2007).



Diante do exposto, no presente trabalho foram preparadas formulagoes
semissOlidas contendo filtros solares encapsulados em nanocdpsulas. Como uma
primeira estratégia inovadora desse trabalho, foi avaliada a secagem de nanocépsulas
com adjuvante hidrofilico, buscando-se obter um pé facilmente incorpordvel em
formulacdes cosméticas. O metoxicinamato de octila foi empregado como modelo para
avaliacdo do efeito da secagem sobre o comportamento das nanocdpsulas como

fotoprotetores.

Além disso, outra estratégia consistiu na co-encapsulacdo dos filtros solares
octiltriazona e bemotrizinol juntamente ao metoxicinamato de octila, em nanocdpsulas,

com intuito de aumentar a capacidade fotoprotetora das formulacdes desenvolvidas.



2. JUSTIFICATIVA




O metoxicinamato de octila é um filtro solar UVB, que apresenta fotoinstabilidade
(PATTANAARGSON et al., 2004) quando exposto a luz, perdendo a sua capacidade de
protecdo frente a luz ultravioleta. Desta forma, a sua nanoencapsulacdo permite
aumentar a sua fotoestabilidade (PERUGINI et al., 2002; WEISS-ANGELI et al., 2008;
VETTOR et al., 2008) e garantir retencio no estrato cérneo (ALVAREZ-ROMAN et
al., 2004a; OLVEIRA-MARTINEZ et al., 2005; VETTOR et al., 2010).

As suspensdes de nanocédpsulas, embora apresentem alta estabilidade fisica, estdo
suscetiveis a contaminacdo microbiana por estarem na forma de suspensdo aquosa.
Além disso, apresentam maior dificuldade de acondicionamento e transporte em relacao
as formas solidas (AULTON, 2005). Sendo assim, a secagem de nanocépsulas, obtendo
nanocépsulas secas, visa a obtencdo de produtos intermedidrios com maior aplicacao

industrial (MULLER, 2000).

Adicionalmente, como outra estratégia desse trabalho, foi proposto o
desenvolvimento de nanocédpsulas que apresentassem maior capacidade de protecdao
frente a radiacdo ultravioleta. Para isso, uma combinacdo inédita de filtros solares
nanoencapsulados foi adicionada juntamente com o metoxicinamato de octila, no nicleo
oleoso das nanocédpsulas. Foram empregados como filtros solares adicionais a
octiltriazona, um filtro solar UVB, e bemotrizinol, um filtro solar UVB/UVA; sendo

ambos apresentando alto coeficiente de extin¢do molar (SOUZA, 2013).

A distribuicdo nas camadas da pele de cada um dos filtros solares, a partir de
formulacdes semissdlidas contendo os filtros solares nanoencapsulados ou na sua forma
livre, serd avaliada através do estudo de penetracdo cutanea in vitro. Esse ensaio foi
conduzido com intuito de antender a necessidade dos filtros solares ficarem retidos nas
camadas mais externas da epiderme a fim de garantir a efetividade dos fotoprotetores

desenvolvidos (JIMENEZ et al., 2004).

Subsequentemente, o estudo da capacidade fotoprotetora também foi realizado,
mediante avaliacdo da capacidade dos semissOlidos desenvolvidos em evitar a
degradacdo de uma substancia fotoldbil. Assim, serd possivel verificar se as novas
formulacdes desenvolvidas apresentam um melhor desempenho frente as formulacoes

contendo os filtros solares na forma livre.



3. OBJETIVOS




3.1. Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar € comparar nanoinsumos constituidos de suspensdes de

nanocépsulas contendo filtros solares quanto a sua performance como fotoprotetores.

3.2.  Objetivos Especificos

- Obter suspensdes de nanocdpsulas contendo somente metoxicinamato de octila

ou associacao de filtros solares (metoxicinamato de octila, octiltriazona e bemotrizinol);
- Desenvolver nanocdpsulas secas;

- Obter formas semissolidas contendo suspensdo de nanocdpsulas ou pés de

nanocdapsulas;
- Avaliar a capacidade fotoprotetora das formas semissélidas;

- Avaliar a penetracao cutinea in vitro das formas semissolidas.



4. REVISAO DE LITERATURA




4.1. Biologia da pele

A pele constitui 16% do peso corporal e tem por funcio a protecio contra forgas
mecanicas (provocadas por pressdao ou friccdo), perda de dgua transepidérmica e os
raios ultravioleta. Além disso, ainda possui fun¢do de regulacdo através de participacdo
na manutencao da temperatura corporal e sintese de vitamina D ocorre na pele, através

da exposicdo a radiacdo UVB, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A epiderme constitui a camada mais externa da pele, e se subdivide nas camadas
cornea, granulosa, espinhosa e basal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A camada
basal corresponde a camada mais profunda da epiderme, onde ha mitose ativa para gerar
queratindcitos. A camada espinhosa esta localizada acima da camada basal, na qual os
queratindcitos s@o mantidos coesos devido a presenca de desmossomos. A camada
granulosa, localizada acima da camada espinhosa, é formada por células achatadas
contendo granulos de querato-hialina. (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A camada
cornea € formada por cornedcitos, c€lulas anucleadas e queratinizadas, que estdo
organizadas entre as bicamadas de lipidios. Adicionalmente, nessa camada também esta
presente o fator de hidratacdo natural (NMF, do inglés Natural Moisturizing Factor).
Tanto os lipidios quanto o NMF tém por funcdo proteger a pele da desidratacio (SHAI
et al., 2009).

A derme € a camada localizada abaixo da epiderme, sendo formada por fibras
proteicas de coldgeno, elastina e de matriz extracelular. O coldgeno € a principal
proteina dessa camada, sendo responsavel pela propriedade de resisténcia da pele. A
elastina permite que a pele possa voltar ao seu estado original apds ocorréncia de
deformacdes provocadas por tensdao ou pressdo (BUTLER, 2000). A matriz extracelular
¢ formada por glicosaminoglicanos (GAGs), glicoproteinas e proteoglicanos. Os GAGs
podem ligar-se covalentemente as proteinas, formando proteoglicanos, que tém alta
capacidade de reter dgua (RIBEIRO, 2010). Além disso, na derme estdo presentes
também os receptores sensoriais e as glandulas sudoriparas e sebdceas. Os receptores

sensoriais permitem captar as sensagdes enquanto as glandulas sudoriparas e sebdceas

tém funcdo de produgdo de suor e sebo, respectivamente (BUTLER, 2000).
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Abaixo da derme estd localizada a hipoderme, camada de reserva energética,
composta por adipdcitos, proporcionando agdo isolante contra o frio (JUNQUEIRA;

CARNEIRO, 2004).

4.2. Efeitos da radiacao solar sobre a pele

O espectro de ondas eletromagnéticas € composto pelos raios gama, raios-X, raios
ultravioleta, visivel, infravermelho, microondas e ondas de radio. Essas sdo definidas
como oscilacdes de campos elétricos e magnéticos que se propagam através do espago
provocando perturbacdes em um meio, com transporte de energia (HARVEY, 2000).
Elas apresentam um comprimento de onda préprio, sendo esse definido como a
distancia entre dois vales (ponto mais baixo da onda) ou duas cristas (ponto mais alto da
onda). A energia que uma determinada onda eletromagnética apresenta estd relacionada
com o seu comprimento de onda (HARVEY, 2000; HALLIDAY et al.,, 2006). O
espectro solar corresponde as radiages ultravioleta, infravermelho e luz visivel.
Embora a radiagdo ultravioleta corresponda a apenas 5% da radiagdo solar terrestre, essa
€ a principal responsavel por danos ao DNA (YOON et al., 2000), peroxidagao lipidica(
BOSE et al., 1989) e cancer de pele (URBACH, 1997).

A radiagdo ultravioleta que se estende de 100 a 400 nm (KALSI, 2004). A sua
subdivisdo em UVA, UVB e UVC foi proposta pela primeira vez em um congresso
Internacional da Luz, em 1932 (COBLENTZ, 1932). A radiacio UVA se estende de
320-400 nm, UVB de 290-320 nm e UVC 100-290 nm. Adicionalmente, a radiacao
UVA foi mais recentemente dividida em UVA-I (340-400 nm) e UVA-II (320-340 nm)
(LIM et. al., 2007). A radiacio UVC € absorvida pela camada de ozdnio (RIBEIRO,
2010; SHAATH, 2005; GILCHREST; KRUTMANN, 2006). Devido ao seu
comprimento de onda baixo, essa radiacdo € altamente genotdxica, mutagénica e

carcinogénica (BUTLER, 2000).

A radiacdo UVB ¢é responsavel pelo desenvolvimento de inflamagdo, eritema e
pigmentacao da pele (TAKIWAKI et al., 1994). Além disso, € absorvida pelo DNA,
podendo ocasionar o surgimento de células com mutacdes as quais, posteriormente,

podem provocar cancer (ZIEGLER et al., 1993; BRASH et al., 1991).A radiacio UVA,
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diferente da UVB, a qual s6 penetra até a epiderme, é capaz de uma penetracdo mais
profunda na pele, atingindo a derme (GILCHREST; KRUTMANN, 2006). A radiacdo
UVA curta, assim como a radiagdo UVB, pode ocasionar o aparecimento de mutagdes
celulares (PERSSON et al., 2002). Por sua vez, a radiacdio UVA longa € absorvida por
cromo6foros enddgenos, como o acido urocdnico dando origem a radicais livres

(MENON; MORRISON, 2002).

A luz visivel compreende o espectro eletromagnético com A entre 400 e 800 nm
(KALSI, 2004). Dentre os efeitos relatados na pele por essa radiacdo estdo: eritema
(ROTTIER; VAN DER LEUN, 1960), geracdo de radicais livies (HAYWOOD, 2006)
(que levam a danos ao DNA), além de pigmentacdo imediata da pele (DARVIN et al.,
2010). Em estudo em pele humana irradiada com UVA e visivel, verificou-se que a
geracdo de dano no DNA ndo ocorre por absor¢ao da radiacdo pelo DNA, mas por
agentes fotossensibilizantes, que geram a espécie reativa de oxigénio singlete (KVAN;

THYRRELL, 1997).

Por sua vez, a radiacdo infravermelha (IV) possui comprimentos de onda que se
estendem de 400 a 4000 nm (PAVIA et al., 2001). Essa se subdivide em: IV-A (760 a
1440 nm), IV-B (1440 a 3000 nm) e IV-C (maior que 3000 nm). A radiacao IV-A e IV-
B penetram até a derme enquanto que a radiagdo IV-C € absorvida pela epiderme
(GILCHREST; KRUTMANN, 2006). Em estudo com fibroblastos humanos, apds
irradia¢do no infravermelho préximo, verificou-se também um aumento na expressao de
enzimas metaloproteinases, que provocam degradacdo das proteinas da matriz

extracelular coldgeno e elastina (SCHIEKE et al., 2002).

4.3. Envelhecimento cutaneo

O envelhecimento cutianeo é um processo de alteracdes morfoldgicas e
fisiolégicas na pele, sendo afetado por programacdo genética (fatores intrinsecos) e
fatores ambientais (fatores extrinsecos). O envelhecimento intrinseco caracteriza-se pelo
envelhecimento genético dependente do encurtamento dos teldmeros (GILCHREST;
KRUTMANN, 2006; LIM et al., 2007; FARAGE et al., 2010). Os telomeros sdo

definidos como a por¢do terminal dos cromossomos, que tem por funcido impedir a
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perda de seqiiéncias codificantes importantes nos cromossomos. A medida que as
divisdes celulares vao ocorrendo, ocorre também o encurtamento dos telomeros (LIM et
al., 2007; GILCHREST; KRUTMANN, 2006). O encurtamento acaba por provocar a
interrupcao celular (apoptose), desencadeando uma deplecdo celular (GILCHREST ;
KRUTMANN, 2006). Assim, os teldmeros atuam como reldgios bioldgicos,
distinguindo células velhas de células jovens (LIM et al., 2007). Além dessa
caracteristica, ocorre também a reducao da sensibilidade ao toque, pressdo, dor, calor e
alteracdo da funcdo barreira da pele com o envelhecimento (TSUTSUMI ; DENDA,
2007). Adicionalmente, no envelhecimento hd reducdo da capacidade da pele em
produzir a vitamina D, a qual protege as células humanas da apoptose ou da morte

celular provocada pela radiacdo UVB (DE HAES et al., 2003).

No envelhecimento extrinseco sdo gerados radicais livres (YASUI & SAKURALI,
2003) como conseqiiéncia da exposi¢ao a radiacio UV. No DNA, as bases pirimidinas
sdo capazes de absorver a radiagdo UVB, originando dimeros de pirimidina ciclobutano
(CPD), que se caracterizam pela presenca de uma ligacdo entre a posicdao 5 e 6 das
pirimidinas (YOON et al., 2000). Por acdo da radiacdo UVA, pode ocorrer oxidacdo da
guanina, formando 8-oxo-guanina (8-oxo) (HATTORI et al., 1996), podendo levar ao
desenvolvimento de mutagdes celulares e cancer (KUNISADA et al., 2005) . Dentre os
canceres de pele, 90% dos carcinomas de células escamosas e mais de 50% dos
carcinomas basais ocorrem em decorréncia da inativacdo/mutacdo de sequéncia do

gene-chave p53 (BRASH et al., 2000).

As radiagdes UVA e UVB também induzem a ativacdo de fatores de transcri¢ao
que por sua vez induzem um aumento da atividade de metaloproteinases (MMP),
enzimas que clivam proteinas da matriz extracelular como o coldgeno e elastina,
contribuindo para as alteracdes na derme observadas no fotoenvelhecimento
(SCHARFFETTER et al., 1991; PETERSEN et al., 1992; KOIVUKANGAS et al.,
1994.
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4.4. Fotoprotetores e filtros solares

Inicialmente, o desenvolvimento de fotoprotetores tinha por objetivo proteger a
pele somente contra a radiacdo UVB. Contudo, visto que também existe uma alta
exposi¢do ao longo do dia a radiacio UVA, e conhecidos os seus efeitos no
fotoenvelhecimento, tornou-se necessdrio o desenvolvimento de fotoprotetores com
protecdo também frente a radiacdo UV A. Por esta razdo, os fotoprotetores passaram a
ter acdo sobre ambos os tipos de radiacao (LIM et al., 2007). Esse tipo de formulagdo é
constituido de agentes tensoativos, emolientes, umectantes, conservantes, antioxidantes,
corantes, fragrancias e filtros solares em um determinado veiculo, que pode ser um

creme, gel, lo¢do, aerossol (SHAATH, 2005).

Os filtros solares sdo as substincias responsdveis pelos efeitos protetores
conferidos pelo fotoprotetor. Quando depositados sobre a pele, eles absorvem ou
refletem a radiacdo incidente (RIBEIRO, 2010). Esses sdo classificados em filtros
inorganicos e organicos e tem sido amplamente utilizados com intuito de prevenir os
efeitos prejudiciais da radiag@o ultravioleta na pele. Entre os filtros inorganicos estdo o
diéxido de titanio e 6xido de zinco. Esses atuam refletindo ou dispersando a luz que
incide sobre eles. Ademais, eles também sdo capazes de absorver a radiacao; o 6xido de
zinco absorve toda radiacio UVB e UVA e o diéxido de zinco absorve a radiacio UVB.
Esses agentes sdo apresentados na forma de pigmentos (particulas com
aproximadamente 230 nm de didmetro, capazes de espalhar luz visivel) e na forma
micronizada (particulas primdrias com aproximadamente 60 nm de didmetro, capazes de
espalhar luz ultravioleta). A utilizacdo nesta dltima forma permite aumentar a drea
superficial, garantindo maior cobertura e maior eficiéncia na protecao ultravioleta, além
de evitar o branqueamento ocasionado pela dispersdo e reflexdao da luz (RIBEIRO,

2010).

Os filtros orginicos sdo agentes que apresentam como estrutura quimica
cromoforos capazes de absorver a radiagdo UVA e/ou UVB. A efetividade dos filtros
organicos estd relacionada ao coeficiente de extincdo molar, o qual se refere a
quantidade de radiacdo que um mol do filtro solar é capaz de absorver em um
determinado comprimento de onda. Assim, quanto maior o coeficiente de extingdo

molar, mais eficiente € o filtro na absor¢do da radiacao UV (SHAATH, 2005).
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O mecanismo de acdo dessas moléculas se baseia na absor¢do da radiagcdo UV
pelos filtros solares, através de um mecanismo de deslocalizacdo de elétrons. A
estrutura quimica dessas moléculas é constituida de um composto aromatico conjugado
a uma liga¢ao dupla ou a um grupo aceptor de elétrons e, ainda, um grupo doador de
elétrons (amina, metoxila ou hidroxila) (SHAATH, 2005). Em filtros solares
apresentando grupamentos para-substituidos (Figura 1), ha ligacdo dupla conjugada ao
grupamento aromatico, enquanto que em filtros solares orto-substituidos (Figura 1), ha
um grupo aceptor de elétrons conjugado ao grupamento aromdatico (SHAATH, 2005).
Com a absorcao de energia, o filtro passa para um estado excitado, havendo passagem
dos elétrons do orbital HOMO (orbital molecular preenchido de mais alta energia) para
o orbital LUMO (orbital molecular vazio de mais baixa energia). Com o retorno para o
estado fundamental, a energia € liberada na forma de radiacdo infravermelha ou calor,
que apresenta energia menor que a inicial, fazendo com que haja retorno dos elétrons

para o orbital HOMO (FLOR et al.,2007).

Figura 1. Moléculas com substituicao para (A) e orto (B). Fonte: SHAATH, 2010.

No exemplo da Figura 2 estd demonstrada a deslocalizacdo de elétrons nos
cinamatos, 0s quais apresentam na sua estrutura quimica um grupo aromadtico conjugado

a uma ligac@o dupla e uma metoxila como doador de elétrons (SHAATH, 2005).
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Figura 2. Deslocalizacio de elétrons nos cinamatos. Fonte: SAATH, 2010.

I

Além disso, a presenca de grupamentos orto ou para-substituidos também

influencia no comprimento de onda méximo de absorcdo do filtro solar (Figura 1).
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Moléculas com grupamentos orto permitem a formagao de pontes de hidrogénio dentro
da prépria molécula, reduzindo a energia requerida para a delocalizacdo dos elétrons.
Uma vez que o comprimento de onda € inversamente proporcional a energia, é possivel
0 aumento no comprimento de onda de absorcao do filtro. Os salicilatos, benzofenonas,
antranilato, bemotrizinol se enquadram nessa situacdo. Por sua vez, em filtros solares
para-substituidos, como o metoxicinamato de octila, ndo € possivel a formagdo interna
de pontes de hidrogénio, o que acaba acarretando em uma maior energia para a
delocalizacdo de elétrons e menor comprimento de onda de absorcdo, em relagdo a

filtros solares orto-substituidos (SHAATH, 2005).

Os filtros orgéanicos sdo classificados de acordo com a sua estrutura quimica em:
PABA e derivados, cinamatos, salicilatos, benzimidazodis, derivados do benzidileno
canfora, benzofenonas, derivados do benzotriazolil, derivados da triazona, derivados de
dibenzoilmetano. A Tabela 1 apresenta esses filtros, seus espectros de ac@o e principais

representantes (RIBEIRO, 2010; SHAATH, 2005).

Tabela 1.Classificacdo dos filtros solares organicos, espectro de acdo e representante
(RIBEIRO, 2010; SHAATH, 2005).

Classe EspecEro de Representante
acdo

. Acido para-aminonobenzdico
PABA e derivados UVB (PABA)
Cinamatos UVB Metoxicinamato de octila
Salicilatos UVB ) Salicilato de octila
Benzimidazois UVB Acido fenil benzimidazol sulfonico
Derivados do benzidileno cinfora UVA Mexoryl SX® (ecamsule)
Benzofenonas UVB/UVA-II Benzofenona-3
Derivados do benzotriazolil UVA Tinosorb M® (bizoctrizole)
Derivados da triazina UVA/UVB Tinosorb S® (bemotrizinol)
Derivados de dibenzoilmetano UVA-I Avobenzona

A associacao de diferentes filtros solares, sejam eles inorganicos ou organicos, é

realizada com intuito de aumentar o fator de protecdo solar (FPS) de um produto final

(RIBEIRO, 2010). No entanto, no desenvolvimento é necessario que o formulador

conheca as incompatibilidades que existem entre filtros solares (SHAATH, 2005).
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A fotoestabilidade € um fator importante em filtros solares, pois se refere a
capacidade que um filtro tem de resistir a degradacdo provocada pela radiacdo
ultravioleta, luz visivel e calor. O desenvolvimento de filtros solares estiaveis é
importante, pois preserva a capacidade de protec¢ao ultravioleta que apresentam. Quando
o filtro é fotoinstavel ocorre uma modificacdo estrutural e ele perde a sua capacidade de
absorver a radiacdo ultravioleta (SHAATH, 2005; LIM et al., 2007). Ainda, durante a
producdo de uma formulacao fotoprotetora, é necessario evitar que o filtro solar, quando
na sua forma excitada, interaja com outras moléculas provenientes da pele ou da
formulacao, evitando, assim, a ocorréncia de fotoreatividade (LIM et al., 2007). O teste
de fotoestabilidade de filtros solares é realizado mediante irradiacdo da formulacdo com
uma fonte de energia (simulador solar, lampadas ultravioleta ou de arco de xen6nio). A
dose de energia € expressa na forma de dose eritematosa minima, ou seja, aquela dose
minima de energia capaz de provocar a formacao de eritema quando incidente sobre a
pele humana. A quantidade de filtro solar remanescente na formulacio apds a irradiagao
€ determinada por métodos como cromatografia liquida, cromatografia gasosa acoplado
a detector de espectrometria de massas e cromatografia com fluido supercritico

(SALVADOR; CHISVERT, 2007).

4.4.1. Filtro solar fotoinstavel: metoxicinamato de octila

O metoxicinamato de octila (OMC) (Figura 3), pertencente a classe dos
cinamatos, € um filtro solar organico UVB, com espectro de acdo entre 280-320 nm
(PATTANAARGSON et al., 2004). E um liquido amarelo claro ou incolor, insoldvel
em agua, com peso molecular de 290,40 g mol! e férmula quimica CigH¢03
(SWEETMAN, 2009). A sua nomenclatura, de acordo com o INCI (Nomenclatura
Internacional de Cosméticos) é Ethylexyl Methoxycinnamate e de acordo com a [IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) é p-methoxycinnamic acid 2-2-
ethylhexyl-ester (SWEETMAN, 2009). Esse filtro apresenta alto coeficiente de extin¢ao
molar (24.000 mol™ cm™), com absor¢do mixima em 310 nm (PATTANAARGSON et
al., 2004).
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Figura 3. Estrutura quimica do octil- para-metoxi-trans-cinamato. Fonte:
PATTANAARGSON al., 2004.

O metoxicinamato de octila, na forma trans (E-OMC) apresenta fotodegradagdo em
presenca de luz solar, formando o isdmero cis (Z-OMC) (Figura 4). Esta isomerizacao
leva a perda de atividade fotoprotetora, com reducao do coeficiente de extingdo molar
para 12.600 mol” cm™ e reducdo do comprimento de onda de absor¢io méxima para

301 nm (PATTANAARGSON et al., 2004).
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Figura 4 Estrutura quimica do octil- para-metoxi-cis-cinamato. Fonte:
PATTANAARGSON et al., 2004).

4.4.2. Filtros solares organicos fotoestaveis: octiltriazona e bemotrizinol

A octiltriazona (OCT) (Figura 5) € um filtro solar UVB (SOUZA & JUNIOR,
2013), apresentando massa molar de 823,09 g mol™!' com estrutura quimica de Cy4g Hegg
N0 (BASF, 2001). A absor¢do mdxima estd em 314 nm e coeficiente de extin¢ao
molar de 119.500 mol” cm™. Apresenta efeitos sinérgicos com outros filtros solares,

especialmente aqueles com acao UVA (SOUZA; JUNIOR, 2013).

No estudo desenvolvido por Herzog e colaboradores (2009), foi avaliada a

fotoestabilidade da octiltriazona em simulador solar, a partir de uma solu¢do de
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triglicerideos de cadeia média contendo 4% de octiltriazona. Apds aplicagdao de 5 e 10
doses eritematosas minimas (MED) em estudo in vitro, obteve-se recuperacido proxima

a 100%, indicando a sua fotoestabilidade.

Figura 5. Estrutura quimica da octiltriazona.Fonte: BASF, 2001.

O bemotrizinol (BMT) (Figura 6) € um filtro solar de amplo espectro UVA/UVB,
com massa molar de 627,8 g mol! e estrutura quimica Csg HqoN3Os (BASF, 2011).
Apresenta absor¢cdo méxima nos comprimentos de onda de 310 e 343 nm, com
coeficientes de extin¢cdo molar de 46.800 mol™ cm™ e 51.900 mol”" cm™. Possui efeito
sinérgico com outros filtros, estabilizando aqueles que agem sobre a radiacio UVB e
propicia a obtencdo de formulacdes com alto FPS (SOUZA & JUNIOR, 2013). Em
estudos que avaliaram seu desempenho, apds aplicacdo de diferentes doses de radiacdao
(ap6s 50 MED), obteve-se recuperacdo desse filtro solar maior que 98%, indicando que

o filtro solar é muito fotoestavel (RUIZ, 2000).

No estudo de Chatelain e Gabard (2001) foram preparadas formulagdes diferentes
contendo os filtros solares OMC, avobenzona e BMT. Essas formulacdes foram
submetidas a um estudo de fotoestabilidade em simulador ultravioleta com irradiagcdao

equivalente a 30 MED. Nas formulacdes que continham BMT, observou-se preven¢dao
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da fotodegradagao dos filtros solares avobenzona e OMC. Na avaliacdo da formulagao
contendo os trés filtros solares, o efeito fotoprotetor do BMT foi concentracdao
dependente. O emprego de maior concentragdo de BMT mostrou maior efetividade em
evitar a degradacdo do OMC e avobenzona. Portanto, esses dados demonstram que o
BMT pode ser empregado para evitar a degradacio do OMC e avobenzona,

possibilitando a obtenc¢do de formulagdes mais eficazes.

/vjfo £0 ’\(\/\
Figura 6. Estrutura quimica do bemotrizinol. Fonte: BASF, 2011.

4.5. Sistemas nanoestruturados

A nanotecnologia € definida como a caracterizagdo, o desenvolvimento, a
producdo e a aplicacdo de estruturas ou dispositivos na escala nanométrica (PCAST,
2005). Na cosmetologia, diferentes sistemas nanométricos sao utilizados para
veiculacdo de ativos, como: sistemas vesiculares, emulsdes e sistemas particulados
(PATRAVALE; MADAWGADE, 2008). Os sistemas vesiculares incluem os
lipossomas e os niossomas; as emulsdes incluem as microemulsdes e as nanoemulsoes;
por sua vez os sistemas particulados incluem as microparticulas, as nanoparticulas e as

ciclodextrinas (PATRAVALE; MADAWGADE, 2008).

As nanoparticulas poliméricas sdo definidas como sistemas coloidais que incluem
nanoesferas e nanocdpsulas. As nanocdpsulas sdo estruturas do tipo parede-ntcleo,
sendo que a substincia ativa, na forma liquida, s6lida ou na forma de dispersao
molecular, pode estar dispersa no ntcleo, na parede ou em ambos (MORA-HUERTAS,

et al.; 2010 OLIVEIRA et al., 2012). Estes sistemas de liberacdo t€m sido aplicados em
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cosméticos com intuito de, aumentar a fotoestabilidade (PERUGINI et al. 2002;
WEISS-ANGELI et al., 2008; HANNO et al., 2012), aumentar a efetividade de filtros
solares (ALVAREZ—ROMAN et al., 2004a, ALVAREZ-ROMAN et al., 2004b;
WEISS-ANGELI et al., 2010; PAESE, 2008; VETTOR et al., 2010) e permitir a
liberacdo controlada e prolongada do ativo (SCHAFFAZICK et al., 2006;
HOFFMEISTER et al., 2012).

4.5.1 Avaliacao da eficacia de sistemas nanoestruturados contendo filtros solares
4.5.1.1 Aumento da fotoestabilidade de filtros solares

A fotoestabilizacdo dos filtros solares constitui um assunto relevante no
desenvolvimento de fotoprotetores (LIM et al., 2007). Nesse contexto, estudos tém
demonstrado que o emprego da nanotecnologia em formulagdes fotoprotetoras € capaz
de aumentar a estabilidade dos filtros solares mais fotoinstdveis e assim obter
formulacdes mais efetivas (PERUGINI et al., 2002; WEISS-ANGELI et al., 2008;
HANNO et al., 2012; NICULAE et a., 2012; NICULAE et a., 2013).

Em estudo realizado por Perugini e colaboradores (2002), verificou-se que
carreadores poliméricos diferentes podem influenciar na fotoestabilidade do filtro solar
encapsulado. Neste trabalho, lo¢des contendo nanoparticulas de OMC foram preparadas
a partir dos polimeros etilcelulose ou poli (4cido latico-co-dcido glicélico) (PLGA). Os
semisssolidos contendo as nanoparticulas de PLGA foram capazes de reduzir a
degradacao em 38,3% do filtro em comparacdo com a locao contendo OMC livre ou a
emulsdo contendo nanoparticulas brancas. No entanto, a locdo contendo nanoparticulas
de etilcelulose ndo foi capaz de reduzir significativamente a degradacdo do OMC em
comparacdo com locdo contendo OMC livre. Os autores atribuiram este resultado a

baixa eficiéncia de encapsula¢do encontrada para essas nanoparticulas.

Em outro estudo desenvolvido por Hanno e colaboradores (2012) foram
desenvolvidas nanocdpsulas, nanoemulsdes e emulsdes contendo os filtros solares OMC
e avobenzona isolados, associados ou combinados com a-tocoferol. No estudo de

fotoestabilidade, verificou-se que quando os filtros solares foram encapsulados isolados
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(contendo somente OMC ou avobenzona) ou associados (contendo ambos os filtros), a
fotodegradacdo foi 50% menor para nanocdpsulas em relagdo as nanoemulsdes e as
emulsdes (contendo os filtros na forma livre). O tocoferol, o qual tem sido descrito por
aumentar a fotoestabilidade de filtros solares, somente propiciou aumento da
estabilidade em formulagdes de nanoemulsdes. Tanto para nanoemulsdes contendo os
filtros isoladamente ou associados, a degradacdo foi 10% menor em relacdo aquelas
nanoemulsdes que ndo continham esse componente. Para nanocdpsulas, a adicdo de
tocoferol ndo possibilitou observar nenhum efeito adicional na estabilizag¢ao dos filtros,
pois a degradacgao dos filtros quando esses foram encapsulados em nanocdpsulas ja foi

baixa.

Nanoparticulas  lipidicas contendo butil metoxidibenzoilmetano foram
incorporadas em cremes e foi avaliada a capacidade das formulacdes em absorver a
radiacdo ultravioleta e o fator de protecio UVA, apés irradiagdo. As formulagdes
contendo o filtro solar em nanoparticulas sélidas (NLS) apresentaram menor capacidade
de absorver a radiacdo UV em comparacdo com as formulagdes contendo o mesmo
filtro solar em carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN). Esse efeito deve-se a
estrutura destas particulas. As NLS apresentam uma estrutura mais organizada, o que
favorece a expulsdo do filtro solar da matriz lipidica, contribuindo para a reducdo do
fator de protecdo UVA. Por sua vez, os CLN, tém uma estrutura menos organizada, o
que favorece a acomodacdo do filtro solar na matriz lipidica. Essa formulacao
desenvolvida foi capaz de absorver mais de 96% da radia¢do, mostrando que a
nanoencapsulacao aumentou a absor¢do da radiacdo UV em comparagdo com a emulsdo
contendo o filtro na forma livre (NICULAE et al., 2012). Em estudo subsequente deste
mesmo grupo de pesquisa, foi avaliada a co-encapsulacdo de octocrileno e butil
metoxidibenzoilmetano em nanoparticulas. A fotoestabilidade das formulacdes em
comparagdo com o creme contendo os filtros na forma livre foi avaliada através da
determina¢do do FPS e no fator de protecdo UVA, apds irradiacdo em simulador solar.
Os cremes contendo os filtros solares na forma livre tiveram modificacdo no fator de
protecao solar e fator de protecio UVA. Por sua vez, as formulacdes contendo
nanoparticulas mantiveram o efeito protetor, especialmente a formulacdo de carreadores
lipidicos nanoestruturados. Essa formulacdo também  apresentou  melhor
fotoestabilidade que cremes contendo nanoparticulas lipidicas sélidas (com os filtros

solares encapsulados, na mesma concentra¢do), pela mesma razdo descrita acima,
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relacionada a estrutura menos organizada dos CLN. Este trabalho demonstra que a co-

encapsulacdo de mais de um filtro solar em nanoparticulas € interessante, pois

possibilita o aumento da protecdo ultravioleta (NICULAE et al., 2013).

4.5.1.2 Estudos de penetracio/permeacio cutinea e capacidade fotoprotetora

A penetragdo cutanea pode ocorrer através da difusdo pelo estrato corneo ou
através de apéndices (foliculos pilosos) (ROSEN, 2005). Alvarez-Roman e
colaboradores (2004b) avaliaram a penetracdo de nanoparticulas de poliestireno através
da pele por microscopia confocal. As nanoparticulas com menor tamanho de particula
apresentaram acumulacio nas aberturas dos foliculos pilosos, resultado este relacionado

a maior area superficial das particulas.

A influéncia do grau de substitui¢do do polimero utilizado para a produgao das
nanoparticulas, também ja foi relacionado a permeacdo cutinea. Em um estudo, para a
preparacdo das nanoparticulas, foram feitas modificagdes do dlcool polivinilico com
acidos graxos, objetivando desenvolver um polimero lipofilico que fosse capaz de
reduzir a permeacgdo do filtro solar benzofenona-3. O dlcool polivinilico foi substituido
em grau de 40% e 80% com os acidos graxos 4cido palmitico, miristico, behenico e
estedrico. Os autores verificaram que houve maior influencia do grau de substituicdo do
polimero do que do substituinte, na absorcdo percutanea da benzofenona.
Nanoparticulas preparadas a partir do polimero com menor substitui¢do favoreceram
maior permeacdo cutanea da benzofenona. Por sua vez, aquelas nanoparticulas com
maior grau de substituicdo reduziram a absor¢do percutinea, efeito desejavel para
fotoprotetores, ja que a absor¢do dos mesmos ocasiona reducdo da efetividade dos

filtros solares (LUPPI et al., 2004).

Alvarez-Roman e colaboradores (2004a) verificaram que OMC proveniente de
nanoparticulas apresentou 3,4 vezes maior retengdo no estrato corneo que a emulsdao
contendo o filtro solar livre. Para explicar o mecanismo desse aumento, foi avaliada a
distribuicdo cutanea de nanoparticulas contendo vermelho do Nilo encapsulado, por
microscopia confocal. As nanoparticulas apresentaram maior penetragao nas camadas

mais superficiais da pele em comparacdo com a solu¢dao de vermelho do Nilo na forma
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livre. Esta distribui¢do alterada para o vermelho do Nilo encapsulado pode ser devido ao
fato de que quando moléculas sdo encapsuladas em nanoparticulas, hd aumento da sua
atividade termodinamica, favorecendo o particionamento no estrato cérneo. Além disso,
em nanoparticulas ha também aumento da drea superficial, que aumenta o contato do

ativo encapsulado com essa camada da pele.

A estrutura dos nanocarreadores também tem demonstrado influéncia na liberacao
de farmacos através da pele. Alves e colaboradores (2005) verificaram perfis de
penetracdo cutanea diferenciados entre hidrogéis contendo nanocdpsulas, hidrogéis
contendo nanoesferas e hidrogéis contendo nanoemulsdo. Este resultado indicou a
influéncia do polimero e do tipo de carreador na penetracio cutanea. Calderilla-Fajardo
e colaboradores (2006) prepararam nanocdpsulas, nanoemulsdes e emulsdes contendo
metoxicinamato de octila. Nestas formulacdes, um agente promotor de absor¢do foi
adiconado, o laurato de sacarose. A adi¢do de laurato de sacarose em nanoemulsdao
aumentou a penetracao cutnea, em comparacdo com nanocapsulas. Esse efeito pode ser
explicado pela combinacido de dois fatores: o primeiro deve-se ao proprio laurato de
sacarose que interage com os lipidios intercelulares facilitando a permeacdo. O segundo
deve-se a nanoemulsdo, que por sofrer deformacdo de seus glébulos, permite maior
penetracdo. Essa penetracao aumentada também foi observada pelo trabalho de Olveira-
Martinez e colaboradores (2005), onde as nanoemulsdes possivelmente por
apresentarem estrutura menos rigida que as nanocdpsulas, ocasionaram uma maior

penetracdo cutanea.

A encapsulagdo da benzofenona-3 em nanoparticulas de poli(e-caprolactona)
também demonstrou a vantagem da nanoencapsulacido de filtro solar (PAESE, 2008;
MARCATO et al.,, 2011). As formulagdes semissOlidas contendo nanocdpsulas
propiciaram maior reten¢do no estrato cérneo em comparagdo com os semissolidos
contendo benzofenona-3 na forma livre (PAESE, 2008). Marcato e colaboradores
verificaram que houve reducdo da penetracio do filtro solar proveniente de
nanocdpsulas em 70% e 80%, na epiderme e no meio receptor, respectivamente, em
comparacao com gel contendo benzofenona-3 na forma livre. Por sua vez, neste mesmo
estudo também foi avaliada a penetragdao cutanea de nanoparticulas lipidicas contendo
este mesmo filtro solar, ndo se observando diferenca em relagdo ao filtro solar livre. O

FPS apresentado pelas formulagdes contendo nanoparticulas foi maior que aquele
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obtido para hidrogel contendo benzofenona-3, o que estd relacionado a cristalinidade
das particulas, as quais podem espalhar/refletir a radiagdo UV. Adicionalmente, como é
relatada a ocorréncia de reacdes alérgicas a benzofenona-3, a andlise da sua
alergenicidade é importante. No teste do inchamento de orelha de camundongos,
verificou-se que ndao houve sensibilizagdo cutinea para nenhuma das formulacdes
analisadas (nem mesmo para o gel contendo benzofenona-3 livre) (MARCATO et al.,

2011).

Gulbake e colaboradores (2011) prepararam géis contendo oxibenzona
nanoencapsulada em nanoparticulas lipidicas so6lidas. A microscopia confocal foi
utilizada para avaliar a localiza¢do das formulagdes na pele. Para isso, foram preparadas
duas formulagdes: creme contendo sonda fluorescente e creme contendo sonda
fluorescente encapsulada em nanoparticulas. Ambas as formulacdes foram entdo
aplicadas na pele do dorso de ratos albinos, em quantidade de 2 mg/cm?, de forma néo-
oclusiva. Apds 8 horas de contato com a formulagdo, os animais foram sacrificados.
Para a formulag@o contendo nanoparticulas observou-se intensidade de fluorescéncia no
estrato corneo. A formulacdo contendo a sonda na forma livre mostrou intensidade de
fluorescéncia na epiderme vidvel. Esse resultado demonstra que estas reduziram a

penetracdo do filtro solar.

Outra maneira de avaliacio da efetividade dos fotoprotetores consiste no teste da
capacidade fotoprotetora. Em seu trabalho pioneiro, Hommoss (2008) verificou a
capacidade fotoprotetora de formulacdes contendo carreadores lipidicos
nanoestruturados, através da determinacdo da quantidade de beta-caroteno degradada
em funcdo do tempo. O creme contendo nanoparticulas de avobenzona foi capaz de
retardar a degradacdo do beta-caroteno em 4 vezes em relacdo ao creme contendo o
filtro solar na forma livre, no fim do teste. Nesse mesmo estudo também foi avaliada a
fotoprotecdo conferida por filtros inorganicos encapsulados em carreadores lipidicos
nanoestruturados. Cremes contendo didxido de titanio nanoencapsulado foram capazes
de evitar a degradacdao do beta-caroteno em trés vezes em relacdo a um creme contendo
o filtro na forma livre. Dessa forma, o autor verificou que pelo fato da formulagao
contendo filtros solares nanoencapsulados reduzir a fotodegradacdo do beta-caroteno
em relacdo a uma formulagcdo contendo filtro solar na forma livre, a primeira

formulacdo apresentou melhor capacidade fotoprotetora.
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4.6. Secagem de nanocapsulas por aspersao

O processo de secagem por aspersao (spray-drying) consiste na remog¢ao da dgua
para obtencdo de formulacdes pulverulentas., apresentando como vantagem a facilidade
de transposicao para escala industrial e aplicagdo a substancias termoldbeis (AULTON,

2005).

A secagem de nanocdpsulas por aspersdo foi primeiramente descrita por
MULLER e colaboradores (2000), com intuito de aumentar a estabilidade dos pos
obtidos. Nesse trabalho, suspensdes de nanocdpsulas preparadas com poli(e-
caprolactona) ou Eudragit S90® foram secas com o adjuvante diéxido de silicio
coloidal. A visualizacdo das particulas obtidas por MEV demonstrou que o adjuvante de
secagem foi revestido pelas nanocdpsulas desenvolvidas, originando agregados
micrométricos nanorrevestidos. Em um estudo posterior, a avaliacdo da tolerancia
gastrointestinal dos nebulizados de nanocédpsulas de diclofenaco em compara¢do com
diclofenaco de sddio livre demonstrou uma maior tolerdncia para o nebulizado de

nanoparticulas (GUTERRES et al., 2001).

Em outro estudo, uma formulacdo de nanocédpsulas de dexametasona (polimero
Eudragit S 100®), seca com diéxido de silicio coloidal, foi capaz de controlar a
liberacdo do farmaco em células Caco-2. Dessa forma, essas particulas desenvolvidas
tornam-se sistemas interessantes para o tratamento de doengas intestinais, pois devido
ao controle da liberacao do farmaco, é possivel um controle da sua absor¢do, sendo

possivel aumentar o intervalo de administracdes de doses (BECK et al., 2007).

A secagem por aspersdo de nanocdpsulas contendo melatonina propiciou
estabilidade fisica de 12 meses, maior que aquela apresentada pelas suspensdes de
nanocdpsulas. No estudo de liberagdo in vitro realizado para o farmaco livre e
nanocdpsulas secas por aspersdo, se observou liberacdo de 96% para o farmaco livre e
71% para o farmaco contido nas nanocdpsulas secas, demonstrando a liberagcdao

prolongada propiciada pelas nanocdpsulas (SCHAFFAZICK et al., 2006).

Tewa- Tagne e colaboradores (2007) desenvolveram nanocdpsulas secas por

aspersao utilizando adjuvantes hidrofilicos. As nanocdpsulas preparadas com o
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polimero poli (e-caprolactona), foram secas com agucares (lactose, manitol e
maltodextrina em concentracdes de 10%) ou polimeros (polivinilpirrolidona-K30 e
polivinilpirrolidona K-90 em concentracdes de 5% e 10%, hidroxipropilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose em concentracdes de 2% e 5%). A andlise morfoldgica
mostrou que a secagem com lactose propiciou a obtencdo de microparticulas esféricas.
Por sua vez, para a secagem com manitol e polimeros, foram obtidas microparticulas
com formato irregular. A redispersdo apds secagem realizada em dgua demonstrou que
as formulagdes secas com agucares apresentaram particulas com distribuicao de
particula bimodal, sendo encontrado maior tamanho de particula para nanocdpsulas
secas com maltodextrina. A redispersdao das nanocédpsulas secas com polimeros
apresentou uma melhor reconstituicdo em dgua para as particulas secas com PVP K-30,
em concentracdo de 10%. Para as formulagdes secas com hidroxipropilcelulose e
hidroxipropilmetilcelulose, a melhor reconstituicdo foi obtida quando se utilizou
concentracdo de 5% desses. Com base nos resultados, os autores observaram que a
lactose foi o adjuvante de secagem mais favoravel, pois propiciou a obtencdo de
microparticulas com uma melhor morfologia ¢ uma melhor reconstituicao de diametro

na dispersdo em dgua (somente 2% das particulas apresentaram tamanho micrométrico).

No trabalho de Hoffmeister e colaboradores (2012), suspensdes de nanocdpsulas
contendo melatonina foram secas com lactose ou maltodextrina em concentracdo de
10%. A formulacdo seca com lactose apresentou melhor perfil de desaglomeragdo em
agua, ap6s 1 hora de andlise. Ambas as formulagdes secas mostraram maior controle da
liberacao do firmaco quando comparadas com a suspensdo de nanocapsulas. O estudo
de permeacdo cutanea demonstrou que as formas pulverulentas, incorporadas em
hidrogéis, foram capazes de reduzir a quantidade permeada em comparacdo com
suspensdes de nanocdpsulas contidas em hidrogéis ou melatonina livre contida em
hidrogel. Este trabalho demonstrou a potencialidade da aplicacdo de nanocépsulas secas

por aspersao em sistemas semissolidos com aplicacdo cutanea.
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5. MATERIAIS E METODOS




5.1.1. Matérias-primas

° Monoestearato de sorbitano (Sigma- Aldrich)
. Eudragit S100® ( copolimero do dcido metacrilico e de metacrilato de metila /:2)
Degussa

° Polissorbato 80 (Deg)

. Metoxicinamato de octila (Deg)
. Octiltriazona (Daltomare)
. Bemotrizinol (Cosmetrade)

° Lactose (Deg)
. Carbopol 980® (BFGoodrich)

° Trietanolamina (Delaware)
° Pele abdominal de suino (Frigorifico Araldi, Nova Roma do Sul, RS)
° Triglicerideos de dcido céprico e caprilico (Cosmetrade)

5.1.2. Solventes

. Acetona
o Acetonitrila grau dficocromatogr
. Metanol grau cromatografico

. Agua ultrapura (Milipore)

5.1.3. Equipamentos

. Balanca analitica (APX-200, Denver Instruments)

. Centrifuga Eppendorff (Centrifuge 5417R)

. Cromatografo liquido de alta eficiéncia (Perkin Elmer): bomba e auto-injetor

(5200 Perkin-Elmer), detector (SPD-10A; programa LC 10)
. DSC Q20 (TA Instruments)
. Evaporador rotatério R-114 (Biichi)

. Mastersizer 2000® (Malvern Instrument)
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° Microscopio Eletronico de Varredura (JEOL 6060)

. Mini Spray-Dryer B-290 (Buchi)

° Potenciémetro (Ultrabasic Denver UB-10)

. TurbiscanLAb® (Formulaction)

. Zetasizer Nano ZEN3600 (Malvern Instruments Limited)

. Célula de Franz automatizada (Hanson Research Corporation)
o Viscosimetro rotacional (LDV-II+ Pro, Brookfield)

. Vortex (Certomat MV, B.Braun Biotech International)

° Ultrassom (Unique Ultracleaner)

° Espectrofotometro ultravioleta/visivel (M. Wave 1800 PC)

5.1.4 Materiais

. Membrana 0,45um (Millipore)

° Filtros Microcon 1000 A (Milipore)

. Fita adesiva (Scotch, 3M)

. Coluna Gemini C18 (5um) 150 mm x 4,6 mm (Phenomenex)
. Coluna LiCrospher 100 RP-18 (5um) 250-4 (Merck)

o Medidor de espessura (Dial Thickness Case, Mitutoyo)

. Lampada UVB 15 watts (Orion)

. Stubs para microscopia eletronica de varredura

5.2. Métodos

5.2.1. Teste de inchamento do polimero

Filmes poliméricos contendo Eudragit $100® foram preparados em triplicata
mediante sua solubilizacdo em acetona e secagem por evaporacdo (em capela por 24

horas). Ap06s, filmes de 43 mg foram obtidos e mantidos imersos em metoxicinamato de
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ocila por até 30 dias. No dia de preparo (0) e ap6s 1, 2, 6, 8, 14, 20 e 30 dias, os filmes

foram retirados da imersao, secos com papel absorvente e entdo pesados.

5.2.2. Preparacao das suspensoes de nanocapsulas

As suspensdes de nanocdpsulas foram preparadas em triplicata pelo método de
deposicdo interfacial do polimero pré-formado (VENTURINI et al., 2011) de acordo
com as concentracdes descritas nas Tabelas 2 e 3. Para as suspensdes contendo somente
OMC, estas se diferenciaram pela presenca de um O6leo adicional (triglicerideos de
cadeia média -TCM), e concentracao de monoesterato de sorbitano (Tabela 2). Para as
suspensdes contendo a associacdo de filtros solares, a concentragcio do OMC
permaneceu constante enquanto a concentracdo de octiltriazona e bemotrizinol variou

entre Img/mL e 2 mg/mL (Tabela 3).

As formulacdes foram preparadas mediante a solubilizacdo (por agitagao
magnética) da fase organica e fase aquosa, separadamente, sendo a fase orginica
mantida a temperatura de 37 °C. A seguir, procedeu-se a injecdo da fase orgéinica na
fase aquosa, para a formacdo das nanocdpsulas com auxilio de um funil. Apéds, a
suspensdo obtida foi submetida a evaporacao em evaporador rotatério para eliminagao

da acetona e ajuste do volume final para 10 mL.
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Tabela 2. Formulacdes de suspensdo de nanocdpsulas contendo metoxicinamato de

octila.
Matérias-primas NCoag NCo 10 NC,
Fase organica
Eudragit S100® (g) 0,25 0,25 0,25
Monoesterato de sorbitano (g) 0,077 0,077 0,0383
Metoxicinamato de octila (g) 0,048 0,01 0,01
Trig}icerl’deos‘ de 4cido i i 0.16
caprico/caprilico (mL) ’
Acetona (mL) 26 2% 2
Fase aquosa
Polissorbato 80 (g) 0,077 0,077 0,077
Agua (mL) 50 50 50
Tabela 3. Formulagdes de nanocdpsulas contendo associagdo de filtros solares.
Matérias-primas NG, NC; NC4

Fase organica

Eudragit S100° (g) 0,1 0,1 0,1
Monoesterato de sorbitano (g) 0,0383 0,0383 0,0383
Metoxicinamato de octila 0,01 0,01 0,01
(OMC) (g)

Octiltriazona (OCT) (g) 0,02 - 0,01
Bemotrizinol (BMT) (g) - 0,02 0,01
Triglicerideos de acido 0,16 0,16 0,16
caprico/caprilico (mL)

Acetona (mL) 26 26 26
Fase aquosa

Polissorbato 80 (g) 0,077 0,077 0,077
Agua (mL) 50 50 50
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A Tabela 4 sistematiza a descri¢do das suspensdes de nanocdpsulas preparadas e

suas respectivas abreviaturas.

Tabela 4. Descricdo das formulagdes preparadas e as suas respectivas abreviaturas.

Descricao Abreviatura
Suspensdo de nanocépsulas contendo 4,8 mg/mL NCoags
de OMC
Suspensdo de nanocdpsulas contendo 1 mg/mL de NCo 0
OMC
Suspensdao de nanocdpsulas contendo 1 mg/mL de NC,

OMC e 16 mg/mL de TCM

Suspensdo de nanocdpsulas contendo 1 mg/mL de NG,
OMC, 2 mg/mL de OCT e 16 mg/mL de TCM

Suspensdo de nanocdpsulas contendo 1 mg/mL de NC3
OMC, 2 mg/mL de BMT

Suspensdo de nanocdpsulas contendo 1 mg/mL de NC,4
OMC, 1 mg/mL de OCT, 1 mg/mL de BMT e 16
mg/mL de TCM

5.2.3. Secagem por aspersao

As suspensdes de nanocdpsulas, previamente preparadas e caracterizadas, foram
submetidas a secagem por aspersdo, em triplicata, em Mini Spray Drier B-290 (Buchi),
adicionando-se 10 % (m/v) de lactose as suspensdes. As suspensdes de nanocdpsulas
contendo o filtro lipofilico foram secas em temperatura de entrada de 105+ 1°C e
temperatura de saida de 65+ 1° C. A taxa de alimentacdo utilizada foi de 15% e de
aspiracdo de 100%. Foi realizada a secagem das suspensdes de nanocdpsulas que
apresentaram maior estabilidade. Adicionalmente também foi realizada a secagem do
filtro solar livre, conforme descrito na Tabela 5. O metoxicinamato de octila foi
inicialmente pesado, solubilizado com polissorbato 80 (na mesma quantidade

empregada nas suspensdes de nanocdpsulas), seguindo-se a adicdo da dgua. A seguir,
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foi mantida agitagcdo magnética por 20 minutos. Por fim foi adicionada a lactose, sob

agitacdo magnética até a sua completa solubilizacdo.

Tabela 5. Composi¢ao da formulagao de OMC seco.

Componentes Quantidade
OMC 0,05 ¢g
Polissorbato 80 0,19125 g
Agua 50 mL
Lactose S5¢g

5.2.4. Preparacao das formulacdes semissolidas

As nanocdapsulas, bem como o ativo(s) livre(s), foram incorporados em hidrogéis.
Os mesmos foram preparados com 0,5% de Carbopol 980® NF (m/v), imidazolidinil
uréia 0,2% (m/v) e trietanolamina. Foram preparados géis contendo somente OMC e

géis contendo associacdo dos filtros solares, todos em triplicata.

Na série dos géis contendo somente OMC, foram preparados géis contendo o
filtro na forma livre, géis contendo nanocdpsulas secas e géis contendo nanocapsulas
aquosas. O hidrogel contendo OMC livre denominado de g omc foi preparado de acordo
com a Tabela 6. O polissorbato 80 foi empregado para solubilizar o OMC e possibilitar
a sua incorpora¢cdo no hidrogel. Assim, foi realizada pesagem prévia do OMC e do
polissorbato 80 (mesma concentracdo utilizada para o preparo de nanocdpsulas) em um
mesmo recipiente (Fase B), seguida da homogeneizacdo com auxilio de um bastdo de

vidro e adi¢do no gel de Carbopol® pronto (Fase A).
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Tabela 6. Composi¢ao do hidrogel contendo OMC (g omc)-

Composicao Quantidade
Fase A

Gel de Carbopol 980 © 25g
Fase B

OMC 0,05¢g
Polissorbato 80 0,19125 g

Os hidrogéis contendo suspensdo de nanocdpsulas foram preparados mediante
substituicdo da dgua pela suspensdao de nanocdpsulas. A formulagdo de OMC mais

estdvel (contendo 1 mg/mL ou 4,8 mg/mL) foi incorporada em hidrogéis.

Os hidrogéis contendo OMC seco e p6s de nanocdpsulas foram preparados
mediante a sua pesagem prévia e adicio no gel de Carbopol® pronto. Somente as
suspensoes aquosas de nanocdpsulas que apresentaram maior estabilidade, determinada
experimentalmente, foram submetidas a secagem. A quantidade de p6 adicionada nos
hidrogéis foi calculada de modo de modo a assegurar concentragdo final de filtro(s)

solar (es) igual em todos os géis preparados.
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Os hidrogéis contendo a associacdo dos filtros solares foram preparados do
mesmo que os demais hidrogéis, em triplicata. Os hidrogéis contendo os filtros na forma
livre foram denominados de g omc-oct-emt (Img/g de cada filtro solar), cujo preparo
estd descrito na Tabela 7. Eles foram preparados mediante a pesagem prévia de cada um
dos filtros solares (OMC, OCT, BMT) e do polissorbato 80 em um mesmo recipiente
(Fase B), e adicao de quantidade suficiente de dicaprilil carbonato (Fase C). A seguir foi
realizada a homogeneizagdo com auxilio de um bastdo de vidro e adicdo no gel de
Carbopol® pronto (Fase A). O dicaprilil carbonato é um 6leo que atua solubilizando
filtros solares cristalinos. A sua combinacdo com o metoxicinamato de octila, permite

solubilizacdo da octiltriazona e do bemotrizinol (HERZOG et al., 2013).

Tabela 7. Composi¢ao do hidrogel contendo OMC, OCT e BMT (g omc-oct-BMT)-

Composicao Quantidade
Fase A

Carbopol 980 25g
Fase B

OMC 0,025 g
OCT 0,025 ¢
BMT 0,025 g
Polissorbato 80 0,19125 g
Fase C

Dicaprilil carbonato q.s

Os hidrogéis contendo filtros solares associados nanoencapsulados foram
preparados da mesma forma como para os semissolidos contendo somente OMC
nanoencapsulado. A suspensdo de nanocdpsulas substituiu a dgua empregada para

obtencdo dos géis. A Tabela 8 apresenta a composicao dos hidrogéis.
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Tabela 8. Composicio dos hidrogéis contendo filtros solares associados
nanoencapsulados.

Componentes Quantidade
Carbopol 980 0,125g
Imidazodiniluréia 0,05¢g
Suspensdo de nanocépsulas q.s.p 25 mL*

* A adigao da suspensao NC,, NC; ou NC, origina os géis gnca, gncs € Enca, Tespectivamente.

A Tabela 9 sistematiza a descricdo de todos os semissdlidos preparados e suas

respectivas abreviaturas.

Tabela 9. Descricio das formas semissdlidas contendo nanocédpsulas e pds de
nanocdpsulas, e suas respectivas abreviaturas.

Descricao Abreviatura
Gel de Carbopol 980® NF contendo suspensdo de £ NCo
nanocdpsulas NCy
Gel de Carbopol 980® NF contendo suspensao de g NCl
nanocdpsulas NC;.
Gel de Carbopol 980® NF contendo suspensao de g NC2
nanocépsulas NC,.
Gel de Carbopol 980® NF contendo suspensao de g NC3
nanocépsulas NCs.
Gel de Carbopol 980® NF contendo suspensdo de g NC4
nanocdpsulas NC;.
Gel de Carbopol 980° NF contendo pé de £ NCOs
nanocdpsulas NCy
Gel de Carbopol 980° NF contendo pé de £ NCls
nanocdpsulas NC,
Gel de Carbopol 980® NF contendo OMC seco £ OMCs
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5.2.5. Caracterizacao fisico-quimica das formula¢oes

As suspensdes de nanocdpsulas obtidas foram avaliadas através da determinagdo
do diametro de particula (Mastersizer 2000, Zetasizer Nanoseries), potencial zeta
(Zetasizer Nanoseries), pH (Denver Ultrabasic UB-10) e espalhamento multiplo de luz

(Turbiscan LAb®).

Os p6s obtidos (NCy s e NC; ) foram caracterizados através da determinacdo do

rendimento, umidade, tamanho das particulas, microscopia eletronica de varredura.

Os hidrogéis foram caracterizados através de caracteristicas organolépticas (cor,
aspecto e odor), pH (Denver Ultrabasic UB-10), didmetro de particula (Mastersiser
2000) comportamento reolégico (viscosimetro rotacional, Brooksfield), estabilidade

fisica através da técnica de espalhamento multiplo de luz (Turbiscan LAbH®).

5.2.5.1. Difratometria de laser

A avaliagdo por difratometria de laser (Mastersizer 2000) permite obter uma
varredura da amostra, analisando diferentes diametros desde 40 nm até 3000 um,
possibilitando detectar simultaneamente a presenca (ou nao) de microparticulas em
suspensdes nanométricas. Através desta técnica ainda € possivel determinar o valor de
Span (Equacdo 1), o qual é um indicativo da homogeneidade da formulagao.

D[0,9]-D

DI051-D[0.1] ][0'1] (Equacao 1),

Span = D05

onde D [0,9] corresponde a distribui¢do do tamanho de particula onde 90% das mesmas
apresentam didmetro inferior ao descrito; D [0,1] corresponde a distribui¢do do tamanho
de particula onde 10% das particulas apresentam didmetro inferior ao descrito; D [0,5]
corresponde a distribuicdo do tamanho de particula onde 50% das particulas apresentam

didmetro inferior ao descrito.

A andlise por difratometria de laser foi realizada para as suspensdes de

nanocdpsulas, para as formas semissOlidas e para as nanocédpsulas secas. Para essas
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ultimas, o tamanho de particulas foi determinado empregando-se via seca e via umida.
A andlise por via seca foi realizada na auséncia de solvente, em triplicata, com intuito
de determinar o tamanho de particula dos pds obtidos. Para fins comparativos, a lactose
também foi seca por aspersdo e avaliada quanto ao seu tamanho de particula por via
seca. A via umida foi utilizada para avaliar a capacidade de desaglomeracdao das
particulas em dgua, avaliando a retomada de particulas nanométricas, em fun¢do do

tempo.

5.2.5.2. Espectroscopia de correlacao de fétons

O tamanho médio de particula também foi determinado por espectroscopia de
correlacdo de fétons (Zetasizer Nanoseries) para as suspensdes de nanocépsulas. Para a
andlise, foi realizada diluicio 1:500 (v/v) da amostra em d4gua ultrapura. Foi
determinado também o valor do indice de polidispersao (PDI), o qual indica a

homogeneidade da formulacao.

5.2.5.3. Potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta das nanocapsulas foi realizada através da
técnica de mobilidade eletroforética (Zetasizer Nanoseries) mediante dilui¢do da
amostra (1:500, v/v) em solu¢do aquosa de cloreto de sédio (10 mM), previamente

filtrada (0,45 um).

5.2.5.4. Determinaciao do pH

A determinacdo do pH foi realizada diretamente nas suspensdes de nanocépsulas
(sem dilui¢do), em triplicata (Denver Ultrabasic UB-10). Adicionalmente, também foi
determinado o pH das formas semissélidas, mediante diluicdo dessas a 10%

(volume/volume) em dgua, sendo realizada em triplicata.
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5.2.5.5. Avaliacao de fenomenos de instabilidade por espalhamento miltiplo de luz

A estabilidade da suspensdo de nanocdpsulas foi determinada através de
espalhamento multiplo de luz (Turbiscan LAb®), com varreduras a cada 5 minutos,
durante 1 hora a temperatura de 25 °C. Para esta andlise, a amostra a ser analisada foi

previamente colocada em cubeta de anélise e ambientada a temperatura de andlise.

A estabilidade das formulagdes semissolidas também foi avaliada por essa
técnica, realizando-se varreduras das amostras a cada 10 minutos, durante 12 horas, a
temperatura de 25°C. Para essa andlise, da mesma forma como para a determinagdo da

estabilidade da suspensdo de nanocdpsulas, a amostra foi ambientada a 25°C.

5.2.5.6. Rendimento do processo de secagem

O rendimento do processo de secagem foi obtido através de duas operagdes.
Inicialmente, foi realizada a soma da massa de todos componentes da formulacdes
(soma de todas as matérias primas, usadas para a preparacdo da suspensdo de
nanocépsulas, incluindo a lactose), excluindo a 4gua. A seguir, a massa obtida apds a
secagem foi dividida pela massa das matérias-primas da formula¢ad. O resultado foi
expresso em percentagem (%), como média de trés de determinagdes.

- Massa obtida apds a secagem
Rendimento (%): P £

(Equagdo 2)

Massa das matérias primas da formulacgio

5.2.5.7. Morfologia das nanocapsulas secas

Os p6s obtidos e o adjuvante (lactose) secos por aspersao foram analisados através
de microscopia eletronica de varreduras (JSM 6060) utilizando-se 10 kV. Para isso, as
amostras foram previamente metalizadas com ouro. Esta analise foi realizada no Centro

de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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5.2.6. Estabilidade fisica das suspensoes de nanocapsulas NC,, NC3 e NCy

Adicionalmente, foi avaliada a estabilidade fisica das suspensdes NC,, NC; e
NC,, através da determinagdo do tamanho de particula, potencial zeta, pH e avaliacdo
macroscopica durante 14 dias. As formulacdes foram armazenadas a temperatura

ambiente e ao abrigo da luz.

5.2.7 Quantificacao dos filtros solares

Os filtros solares foram quantificados através de metodologia analitica (CLAE),
previamente validados (ANEXOS I e III). O doseamento foi realizado um dia apds o

preparo das suspensdes de naocdpsulas contendo os filtros solares

5.2.7.1 Doseamento e avaliacido da estabilidade quimica do metoxicinamato de

octila contido nas nanocapsulas e nanocapsulas secas

A quantificacio do metoxicinamato de octila contido nas suspensdes de
nanocépsulas foi realizada através da retirada de aliquotas entre 30 e 100 uL de cada
suspensdo e diluicdo em 10 mL de acetonitrila. As formulacdes ainda foram submetidas

a banho de ultrassom para total extracao do ativo.

A estabilidade quimica foi avaliada para as suspensdes de nanocdpsulas contendo
1 mg/mL e 4,8 mg/mL durante um periodo de 30 dias por doseamento de ativo em
CLAE, afim de determinar a formulacdo mais estdvel para dar prosseguimento aos
experimentos. Para isto, foi retirada uma aliquota das suspensdes de nanocédpsulas (30 e

100 puL) seguida da dilui¢do em solvente organico, como acima descrito.

Para o doseamento do OMC proveniente dos pds de nanocdpsulas , foi realizada a
pesagem de 10 mg de pd, extracio com 10 mL de agitacio durante 15 minutos e

sonicagao por 45 minutos.
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5.2.7.2 Doseamento e determinacio da eficiéncia de encapsulac¢ao dos filtros solares

OMC, OCT e BMT contidos nas suspensoes de nanocapsulas

Os filtros solares contidos nas suspensdes de nanocdpsulas NC,, NC; e NC, foram
doseados através da retirada de uma aliquota de 30 uL de suspensao diluida em 10 mL

de acetonitrila, a fim de obter concentracdes descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Concentracdes dos filtros solares em cada uma das formulagdes.

Formulagao Filtros

OMC OCT BMT
NG, 3 ug/mL 6 ug/mL -
NGC; 3 ug/mL - 6 ug/mL
NC4 3 ug/mL 3 ug/mL 3 ug/mL

Para a determinagdo da eficiéncia de encapsulacao foi utilizada uma aliquota de
400 pL de suspensdo, que adicionada em um filtro tipo Ultrafree® (10.000 Da). As
formulacdes foram, entdo, submetidas a centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos e o
ultrafiltrado foi doseado por CLAE. Os ultrafiltrados obtidos através desta técnica
permitem estimar a quantidade de ativo livre nas suspensdes. Assim, pela diferenca da
quantidade total e quantidade livre de ativo estimou-se a quantidade efetivamente

encapsulada.

5.2.8. Estudo do gradiente de densidade dos nanoinsumos contendo OMC

Esta andlise foi realizada para as formulagdes contendo somente metoxicinamato
de octila, sendo avaliadas as diferentes nanocdpsulas de OMC estudadas, uma
formulacdo de nanoesferas (NS) nanoemulsdo preparadas a partir de OMC (NE omc)

(Tabela 11).
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Tabela 11. Formulagdes de nanoesferas e nanoemulsdo contendo metoxicinamato de
octila.

Matérias-primas NS NE omc

Fase organica

Eudragit S100° (g) 0,1 -
Monoesterato de sorbitano (g) 0,077 0,077
Metoxicinamato de octila (g) - 0,01
Acetona (mL) Y Y

Fase aquosa
Polissorbato 80 (g) 0,077 0,077

Agua (mL) 50 50

O estudo de gradiente de densidade foi realizado com intuito de verificar a
presenca de outras nanoestruturas nas suspensdes de nanocdpsulas preparadas, através
da separacdo destas particulas e determinacdo da densidade das mesmas. Para isto,
inicialmente foi preparada uma solucdo de silica (Percoll®) com concentracdo de 54%
em cloreto de so6dio 0,15 M. Uma aliquota de 400 puL das formulacdes foram
adicionadas em 19,6 mL da solu¢do de Percoll® em cloreto de sédio. A seguir, para
permitir a separagdo das particulas, foi realizada ultracentrifugagdo na velocidade de
18.500 rpm por 60 minutos a temperaturade 20  °C. A densidade das particulas
obtidas foi determinada através de uma curva polinomial, previamente realizada com
marcadores de densidade (Density Marker Beads®), os quais apresentam densidade

conhecida (VENTURINI et al., 2011)

5.2.9. Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A técnica de calorimetria exploratéria diferencial foi realizada com nitrogénio

liquido ultrapuro, em vazdo de 50 mL/min, em panelinhas de aluminio herméticas. As
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andlises foram realizadas para as matérias primas: Eudragit S 100®, OMC, TCM,
mistura bindria (entre o polimero e OMC), mistura bindria (entre o polimero e TCM);
mistura tercedria (Eudragit S 100®, OMC, TCM) e para as nanocdpsulas NCy e NC;. As
amostras foram submetidas a um ciclo de aquecimento (de -80°C a 100°C) e
resfriamento (100°C a -80°C), com taxa de aquecimento ou resfriamento de 10°C /

minuto.

5.2.10 Avaliacao da fotoestabilidade do metoxicinamato de octila encapsulado

A fotoestabilidade do metoxicinamato de octila foi avaliada através da exposi¢ao
das suspensdes de nanocdpsulas e pds secos das nanocdpsulas e solu¢do metandlica do
filtro solar a radiacio UVB durante 24 horas (n=3) em uma dose de 1,5. 10* W cm™. A
solucdo metandlica foi preparada mediante pesagem do metoxicinamato de octila e sua
solubilizacdo em metanol (PERUGINI et al., 2002; WEISS-ANGELI et al., 2008). As
suspensdes de nanocdpsulas e os pds foram submetidos diretamente a radiacdo, sem
diluicdo. Apés 30 minutos, 1, 4, 8, 10 e 24 horas de exposi¢cdo, 50 uL das formulacdes

liquidas e 10 mg dos p6s foram diluidas com solvente organico.

A quantidade de metoxicinamato de octila, remanescente em cada uma das
formulacdes, foi doseada por CLAE.. Apds 24 horas de exposicdo a radiagdo, também

foi determinado o didmetro de particula e o potencial zeta de cada uma das formulagdes.

5.3 Reologia das formulacoes semissolidas

A avaliacdo da reologia das formulagdes semissOlidas foi determinada em
viscosimetro rotacional (Brookfield). Para todas as formulacdes foi utilizado o spindle

SC4-25 e banho termostatizado a 25+1 °C.
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A partir dos dados obtidos neste equipamento, foram construidos reogramas da
tensdo de cisalhamento pela taxa de cisalhamento. As formulagdes foram avaliadas
através de modelagem matemdtica (através do software Rheocalc®), para verificar qual
comportamento ndo newtoniano (pldastico ou pseudopldstico) melhor descreve as

formulacdes.

5.4. Avaliacao da capacidade fotoprotetora dos hidrogéis

A avaliagdo da capacidade fotoprotetora foi estimada através da capacidade dos
semissOlidos em evitar a fotodegradacdo de uma solucdo de resveratrol em presenca de
radiacilo UVB (HOMMOSS, 2008). Para tal foram utilizadas placas de Petri
devidamente protegidas da luz, deixando apenas a parte superior (tampa) sem protecao.

Nessa regido sem protec¢ao, 300 mg dos hidrogéis,em triplicata, foram adicionados:

e (Géis contendo OMC livre

e (Géis contendo filtros solares OMC, OCT, BMT na forma livre
e (éis contendo nanocdpsulas de OMC

e (Géis contendo nanocdpsulas de OMC, OCT e BMT

e (Géis contendo nanocdpsulas secas

No interior de cada placa de Petri foi adicionada a solucdo de resveratrol (10
pg/mL). Apés 0, 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos de exposicao a radiacao UVB, foram
retiradas aliquotas de 1 mL da solu¢do de resveratrol e realizado o doseamento desse
ativo por CLAE(metodologia previamente validada), empregando uma coluna Coluna
LiCrospher 100 RP-18 (5u, 250 x 4 mm). A fase movel utilizada foi constituida de
acetonitrila: dgua (1:1) contendo 0,5 mg de TBA por cada mililitro de fase mével e
ajuste at¢ pH=3,0 com 4cido acético. O fluxo empregado foi de 0,6 mL/minuto, o
volume de injecdo de 20 uL. e o comprimento de onda de 305 nm. A fotodegradacdo do
resveratrol obtida em funcdo do tempo foi modelada através dos modelos
monoexponencial e biexponencial, mediante o programa Scientist 2.0. O modelo que

permitiu obter a melhor correlacio foi escolhido como o modelo que melhor se ajusta ao
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perfil de fotodegradacdo. A partir deste modelo, foi calculado o tempo de meia-vida do

resveratrol.

UVB

0,3 g gel \

Solucio de
resveratrol

Figura 7. Representacdo esquematica do método de capacidade fotoprotetora. Adaptado
de Homoss, 2008.

5.5. Estudo de penetraciao cutinea in vitro das formulacoes semissolidas

Os hidrogéis contendo somente metoxicinamato de octila ou a associacdo dos
filtros solares foram submetidos ao estudo de permeacdo cutdnea em célula de Franz
automatizada, utilizando como membrana a pele abdominal de suinos, com espessura
entre 1,4 e 2,0 mm. Para este estudo, foi realizada a determinacdo do meio receptor
adequado, bem como a validadac@o da extracdo nas fitas adesivas e na pele (ANEXOS

ITEIV).

Para este estudo, em cada uma das amostras de peles foi aplicada 80 mg da
formulagdo, sendo o tempo de contato de 2 ou 6 horas. Ao final de cada ensaio, foi
realizada uma coleta do meio receptor e determinada a quantidade de filtro solar retido

no estrato corneo, epiderme e derme.

Para a determina¢do da quantidade de ativo retido no estrato cérneo, derme e
epiderme, as amostras de pele (n=6) foram retiradas das células de Franz. Inicialmete, o
excesso de formulacdo ainda remanescente na superficie da membrana foi removido
com auxilio de algoddo. A técnica de Tape Stripping foi realizada a seguir, com o

objetivo de remover o estrato cdérneo. Para isto, foram utilizadas 18 fitas adesivas
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(Scotch®, 3M) para cada amostra de pele. Estas fitas foram todas acondicionadas em um

unico tubo de ensaio, seguida da adicdo de 10 mL de acetonitrila para extragcdo do ativo.

Ap0s a retirada do estrato corneo, foi realizada a separacdo da epiderme e derme
mediante a submersdo da pele em dgua ultrapura a 55°C, por 60 segundos. A epiderme
foi entdo removida com auxilio de uma espétula. Esta foi acondicionada em tubo de
ensaio juntamente com 2 mL de acetonitrila. A derme foi fracionada em pequenos
pedacos, com auxilio de bisturi, e colocada em tubo de ensaio contendo 4 mL de
acetonitrila. A seguir, foi realizada a extracdo das formulacdes contidas no estrato
corneo, epiderme e derme, mediante agitacdo em voértex por 2 minutos e banho de

ultrassom por 1 hora, a temperatura de 40°C.

Nesse estudo foi determinada a penetracdo cutdnea de um hidrogel contendo
OMC seco (g omc 8), com intuito de avaliar a influencia do adjuvante de secagem

(lactose) na penetragdo cutanea.

5.6. Avaliacao da capacidade absortiva das formulaces semissélidas

A capacidade absortiva das formulagdes semissélidas foi determinada através da
realizacdo de varredura em espectro ultravioleta, através de espectrofotometria (M.
Wave 1800 PC). Esta analise visou determinar as formula¢des que apresentavam melhor
perfil absortivo da luz ultravioleta. Adicionalmente, também foi determinada a
capacidade absortiva do hidrogel contendo nanocdpsulas brancas (apenas com
triglicerideos de cadeia média no nicleo- g nc Br) e do hidrogel contendo nanoesferas (g
ns). Uma cubeta (Hellma) com capacidade de 2,6 mm e caminho 6ptico de 0,01 mm

selada com um holder foi utilizada para esta andlise.
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5.7. Microscopia eletronica de varredura de peles suinas tratadas com as

formulacdes semissélidas

Para esta avaliacdo, as amostras de pele de suinos foram acondicionadas em
placas de Petri contendo meio receptor. A seguir, em cada uma destas peles, foram
adicionados géis contendo suspensdo de nanocdpsulas, pés de nanocdpsulas ou gel
contendo filtros solares na forma livre. Apds, estas peles foram expostas a luz
ultravioleta UVB durante 15 horas. Decorrido este periodo, as peles foram conservadas
em solucdo de glutaraldeido (12%) em tampao fosfato (pH 7,4) por 7 dias para o

processo de secagem do tecido.

Para a total secagem, apds as 48 h, os tecidos foram removidos da solucido de
glutaraldeido e lavados trés vezes com tampao fosfato (pH 7,4, 30 minutos cada
lavagem). A seguir, foram realizadas lavagens (10 minutos cada) com etanol e 4gua em

diferentes propor¢des, na ordem que segue:

e ctanol : dgua (30:70)— 10 minutos
e ectanol : dgua (50:50) — 10 minutos
e ctanol : dgua (70:30) — 10 minutos

e ctanol : dgua (90:10)— 10 minutos

Anteriormente a realizacdo da secagem final por ponto critico (CO,), as amostras
foram deixadas em contato com etanol: dgua (90:10) por 20 minutos, etanol absoluto
por 10 minutos e acetona por 20 minutos. Apds as amostras foram secas ao ponto critico
(Critical Point Dryer), fixadas em sfubs e metalizadas com ouro. As fotomicrografias
foram realizadas em microscopio de varredura (MEV, JEOL 6060, 5 kV), no Centro de
Microscopia Eletronica da UFRGS.

Os pelos remanescentes nesses fragmentos de pele tratados também foram

avaliados.
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5.8. Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via através do programa

GraphPad 5.0, com pés-teste de Tukey.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO




6.1. Avaliacao de diferentes concentracoes de metoxicinamato de octila (OMC) no

nucleo lipidico das nanocapsulas
6.1.1. Inchamento do polimero

Para a produc¢do de nanocdpsulas, a escolha do dleo constituinte do nicleo lipidico
constitui uma etapa importante no planejamento da formulacdo. Esse ndo deve
solubilizar o polimero, mas deve ser miscivel no solvente escolhido para solubilizar o
polimero (COUVREUR et al., 2002). Assim, quando se inicia uma nova pesquisa,
torna-se relevante a determinacdo da influéncia do dleo constituinte do nicleo das
nanocapsulas sobre o polimero formador da parede, avaliando-se a ocorréncia, ou nio,

de dissolucdo do mesmo, a fim de evitar uma possivel perda da estrutura da nanocédpsula

(GUTERRES et al., 2000).

No estudo de Guterres e colaboradores (2000) os autores avaliaram de forma
pioneira a influéncia do 6leo na dissolugdo de polimeros, através do teste de
inchamento do polimero. Foi observado que o benzoato de benzila, uma substancia
comumente usada como 6leo formador do nicleo das nanocdpsulas, interagia com os
polimeros poli (4cido latico) e poli(e-caprolactona) depois de transcorridas 48 horas de
teste. O inchamento do polimero provocado pelo 6leo fez com que se formassem
dispersoes coloidais micelares. Esse dado se correlacionou aos altos valores de
recuperacdo do fiarmaco (indometacina) obtidos apds secagem por aspersdo das
nanocdpsulas, explicado pela perda de massa durante a secagem e aumento na
concentracdo de farmaco. Por sua vez, o Miglyol 810° (triglicerideos de cadeia media,
TCM), outro dleo testado, ndo interagiu com ambos os polimeros apds 13 dias de teste,
demonstrando que esse 6leo é adequado para obtencdo de nanocdpsulas para ambos 0s
polimeros (PCL e PLA) (GUTERRES et al., 2000). Por sua vez, Schaffazick e
colaboradores (2002) ao realizarem o estudo de sorcao/dissolucao de filmes de Eudragit
S 90° em Miglyol 810® e benzoato de benzila, verificaram que ndo houve alteracdo da
massa dos filmes de Eudragit® imersos em ambos os Oleos. Da mesma forma,
concluiram que ambos os 6leos podem ser utilizados para a preparacdo de nanocéapsulas

a partir desse polimero.
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Considerando que até o presente momento nanocdpsulas contendo
metoxicinamato de octila ndo haviam sido preparadas com Eudragit S100°, o teste de
inchamento do polimero foi procedido. Os filmes poliméricos de Eudragit S 100°
apresentaram peso médio de 43 £+ 0,57 mg apds a obtengdo. Os resultados das pesagens
dos filmes de Eudragit S 100%estio apresentados na Figura 8. No primeiro dia de
pesagem observou-se aumento dos pesos dos filmes poliméricos. Este aumento
observado € inerente a técnica, pois parte do metoxicinamato de octila pode ndo ter sido
totalmente retirado pelo papel absorvente. A partir do segundo dia de pesagem,
observou-se reducao das massas pesadas em relacao a medida do primeiro dia, porém
com valores semelhantes a pesagem inicial (antes da imersdo em 6leo). Nos demais
dias, os valores de massa se mantiveram estdveis em valor préximo ao inicial, até o
ultimo dia de pesagem. Os resultados demonstraram que o polimero ndo foi dissolvido
pelo metoxicinamato de octila, componente formador do nicleo oleoso, indicando a
adequacdo do OMC para a formulacdo pretendida. O polimero Eudragit S 100®, é um
derivado acrilico anidnico, com caracteristicas formadoras de filme (ROWE et al.,

2009), o que faz com que o mesmo seja apropriado para aplicacao tépica, especialmente

para o desenvolvimento de fotoprotetores.
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Figura 8. Massa dos filmes de Eudragit S 100® apds imersdo em metoxicinamato de
octila.
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6.1.2. Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas NCy 43 € NC,

1,0

Todas as suspensdes de nanocdpsulas apresentaram efeito branco azulado,
indicando a ocorréncia de efeito Tyndall. A formulacdo NCj | apresentou aspecto
levemente esbranquicado enquanto a formulagdo NC, 43 apresentou aspecto
esbranquicado e leitoso. Essa diferenga entre as formulacdes deve-se a concentracdo de
OMC, menor em NCj 1, propiciando a essa formulagcdo aspecto menos leitoso que em

NCo4gs.

A andlise por difratometria de laser foi a primeira avaliacio de tamanho de
particula realizada, como parametro de controle de qualidade, objetivando verificar se
as formulacdes apresentavam ou ndo populacdo micrométrica. A Figura 9 apresenta os

tamanhos de particula das formulacgdes, as quais apresentaram tamanho nanométrico.
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Figura 9. Distribuicdo do tamanho de particula (um) por volume (%) das formulagdes
contendo OMC: NCy43(A), NCp 1o (B) por difratometria de laser (xdp).
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A andlise do tamanho de particula por espectroscopia de correlacio de fotons
(Figura 10) foi realizada apds a andlise por difracdo de laser, com o intuito de
determinar mais acuradamente o diametro médio das nanocdpsulas. No trabalho
Alvarez-Roman e colaboradores (2001), foi empregado o polimero PCL para obtengao
de nanocdpsulas, as quais obtiveram tamanho entre 225 e 427 nm. Ja Schaffazick e
colaboradores (2002), observaram que nanocépsulas preparadas com os polimeros PCL
ou Eudragit S 90® apresentaram tamanhos de particula menor que aquelas preparadas
com Eudragit S 90®. Dessa forma o tamanho de particula menor obtido nesse estudo,
deve-se ao emprego de polimero diferente dos relatados, os quais exercem influencia

sobre o didmetro de particula (SCHAFFAZICK et al., 2002).

O nucleo oleoso também mostra influéncia sobre o tamanho de particula, podendo
provocar um aumento de diametro conforme sua composicao (SCHAFFAZICK et al.,
2002). No trabalho de Weiss e colaboradores foi obtido tamanho de particula de 245 +
12 nm para nanocdapsulas de (e-caprolactona) contendo OMC a partir do mesmo método
de producdo. O maior tamanho de particula obtido em relacdo a esse trabalho pode ser
explicado pelo fato de nesse trabalho ter sido empregada maior concentragdo de OMC
(48 mg/mL). A formulagao NCj | o apresentou tamanho de particula menor que aquele
da formulacao NCj 43 uma vez que a primeira apresentou menor concentragdo de OMC

que a segunda.
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Figura 10. Tamanho médio das particulas (nm) das suspensdes de nanocapsulas NCy ; o,
NCy 45 por intensidade através de espectroscopia de correlacdo de foétons (£dp). As
médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de significancia.
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Os valores de PDI (indice de polidispersdao) obtidos para todas as formulagoes
ficaram abaixo de 0,2 (Figura 11), indicando distribuicio homogénea unimodal das

particulas (VERMA et al., 2003).
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Figura 11. Indice de polidispersio (PDI) das suspensdes de nanocépsulas NCy o e NC,
4.8, por espectroscopia de correlacio de fétons (£ dp).

O potencial zeta € um parametro utilizado para avaliar a superficie das particulas,
refletindo o seu potencial elétrico (COUVREUR et al., 2002). Essa medida pode ser
influenciada pela natureza do polimero, do agente estabilizante e do pH do meio
(MORA-HUERTAS et al., 2010). Valores de potencial zeta altos em méddulo indicam
tendéncia a estabilidade das formulagdes, contudo o uso de tensoativos nao idnicos
(como o polissorbato 80) gera potenciais zeta mais baixos em modulo. Isso ndo indica
estabilidade inferior, pois a estabilidade € conferida por impedimento estérico, ou seja,
mesmo formulagdes com potencial zeta proximos a zero podem ndo ter tendéncia a

agregacdo e coalescéncia (MAGENHEIM; BENITA, 1991).

As formulacdes desenvolvidas apresentaram valor de potencial zeta negativo,
esperado para formulagdes revestidas com polissorbato 80 (JAGER et al., 2009) (Tabela
12). Comparando os resultados observou-se que as formula¢des apresentaram valores de
potencial zeta similares (p>0,05), ou seja, o incremento de 6leo ndo interferiu na carga

de superficie.
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Tabela 12. Valores médios de potencial zeta e pH das formulacdes NCj 45 NCy 1o €
obtido por mobilidade eletroforética (+ dp).

Formulagao Potencial zeta (mV) pH
NCo4gs -18,93 £ 0,73 4,61+0,13
NCo 10 -15,83 +4,59 4,53+0,14

O conjunto de resultados apresentado indica que as matérias-primas empregadas
propiciaram a obten¢do de formulacdes de nanocdpsulas efetivamente nanométricas.
Assim, verifica-se que da mesma forma, como observados em estudos anteriores
(ALVAREZ—ROMAN et al., 2001; WEISS-AGELI et al., 2010), é possivel a obtengdo
de nanocdpsulas preparadas a partir do método de deposicao interfacial do polimero pré-

formado contendo OMC, neste caso, utilizando Eudragit S 100® como polimero.

A determinacdo do pH € outro parametro importante para verificar a
compatibilidade da formulacdo preparada com a via pretendida. As suspensodes
preparadas apresentaram pH entre 4 e 5 (Tabela 12). Os valores obtidos estao de acordo
com trabalhos anteriores que utilizaram Eudragit S 100® (SCHAFFAZICK et al., 2002)
como polimero, além desses valores estarem adequados para o uso tdpico
(SZNITOWSKA et al.,, 2001). Comparando-se as duas formulagdes, ndo foram

observadas variagdes para os valores obtidos de pH (p>0,05).

Outra técnica bastante eficaz para prever fendmenos de instabilidade é a de
espalhamento multiplo de luz a qual pode detectar a ocorréncia de fendmenos como
sedimentacdo, cremagem, coalescéncia e variagdo do tamanho de particula, antes
mesmo de serem observados visualmente por um avaliador (MENGUAL et al., 1999).
O principio da técnica baseia-se em um feixe de luz que incide na amostra analisada,
sendo esta luz refletida ou transmitida. A partir dessa reflexao ou transmissao da luz sao
gerados graficos de transmissdo e retroespalhamento. Os graficos sdo analisados pela
divis@o do mesmo em trés partes: a parte da esquerda representando o fundo da cubeta,
a parte do meio representando o meio da cubeta e a parte da direita representando o topo

da cubeta (TURBISCAN LAb USER GUIDE, 2005). Em um primeiro momento esta
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técnica foi aplicada para as suspensdes de nanocdpsulas, sendo os resultados obtidos

apresentados na Figura 12.

A formulacao NCj 43 com maior opacidade apresentou apenas retroespalhamento
de luz, ja a formulagdo NCy 1, a qual apresentou leve transparéncia, apresentou tanto
retroespalhamento quanto transmissdo de luz. Para formulacdes que apresentam um
certo grau de transparéncia, pode ocorrer variacdo de transmissdo maior que 0,2%,
sendo necessdrio analisar os graficos de variagdo de transmissd@o em conjunto com o de
retroespalhamento (TURBISCAN LAb USER GUIDE, 2005). Dessa forma, para a
formulacdo NCj 45 avaliou-se somente o grafico de variacdo de retroespalhamento
(Figura 12A). Por sua vez, para a formulacdo NC ; o foram avaliados ambos os graficos
de variacdo de transmissdo e retroespalhamento (Figura 12B e 12C). As variacdes
obtidas para a formulagao NCj ;o foram baixas, indicando leve tendéncia a cremagem,
verificada através do aumento do retroespalhamento no topo da cubeta, € com auséncia
de alteracdo do tamanho de particula. A formulacio NCj 45 apresentou uma maior
tendéncia inicial a cremagem, seguida por sedimentac¢do no fim da andise. A cremagem,
se caracteriza por uma fase dispersa menos densa que a fase dispersante (TURBSICAN
LAb USER GUIDE, 2005) e pode ser explicado pela maior concentracio de OMC
nessa formulacdo em relacdo a outra formulacdo preparada. Venturini e colaboradores
(2011) observaram que quando altas concentracdes de triglicerideos de cadeia média,
que a temperatura ambiente € um O6leo, assim como o OMC, eram utilizadas na
preparacao de nanocdpsulas, fendmenos de cremagem eram observados. A ocorréncia
desse fenomeno é reversivel e pode estar indicando a formagdo de nanoemulsdo

juntamente a nanocépsulas nessas formulacdes (VENTURINI et al., 2011).
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Figura 12. Variagdes de retroespalhamento da formulacio NCj 45 (A), variacdo de
transmissdo (B) e retroespalhamento (C) de NCj |y obtidos por espalhamento multiplo
de luz.

6.1.3. Doseamento e determinacio da estabilidade quimica das suspensoes
contendo OMC

A determinagdo do teor de filtro solar contido nas nanocdpsulas € também uma
avaliacdo importante para o controle de qualidade, pois estd diretamente relacionado a
recuperagdo da quantidade de filtro solar adicionado na fabricacdo, a manutencdo do
teor ao longo de um periodo de armazenagem, bem como ao seu posterior desempenho
nos estudos de avaliacdo da eficdcia dos fotoprotetores. A Tabela 13 apresenta os
resultados obtidos de teores de OMC para cada uma das suspensdes. Todas as

formulagdes apresentaram taxa de recuperacio superior a 90%.
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Tabela 13. Teor de OMC nas nanocédpsulas NCy 45, NCy 1 o obtido em triplicata.

Formulagao Valor tedrico Quantidade Teor (%)
(mg/mL) encontrada (mg)
(xd.p)
NCoyags 4,8 4,442 + 0,110 92,5
NCo 10 1 0,941 + 0,028 94,1

A determinagdo da concentracdo de ativo capaz de ser encapsulado € um
parametro importante, pois o emprego de altas concentragdes pode levar a formagao
adicional de outras nanoestruturas (POHLMANN et al.,, 2008). Desta forma, as
formulacdes NCp 19 € NCy 43 foram submetidas a andlise de estabilidade quimica do

ativo, através de doseamento em CLAE, durante 30 dias.

Como resultado, as suspensdes de nanocdpsulas com concentragdo de 4,8 mg/mL
(Figura 13) demonstraram queda de teor. Apds 30 dias de preparo das formulacdes,
obteve-se doseamento em torno de 13% do inicialmente obtido. Este resultado pode ser
devido a alta concentragdo do OMC (4,8 mg/mL), o qual pode nido ter sido totalmente
encapsulado. O OMC ou uma parte dele ndo encapsulado pode ter sofrido degradagao
em funcdo do tempo, levando a queda no doseamento observado. Além disso, o OMC
excedente, ndo encapsulado, pode ter permanecido na fase aquosa, estabilizado pelo
tensoativo ndo i6nico, formando nanoemulsdo, gerando discretamente, o fendmeno de

cremagem na anélise por espalhamento multiplo de luz.

Ja as nanocdpsulas contendo 1 mg/mL de OMC (NCj 1,0) mantiveram o teor de
OMC constante em funcao do tempo (Figura 13), indicando possivelmente que a menor

concentracdo de OMC favorece a sua localiza¢do no nicleo das nanocapsulas.

Os resultados apresentados de doseamento durante 30 dias, juntamente a andlise
de estabilidade por espalhamento multiplo de luz sdo indicativos de que uma
nanoemulsdo possa estar se formando concomitantemente as nanocdpsulas na
formulacdo contendo maior concentragdo de filtro solar. Com a formacdo dessa
nanoestrutura adicional, pode-se estar perdendo a efetividade das formulagdes obtidas
como fotoprotetoras, ja que nanoemulsdes podem propiciar maior retengao em camadas

mais inferiores da epiderme e na derme (ALVES et al., 2005). Além disso, a localizacao
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do filtro solar no nicleo das nanocdpsulas pode favorecer o aumento da sua estabilidade
em detrimento a nanoemulsdes, nas quais 0 OMC pode estar muito mais suscetivel a
degradacao. Portanto, a formulacdo contendo 1 mg/mL de OMC foi escolhida para
continuidade com os demais estudos e a partir desse momento essa passou a ser

denominada NCj apenas.
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Figura 13. Doseamento das suspensdes de nanocdpsulas contendo 4,8 mg/mL (NCj 45)
e 1 mg/mL (NCj ) de OMC obtido por CLAE.

6.2. Avaliacao da insercao de triglicerideos de cadeia média (TCM) no niicleo da

formulacao NC,

6.2.1. Caracterizacio fisico-quimica

A formulagao NCy foi aquela que apresentou melhor estabilidade. Dessa forma, a
essa formulagdo foi adicionado TCM, o qual ja € descrito como 6leo constituinte do
nicleo de nanocapulas (GUTERRES et al., 1995; DALENCON et al., 1997; MULLER
et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2002; ALVES et al., 2005; SCHAFFAZICK et al.,
2006; POHLMANN et al., 2008; PAESE et al, 2008; FIEL et al., 2011;
HOFFMEISTER et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Assim, pdde-se avaliar a
influéncia da insercdo desse 6leo nos estudos de caracterizacdo, avaliacdo da capacidade
fotoprotetora, capacidade absortiva e penetracdo cutanea. Esta formulacdo foi

denominada de NC;.
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A andlise por difratometria de laser (Figura 14) demonstrou que a formulagdo NC;
apresentou distribuicdo unimodal de particulas, com tamanho de particula médio

nanomeétrico.
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Figura 14. Distribui¢do do tamanho de particula (um) por volume (%) através de
difratometria de laser da formulacdo NC; por difratometria de laser (+dp).

A andlise das caracteristicas fisico-quimicas da formulagao NC; estd demonstrada
na Tabela 16. As formulagcdes apresentaram diametro entre 80-200 nm, caracteristico
de nanocdpsulas preparadas através do método de precipitagdo de polimero pré-formado
(WEISS-ANGELI et al., 2008; ALVAREZ-ROMAN et al., 2001). Observa-se que a
adicao de TCM no nicleo oleoso de NC; ocasionou o aumento do tamanho de particula,
em relacdo as demais formulagdes nao contendo TCM (item 6.1.1). Em relagdo aos
valores de PDI, obtiveram-se valores baixos, indicando que essa formulagdo, da mesma
forma como as formulagdes contendo somente OMC, apresentou distribuicao

homogénea de particulas (VERMA et al., 2003).

Tabela 14. Caracterizacdo da formulagdo NC; e NC, por espectroscopia de correlagao
de fétons, mobilidade eletroforética e potencidmetro (+ dp).

Parametro Resultado de NC; Resultado de NCy*
Tamanho de 164,25+ 6,79 nm * 108,7+1,2 nm °
particula

PDI 0,15%0,03 0,20+0,05
Potencial zeta -15,69+6,28 mV -18,66+4,27 mV
pH 4,41+0,14 4,54+0,11

*As médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatiscamente pelo de teste de Tukey a 5% de

significincia
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Os valores de pH obtidos foram similares aqueles apresentados pelas formulagoes

contendo somente OMC (p>0,05).

A Figura 15 apresenta os resultados obtidos apds andlise por espalhamento
multiplo de luz, os quais podem refletir diferentes fendmenos de instabilidade. Pelo
fato dessa formulacdo apresentar aspecto esbranquicado, os valores de transmissao
foram menores que 0,02%, sendo analisado somente o resultado de retroespalhamento.
A andlise do grafico demonstra uma reducao do retroespalhamento no topo o que pode
indicar uma tendéncia a sedimentacio (TURBISCAN LAb USER GUIDE, 2005),
contudo, para nanoparticulas, esse fenomeno ja € descrito como reversivel (SILVA et
al., 2013; HOFFMEISTER et al., 2012; PAESE, 2008). Além disso, a auséncia de
alteracdo do tamanho de particula (que estaria indicado por um aumento do sinal ao
longo da cubeta) indica a baixa tendéncia para essa formulagdo na ocorréncia de

fendmenos de agregacgao irreversiveis.
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Figura 15. Variagdes de retroespalhamento da formulacdo NC; obtido por
espalhamento multiplo de luz.

Ap6s a quantificagdo do OMC encapsulado em NC; por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, obteve-se teor médio, em triplicata, de 1,05+ 0,03 mg de OMC. Obteve-
se, portanto para cada uma das replicatas analisadas teores préximos ao tedrico (1

mg/mL).

Entdo, apés o preparo e caracterizacdo de NC;, obtiveram-se formulagdes com
tamanho exclusivamente nanométrico, com baixo indice de polidispersdo e com baixa

tendéncia a fendmenos de instabilidade. A determinacdo do teor de filtro solar também
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demonstrou a proximidade dos valores tedricos e experimentais. Assim, essa nova
formulacdo, assim como aquelas contendo somente OMC no nucleo oleoso, apresentou

qualidade nanotecnolégica, sendo adequada para aplicacio cutanea.

6.2.2. Caracterizacao das formulacoes pulverulentas preparadas a partir de NCy e

NG,

A lactose é um dissacarideo obtido do leite, formado por uma unidade de glicose e
uma da galactose. Possui aplicacdes na tecnologia farmac€utica como diluente em
comprimidos e cdpsulas, assim como adjuvante de secagem utilizado em produtos
liofilizados (ROWE et al., 2009). Dessa forma, para a secagem das suspensdes

nanoparticuladas desenvolvidas, esse foi o adjuvante selecionado.

Apds o preparo e caracterizagdo, as suspensdes de nanocdpsulas contendo
somente OMC (1 mg/mL) foram submetidas a secagem por aspersao formando assim
nanocdpsulas secas denominadas de NCy s e NC; ;. O rendimento de secagem obtido foi
de 77,33 = 1,52% para NCj ¢ e de 69,98 + 7,09 % para NC; . Esses pos também
apresentaram teor de OMC de 6,66 + 0,06 mg/g p6 para NCy e de 6,32+ 0,02 mg/g de

p6 para NC; , obtendo recuperacao proxima a 90% para ambas formulagdes.

A morfologia das formulagdes foi determinada através de microscopia eletronica
de varredura. A observacdo das fotomicrografias (Figura 16) permitiu verificar
diferencas morfoldgicas entre o adjuvante de secagem e os pds das suspensdes de
nanocépsulas, o que ja havia sido anteriormente descrito (HOFFMEISTER et al., 2012).
As formulagdes de nanocdpsulas secas, visualizada no aumento de 15.000 vezes,

apresentaram uma estrutura esférica, com a presenca de irregularidades.
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Figura 16. Fotomicrografias dos pds NCy ¢ (A) NC;  (B) e do adjuvante de secagem
(B) em aumento de 15.000 vezes por microscopia eletronica de varredura.

Em estudo prévio, o uso da lactose como adjuvante propiciou uma secagem
adequada com posterior possibilidade de desaglomeragdo das particulas quando
adicionadas em dgua. Esse resultado demonstrou ser possivel a retomada da suspensdo

coloidal, mesmo apds o procedimento de secagem (TEWA-TAGNE et al., 2007).

A avaliacdo por via umida pode ser importante para relacionar o tamanho final
obtido, apds estudo de desaglomeracdo, com o tamanho de particula verificado apds
incorporacdo desses pds em formas semissdlidas aquosas. Assim, as nanocdpsulas secas
obtidas neste trabalho foram submetidas a andlise de tamanho de particula em meio

aquoso, para verificar o comportamento de desaglomeracao.

Os gréficos de distribuicao de tamanho de particula encontram-se apresentados na
Figura 17. Para ambas as formulacgdes, na primeira andlise (no tempo 0), verificou-se
que mesmo apds a secagem por aspersdo, particulas nanométricas estavam presentes na

formulacdo (Figura 17A e 17B). Ap6s 60 minutos de andlise, os gréficos de distribui¢do
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de tamanho de particula demonstraram que essa populacdo nanométrica aumentou em
relac@o a populacdo micrométrica. Para NCy ¢, ap6s 1 hora de andlise, o tamanho D(4,3)
obtido foi de, aproximadamente, 2 um (Figura 17C). Para NC; i, observou-se maior
desaglomeracdo das particulas, em relacdo a NCy s, obtendo-se tamanho de 546 nm apés

60 minutos de andlise (Figura 17D).
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Figura 17. Distribuicdo do tamanho de particula (um) por volume (%) das
nanocdpsulas secas por difratometria de laser, onde (A) corresponde ao tamanho de
particula no tempo 0 de NCy g, (B) corresponde ao tamanho de particula no tempo O de
NC,; §, (C) corresponde ao tamanho de particula no tempo 60 minutos de NC ¢, (D)
corresponde ao tamanho de particula no tempo 60 minutos de NC; .

A determinagdo do diametro de particulas destas formulacdes por via seca (Tabela
15) foi realizada para verificar o comportamento na auséncia de dgua. Além disso, essa
andlise também foi realizada para avaliar a homogeneidade das diferentes formulacdes
desenvolvidas em comparac¢do com o adjuvante de secagem (lactose). A anédlise dos pos,
através de d(0,1), d (0,5), d (0,9) e d (4,3), demonstra que NC;s apresentou tamanho de
particula maior que NCys e lactose. Contudo, o menor valor de Span obtido (por via
seca) para essa formulacdo pode indicar a maior homogeneidade de tamanho. Essa

maior homogeneidade foi observada também no estudo de desaglomeracdo via imida
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(Figura 17), onde a formulagdo NC; ¢ apresentou menor distribui¢do do tamanho de

particula que NCy, tanto no tempo 0 como apds 1 hora de andlise.

Tabela 15. Distribui¢do granulométrica da lactose nebulizada e nanocdpsulas secas por
via seca (em um) por difratometria de laser (xdp).

Formulagao Diametro d (0,5) d (0,1) d(0,9) Span
(d4.3)

Lactose 2,501 £ 2,539 + 1,387+ 3,834 + 1,037 =
nebulizada 0,083 0,063 0,059 0,145 0,037

NCy 2,369 + 2,254 + 1,316 = 3,615+ 1,020 £
0,032 0,029 0,021 0,045 0,005

NCi 4,728 + 4,540 + 3,251 + 6,431 + 0,694 +
0,269 0,152 0,536 1,260 0,380

6.2.3. Estudo do gradiente de densidade de nanocapsulas, nanoemulsio e

nanoesferas contendo OMC

O estudo do gradiente de densidade das formulacdes foi realizado com o intuito
de verificar se haveria a formac¢do de diferentes estruturas concomitantemente com a
formacdo de nanocdpsulas, sendo um parametro de avaliagdo da qualidade da
formulacao. Nesta técnica as particulas se concentram em uma zona correspondente a
sua densidade. Como a densidade das nanocépsulas fica entre aquela apresentada pelo
6leo e pelo polimero, e a densidade apresentada pelas nanoesferas € igual aquela
apresenta pelo polimero, € possivel distinguir nanocdpsulas de nanoesferas

(COUVREUR et al., 2002).

Até o momento ndo hd trabalhos descritos na literatura envolvendo este estudo
para suspensdes de nanocdpsulas com o polimero Eudragit S100°. Assim, foram
preparadas além das nanocdpsulas contendo OMC (NCj) e nanocdpsulas contendo
OMC e TCM (NC)), nanocépsulas apenas com TCM (NCrpcm), nanoesferas (NS), e uma

nanoemulsdo de OMC (NEowmc). Essas formulacdes foram usadas como comparativos
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para verificar a presenca de nanoestruturas nas formulacdes objeto desse estudo (NCy e

NC,) (Figura 18).

As formulagdes de nanoesferas e nanoemulsdo apresentaram duas bandas
distintas, uma referente as suas respectivas particulas e uma segunda gerada
provavelmente por uma dispersdo do monoestearato de sorbitano estabilizado por
polissorbato 80 (JAGER, 2008). Todas as demais formulacdes também apresentaram
essa banda, o que reforca a hipdtese que ela seja proveniente de uma dispersdo do
monoestearato de sorbitano (matéria-prima comum a todas as formulagdes). A
formulacdo de nanocédpsulas NC, apresentou duas bandas. A primeira se apresentou
bem espessa, na mesma altura apresentada pela banda da nanoesfera, da nanoemulsdo e
das nanocdpsulas de TCM. Embora ndo seja possivel afirmar que coexistam diferentes
bandas misturadas, a sua espessura pode ser um indicativo de pelo menos uma banda
adicional a de nanocépsulas. A segunda banda deve-se provavelmente a dispersdo do

monoestearato de sorbitano (JAGER,2008).

A formulacdo NC; também apresentou as mesmas duas bandas, contudo, a
primeira banda foi mais estreita, com tamanho e posi¢do similar a banda apresentada
pelas nanocdpsulas de TCM. Com base nesses resultados, acredita-se que a formulacdo
NCy tenha uma maior tendéncia a formagdo de particulas diferentes das nanocdpsulas
(como nanoesferas, por exemplo). Esse resultado é esperado, uma vez que a formulagdo
NCy apresenta apenas Img/mL de 6leo como formador do nicleo lipidico, ja a
formulacdo NC; é formada por 17 mg/mL de 6leo (16 mg/mL de TCM e 1 mg/mL de
OMC). Dessa forma, € possivel que na formulagdo NCy esteja sobrando polimero em
relacdo a quantidade de dleo, formando nanoesferas concomitantemente. A presenca de
menor mistura de particulas em NC; pode ser a explica¢do para a maior homogeneidade

de particulas no insumo seco preparado a partir de NC; (NC; ) (item 6.2.2).
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Figura 18. Resultados da andlise do gradiente de densidade das formulag¢des: NCy, NCy,
NC tem, NS, NE omc -

6.2.4. Avaliacao da fotoestabilidade do OMC nanoencapsulado

O filtro solar ideal é aquele que ndo sofre reagcdes fotoquimicas. A ocorréncia de
decomposicdo do filtro reduz a sua capacidade de absorver a radiacdo, podendo também
levar a reagdes fototoxicas e fotoalérgicas (CHATELAIN; GABARD, 2001). Em estudo
realizado por Marrot e colaboradores (2004), foi avaliado o dano genético através da
deteccao de p53, em cultura de queratindcitos tratados com fotoprotetores fotoestaveis
ou fotoinstdveis, apds irradiacdo em simulador solar. A formulagdo fotoinstdvel induziu
maior acimulo de p53 em cultura de queratindcitos em relacdo a células tratadas com
formulagdo fotoestdvel. Assim, a obtencdo de um produto fotoestdvel € importante para
evitar o dano genético induzido pela radiacio. O OMC € um dos filtros solares mais
utilizados em protetores solares, sendo a sua fotoismerizacdo relacionada a reducio do
FPS de 10% a 38 % dependendo do grau de isomerizagdo do filtro solar (HUONG et al.,
2007).

Assim, a encapsulagdo do filtro consiste em uma estratégia interessante, sendo
descrita por vdrios autores (WEISS-ANGELI et al., 2008; PUGLIA et al., 2012;
CARLOTTI et al., 2005; PERUGINI et al., 2002). Com o intuito de avaliar o aumento
da fotoestabilidade do OMC com a nanoencapsulagdo, a andlise da fotoestabilidade foi
realizada por um periodo de 24 horas, sob radiagdo UVB, sob a qual se tem a acdo do

metoxicinamato de octila. A intensidade da radiacdo UVB de 1,5. 10* W cm™ utilizada
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no estudo é similar a radiacio UVB emitida pelo sol (1,3. 10* W cm™) (CARLOTTI et

al., 2005), podendo entdo corresponder a situacdo real apds exposicao solar.

A degradacdo do OMC de cada uma das formulacdes durante o periodo de 24
horas estd apresentada na Figura 17. Durante toda a andlise, o OMC da solugdo
metandlica (Sol.) foi aquele que mais sofreu degradacdo. Em 30 minutos de exposi¢ao a
radiacdo, a concentracdo sofreu queda de 50% e em 1 hora de andlise a concentracdo
obtida foi de 35%. A partir de 4 horas de andlise, a degradagcdo continuou ocorrendo,
obtendo-se concentragdo proxima a 30% até o fim da andlise. A baixa fotoestabilidade é
explicada pela isomerizagao do mesmo, onde a incidéncia da radiagao ultravioleta sobre
o OMC provoca a sua isomerizacdo a cis-OMC, o qual apresenta menor capacidade de

absorver a radiagao UV (PATTANARGSON et al., 2004).

Para as suspensdes de nanocdpsulas, observa-se menor fotodegradacdo do OMC
em relacdo a solugdo. Apds 30 minutos, a concentragdo do OMC de NCj e NC; foi de
62% e 95% respectivamente. Esse dado ja demonstra que NC;, logo no inicio da
exposicao a radiacdo, apresentou maior efeito estabilizante. Em 4 horas de exposi¢do, a
concentracdo de OMC manteve-se em 49% e 65% para NCy e NC,, respectivamente. A
formulacdo NC; mostrou-se mais eficiente em evitar a degradacao do OMC, durante
todo periodo de andlise. Portanto, verificou-se que a encapsulacdo € eficiente na
fotoestabilizacdo do OMC. O efeito protetor conferido pelas suspensdes pode ser devido
ao espalhamento de luz conferido pelas nanoparticulas, reduzindo a intensidade de
radiagdo que incide sobre 0 OMC (CARLOTTI et al., 2005). Além disso, observou-se
também a influéncia da composicdo do nicleo oleoso das nanocédpsulas na estabilidade
do OMC. O maior efeito protetor conferido pela suspensao NC; pode ser explicado pela

presenca de TCM.

Para as formas pulverulentas, observou-se maior efeito fotoestabilizante para
NCy;. Embora a concentragdo, em 30 minutos de exposi¢do, do OMC de NCis (81%)
tenha sido menor que 0 OMC de NCy, formulacao NCys (92%), ela foi menos suscetivel
a degradacdo. Apds 24 horas, a concentragdo de OMC de foi de 56% e de 35% para
NCise NCy , respectivamente. Assim, pode-se determinar que a secagem da formulacao
NC,, é capaz de proporcionar efeito adicional na fotoestabilizacio do OMC. Uma vez

que a sua forma liquida (NC;) também foi capaz de aumentar a fotoestabilizacdo do
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OMC, fica evidente que a presenca de TCM foi necessdria para garantir maior
estabilizacdo do filtro solar. Puglia e colaboradores (2012) também verificaram que o
TCM apresenta efeito fotoestabilizante sobre o OMC. Devido a alta afinidade entre
OMC e TCM, a presenca de TCM pode ter favorecido a localizagdo do OMC no nucleo
das nanocdpsulas. Além disso, também € possivel evitar a formacdo de nanoesferas,

descrito para NCj (item 6.2.3), que apresentam menor carga.

100
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0 4 8 12 16 20 24
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Figura 17. Concentracdio de OMC nas nanocdpsulas, nanocdpsulas secas e solugcdo
metandlica em fungao do tempo sob radiagao UVB. Sol: solu¢ao metandlica de OMC.

Observa-se pela primeira vez que a obtencdo de formulacdes pulverulentas
contendo filtro solar e triglicerideos de cadeia média € eficiente na fotoestabilizacdo do
OMC, podendo ser este tipo de sistema carreador aplicado para encapsulagdo de outros
agentes fotoinstaveis. Assim, com a nanoencapsulacio, especialmente, para NC; e NC,
s, fo1 possivel aumentar a fotoestabilidade do OMC. Esse resultado pode acarretar uma
melhor capacidade de absor¢do da radiacdo pelo filtro solar, evitando alteracdes no FPS
apds exposi¢do a radiacao ultravioleta (HOUNG et al., 2007). Além disso, com essas
novas formulacgdes desenvolvidas, evitando-se a fotodegradacdo, a ocorréncia de
toxicidade relacionada com a formacdo do isdmero cis pode ser reduzida (BUTT;

CHRISTENSEN, 2000).
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As suspensdes NCy e NC; expostas a radiacdo também foram analisadas quanto
ao seu potencial zeta e tamanho, com intuito de verificar possiveis alteracdes
ocasionadas pela irradia¢do. O potencial zeta de ambas as formulagdes manteve valores

similares aqueles apresentados pelas formulacdes antes da exposi¢ao a radia¢ao (Figura
18).

Formulacgdes

NC NC
0 - .

1 Inicial
Il 24 horas UVB

1
(3,
1

L
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T
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)
i

i

Figura 18. Potencial zeta das formulacdes antes e apds a exposi¢cao a radiacao UVB (+
dp).

Os valores obtidos de tamanho de particula e indice de polidispersdo (PDI) estdo
descritos nas Figuras 19 e 20. A suspensdo NC; apresentou apds a irradiacdo, um
tamanho de particula levemente inferior aquele inicialmente obtido. Os valores de PDI
também se mantiveram similares aqueles sem irradiacdo. Por sua vez, a formulacdo
NCy, apresentou alteracdo no tamanho de particula e PDI ap6s irradiagdo, indicando a
ocorréncia de uma possivel agregacdio da amostra indicada pelo aumento na
polidispersdao da mesma. No estudo do gradiente de densidade essa formulacdo
apresentou maior tendéncia a mistura de particulas, que pode ter ficado ainda mais
pronunciada apds a irradiacdo. Assim, verifica-se a importincia da obtencdo de
formulacdes com menor mistura de particulas, formando especialmente nanocapsulas,
onde o OMC permanecendo no nicleo dessas fica protegido, apresentando menor

degradacio frente a radiacdo ultravioleta.
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Figura 19. Tamanho de particula das suspensdes de nanocdpsulas por espectroscopia de
correlagdo de foétons, antes e apds a exposicdo a radiacio UVB (£ dp). As médias
seguidas por letras iguais ndo diferem estatiscamente pelo de teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 20. Indice de polidispersio (PDI) das suspensdes de nanocédpsulas por
espectroscopia de correlacdo de fotons, antes e apds a exposicado a radiacdo UVB (+ dp).
As médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatiscamente pelo de teste de Tukey
a 5% de significancia.
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O tamanho de particula das formas sélidas (NCyp ¢ e NC; ), obtido por
difratometria de laser, foi de 2,369 + 0,032 um e 4,728 + 0,274 um, respectivamente,
antes da exposicao a radiacdo. Apds 24 de exposi¢do a radiacdo os tamanhos obtidos
ficaram proximos a 5,88 um para NCp ¢ e 7,19 um para NC; ; Para ambas as
formulacdes observou-se que houve agregacdo das particulas. Esse resultado pode ter
sido devido em parte a uma absor¢do de dgua do ambiente por parte do adjuvante de
secagem (lactose) ocasionando o aumento no tamanho de particula. Quando a lactose
monoidratada é submetida a secagem por aspersdo, origina-se lactose amorfa, a qual é
altamente higroscopica (HAQUE; ROOS, 2005). Embora se tenha observado o aumento
do tamanho de particula, esse ndo representa um fator limitante, visto que as

nanocépsulas secas desenvolvidos sdo destinadas a aplicacio tépica.

6.2.5. Caracterizacio das formas semissolidas

A escolha de um veiculo adequado € importante para garantir aceitagcdo cosmética
pelo consumidor. Entre as formas que possuem grande aceitabilidade cosmética estio os
géis classificados em géis alcodlicos, géis oleosos e hidrogéis (MITSUI, 1997). Os géis
alcodlicos permitem aumentar podem provocar a desidratacdo cutanea. Além disso, o
emprego de etanol também pode reduzir a eficicia dos fotoprotetores, uma vez que apds
aplicacdo da formulacdo na pele e exposicdo a radiacdo e calor, o élcool seca
rapidamente fazendo com que se forma um filme descontinuo na pele (SHAATH,
2005). Os géis oleosos fornecem 6leo para a pele e podem ser aplicados em produtos de
uso no inverno ou em individuos com pele seca, em funcdo da sua caracteristica

hidratante (SHAATH, 2005).

Os hidrogéis ou géis hidrofilicos devem conter na sua composi¢ao filtros solares
soliveis em &4gua ou contendo agentes capazes de solubilizd-los, mas ainda assim
manter a caracteristica de transparéncia ou semi-transparéncia do gel (SHAATH, 2005).
Esse tipo de formulagdo proporciona uma sensagdo fresca na pele, sendo adequada para

uso no verdo e em peles oleosas (MITSUI, 1997).
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Os hidrogéis, também denominados de géis hidrofilicos tém como caracteristica o
facil espalhamento e a caracteristica ndo-oleosas, sendo indicados para aplicacdo topica,
em peles oleosas, mistas ou normais (CORREA et al., 2005). Essas formulacdes sdo
constituidas de moléculas pequenas ou grandes dispersas em um veiculo liquido aquoso,
formando uma estrutura de aspecto gelatinoso, apds adi¢do de um agente gelificante.
Dentre esses agentes formadores de gel estdo os derivados de celulose
(carboximetilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose) e os carbomeros (ALLEN JUNIOR

et al., 2013).

Nesse trabalho, os nanoinsumos previamente preparados e caracterizados foram
incorporados em hidrogéis de Carbopol 980° para possibilitar a aplicacdo topica destes
e para a realizacdo dos estudos posteriores de penetracdo cutinea, avaliacdo da
capacidade fotoprotetora e capacidade absortiva. Dessa forma, estando os filtros solares
lipofilicos alvos desse estudo, encapsulados, torna-se possivel a incorporacdo em géis

hidrofilicos.

A Figura 21 mostra as fotografias dos hidrogéis contendo OMC. Todos hidrogéis
apresentaram aspecto brilhoso, homogéneo e com boa espalhabilidade. Os géis
contendo OMC livre apresentaram cor transparente, com aspecto brilhoso e homogéneo.
Os géis contendo nanocdpsulas secas (NCp s e NC; ) e nanocdpsulas aquosas (NCy e
NC)) apresentaram coloracdo esbranquicada. Em relagdo ao aspecto apresentado pelos
géis contendo os pods, os géis g ncos apresentaram a presenga de grumos mais dificeis de
dispersar. A formulacao g ncis apresentou melhor aspecto que g ncoS, sem a presenga de
grumos. Embora a andlise das caracteristicas organolépticas seja um parametro
subjetivo, pode ser importante para garantir que possiveis alteragdes que possam ocorrer
no produto, ndo irdo afetar a efetividade do produto, bem como a aceitacdo pelo

consumidor.
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Figura 21. Fotografias dos géis contendo OMC na forma, contendo suspensdes de
nanocdpsulas ou nanocdpsulas secas (A: g omc, B: € nco; C: g nei; D: g neos; E: € nets)-

A Tabela 16 apresenta os valores de pH de cada um dos semissdlidos. As
formulagdes ndo apresentaram diferengas entre si relacionando-se os valores de pH
obtidos (p>0,05), ficando préximos a 5. De acordo com Marrakchi & Maibach (2007),
sdo observadas diferencas de pH entre as diferentes regides da face, com valores
variando entre 4,43 e 5,55. Assim, as formulagdes fotoprotetoras desenvolvidas sejam

apropriadas para esse fim.

Tabela 16. Valores de pH das formulacdes semissélidas: g omc (gel contendo OMC
livre), g nco (gel contendo a suspensdo NCy), g nci1 (gel contendo a suspensao de NC)), g
Ncos (gel contendo a formulag@o pulverulenta NCy ),g ncis (gel contendo a formulagdo
pulverulenta NC; ) (xdp).

Formulagao pH

g omcC 5,65 +0,12
£ NCo 5,57 £0,05
g Nel1 5,55+0,11
£ NCOs 5,51+ 0,04
2 NCls 5,51 £0,07

O diametro de particulas dispersas nos hidrogéis foi determinado para verificar a

presenca de nanoparticulas mesmo apds a adicdo das mesmas em formas semissélidas
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(Figura 22). A formulacio g omc apresentou presenga somente de populacdo
micrométrica, com d(0,5) de 2,698 um (Figura 22 A), uma vez que ndo apresenta
nanoparticulas em sua composi¢do. Essa formulacdo também apresentou padrdo de
distribui¢do de particulas similar aquele apresentado pelo gel de Carbopol® (Figura 22
B). As formulacdes g nco (Figura 22 C) e g nci (Figura 22 D) apresentaram presenga de
populacdo micrométrica e nanométrica, sendo a primeira populacdo devido a presenca
do gel. A populacdo nanométrica foi maior para g nc; que para g nco- Os tamanhos de
particula obtidos foram d (0,5) de 191 nm e 3,907 uym para g nc1 € € NCos

respectivamente.

As formulagdes contendo as nanocdpsulas secas (g ncos € € Ncis) apresentaram
tamanhos maiores em relacdo aos semissdlidos contendo as nanocdpsulas aquosas. Esse
resultado é esperado uma vez, que com a secagem das nanocdpsulas, obtém-se um p6 de
tamanho micrométrico (Tabela 15). Contudo, g ncis (Figura 22 F), apresentou maior
populacdo nanométrica em relacdo a g ncos (Figura 22 E), com tamanho d (0,5) de 584
nm. O resultado se correlaciona a desaglomeracdo do insumo constituinte desse
hidrogel, o qual retoma tamanho nanométrico em comparacdo com o insumo NCy . A
presenca de populacdo micrométrica para essas formulagdes deve-se a presenca do gel
de Carbopol® (Figura 25 B). Por sua vez, o gel g ncos apresentou maior presencga de

microparticulas, com tamanho d (0,5) de 32,91 um (Figura 22 E).

Assim, verifica-se que hd a presenca de nanoparticulas apds a incorporagao das
mesmas em géis, especialmente as formulagdes g nci1 € g€ ncis- Esse dado pode ser
interessante visto que a manutencdo de populacdo nanométrica mesmo apds a
incorporacdo das nanocdpsulas secas ou liquidas em géis, pode estar diretamente

relacionado ao desempenho que essas formulacdes terdo como fotoprotetores.
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Figura 22. Distribui¢do do tamanho de particula médio (um) em volume (%) das
formas semissoélidas: g omc (A), gel de Carbopol® branco (B), g nco (C), g nc1 (D), g Ncos
(E), g ncis (F), por difratometria de laser.
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A estabilidade de cosméticos deve ser avaliada para garantir a qualidade do
produto ao longo do seu tempo de uso bem como garantir que 0 mesmo seja atrativo
para o consumidor. As primeiras andlises que devem ser feitas sdo as propriedades
fisico-quimicas que incluem as avaliacdes de modificacdo de cor, odor, separacdo de

fases e sedimentacdo de particulas (MITSUIL, 1997).

Para avaliar de forma mais rdpida possiveis fendmenos de precipitagdo e
coalescéncia procedeu-se a andlise por espalhamento multiplo de luz. Os graficos
referentes a estabilidade das formulagdes g omc, € Nco € € Neo s €stdo apresentados na
Figura 23. Para o gel de OMC, pelo fato do mesmo ser transparente, a variacdo de
transmissdo foi maior que 0,2% sendo necessdria a andlise dos graficos de variacdo de
retroespalhamento (A) e transmissdo (B). Para as formulagdes g nco € € Ncos, ENC1 e &
NC1s, @ variacao da transmissdo das formulagdes foi menor que 0,2%, considerando-se os
grificos de variagdo de retroespalhamento (C e D). As formulacdes preparadas
demonstraram uma tendéncia a estabilidade, pois a leve sedimentacdo observada € um
fendmeno reversivel e ja descrito na literatura para esses tipos de formulacdes
cosméticas (FORSTER et al., 1999). As formas semissolidas também demonstraram
variacdo no retroespalhamento na regido do meio da cubeta, especialmente a formulagdao
g omc. Essa maior variacdo pode ser devido a presenca de bolhas de ar nas formulagdes,
que nao puderam ser totalmente removidas antes do inicio das andlises. Essa formulagao
também apresentou maior variacdo nos valores de transmissdo no topo da cubeta,
indicando a sua maior tendéncia a sedimentacdo em relacdo aos semissolidos contendo

nanocépsulas
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Figura 23. Grificos de variac@o da transmissdo (A) e retroespalhamento de g omc (B) g
Neo (C) e g neos (D), g ne1 (E) e g neis (F) obtidos por espalhamento miltiplo de luz.

6.2.6. Reologia das formulacdes semissolidas

A reologia estuda o escoamento de um material quando sobre o mesmo € aplicado
uma forca. Essa técnica tem sido muito utilizada na caracterizacdo e andlise da
estabilidade de produtos farmacéuticos, com objetivo de garantir a qualidade lote a lote

(ALMEIDA; BAHIA, 2003), assim como garantir uma adequada performance da forma
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farmacéutica (AULTON, 2005). Além disso, o comportamento reolégico também tem
influéncia na liberacdo do ativo da forma semissélida (BARRY; WARBURTON,
1968).

Todos os semissdlidos preparados nesse trabalho a partir de formulagdes
nanotecnoldgicas e convencionais apresentaram perfis reoldgicos do tipo ndo-
newtoniano. A modelagem matematica foi entdo realizada para determinar qual
comportamento ndo newtoniano melhor descreve cada formulagdo. Para tal, os valores
de coeficiente de regressao dos hidrogéis contendo somente OMC estdo apresentados na
Tabela 17. Adicionalmente, reogramas de cada hidrogel estio demonstrados na Figura

24.
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Figura 24. Reograma da viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento dos
hidrogéis, (A) g omc, (B) g nco, (C), g net, (D), g neos, (E) g nets.
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Todas as formulacdes apresentaram tendéncia a um comportamento
pseudopléstico do tipo Ostwald. Estudos prévios ja demonstram esse mesmo
comportamento pseudopldstico para géis de Carb0p01®. Corréa e colaboradores (2005)
avaliaram a influéncia do emprego de diferentes polimeros na obtencdo dos géis, bem
como a concentracio desses. Independente do tipo de polimero usado (Carbopol® 940,
Carb0p01®Ultrez e Permulen®), foi obtido comportamento pseudopldstico para todas as
formulacdes desenvolvidas (CORREEA et al., 2005). Kim e colaboradores (2003)
avaliaram o comportamento reoldgico de géis de Cabopol® 941, verificando que
independente da concentracdo de polimero ou de trietanolamina, o comportamento
reoldgico obtido mantinha-se pseudoplastico do tipo de Ostwald. Esse comportamento
pseudopléstico também foi semissOlidas contendo
nanoparticulas (ALVES et al., 2005; PAESE, 2008; SIQUEIRA et al., 2011; CONTRI

et al., 2010).

observado para as formas

Além disso, esse perfil reoldgico € interessante para formulacdes fotoprotetoras,
pois pode estar relacionado com o aumento do FPS da formulacdo ja que devido a
espalhabilidade conferida por estas formulagdes, € possivel a formacdo de um filme

protetor na pele (GASPAR; CAMPOS, 2003).

Tabela 17. Coeficientes de regressdo referentes aos modelos matematicos que
descrevem os comportamentos pléstico e pseudopldstico das formas semissélidas g omc,

g NCOe & NCOs> & NC15> & NCls-

Formulacao Bingham Casson Ostwald Hershel-bulkley
g oMC 0,9444 £ 0,0363 00,9708 £ 0,0020 0,9859 +0,0004  0,7720 + 0,047
g NCo 0,9889 £ 0,0081 0,9913 £0,0089 0,9923 +0,0046 0,9773 +0,0175
g Nl 0,9656 £ 0,0362 0,9841 +£0,0180 0,9856+0,0083  0,9426+0,3171
& NCos 0,9581+0,0311  0,9837+0,0200 0,9851+0,0140 0,6735+0,1329
g NCls 0,9984+0,0023  0,9988+0,0007  0,9991+0,0009 0,4402 +0,4778

81



Para verificar a influéncia da presenca de nanocdpsulas no perfil reoldgico, géis
contendo somente o filtro (g omc) também foram analisados. Esse apresentou
comportamento ndo-newtoniano pseudoplastico, sugerindo que devido a similaridade de
comportamento entre as formulagdes, a presenga das suspensdes de nanocdpsulas nao
influenciou de forma pronunciada no comportamento reolégico, de acordo com achados

anteriores da literatura (PAESE, 2008; ALVES et al., 2005).

6.2.7. Avaliaciao da capacidade fotoprotetora

A avaliacdo da capacidade fotoprotetora tem por objetivo determinar a capacidade
que formulacbes tém de proteger uma substancia fotoldbil da degradacdo apds
exposicdo a radiagdo UV (HOMMOSS, 2008). Neste trabalho, utilizou-se como agente
fotolabil o resveratrol, o qual sob ag¢do da radiacdo ultravioleta sofre isomerizagao de

trans-resveratrol para cis-resveratrol (RODRIGUEZ et al., 2012).

As formulacdes nanotecnoldgicas, bem como o filtro em sua forma livre, tiveram
sua capacidade fotoprotetora avaliada através da capacidade de protecao de uma solugdo
de resveratrol, pois o0 mesmo € uma substancia altamente fotoinstavel, apresentando
tempo de meia-vida de 14,6 minutos (RODRfGUEZ et al., 2012). Através da
modelagem do perfil de fotodegradacdo do resveratrol, frente a protecdo das
formulacdes contendo OMC foi possivel determinar o modelo que descreve a
degradacdo, bem como a constante de degradacdo para cada formulacdo. Como
resultado observou-se que o modelo que melhor descreve esses perfis é o
monoexponencial (Tabela 18). A constante k calculada para cada perfil demonstrou que
a formulacdo g nci foi aquela que mais evitou a degradacdo do resveratrol em

comparacao com as demais formulacdes.

A formulag@o contendo o OMC na forma livre ndo foi eficaz na fotoestabilizacao.
No entanto, a formulag@o g nci, aumentou em quase 3 vezes o tempo de meia-vida do
resveratrol (p<0,001), sendo essa definida como a melhor formulagdo fotoprotetora.
Esse seu melhor desempenho pode ser devido a nanoencapsulagao do OMC, ficando
protegido de isomerizacdo (item 6.2.4) e aumentando, assim, a sua capacidade de

absorver a radiacdo. Por outro lado, g nco ndo aumentou de forma eficaz o tempo de

82



meia-vida do resveratrol. Esse efeito ja era previsto, uma vez que o estudo de
fotoestabilidade realizado para a suspensdo constituinte desse hidrogel (NCy), ja havia
demonstrado uma menor fotoestabilidade para essa formulacao. Embora as suspensoes
secas (NCy s e NC; ) tenham sido capazes de aumentar a fotoestabilidade do OMC, os
respectivos hidrogéis ndo demonstraram resultado satisfatério. Assim, verificou-se que
a formulacdo g nci, apresentou capacidade fotoprotetora realmente superior as demais, o

que faz desta a formulagdo fotoprotetora mais adequada.

Tabela 18. Parametros cinéticos (coeficiente de correlacdo r, modelo do critério de
selecio MSC, constante da velocidade de degradacdo K, tempo de meia-vida t %) do
efeito das formulagdes fotoprotetoras g omc, € ~Nco» € Nci» € NCoss, £ Ncis ha
fotodegradacao do resveratrol.

Modelo Monoexponencial

Formulacao r MSC k (min™") ty, (min)
g omc 0.9743+0,0048 22964202444  0,0356+0,0019 129”14722999;,—*
g Neo 0.9917£0.0000 2,8333+0,3630 0,037520,0035 15’745%%0;,—*
g el 0,9198£0,0347 1,2075:0,0800 0,0100£0,0005 637,’5?(?;;:
gxco  0.9979+0,0010 34723802961 002857£0,0052 0
g el 0,9849+0,0024 1,9929+0.5161 0,0306620.0024 %?42%325

As médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo de teste de Tukey a 5% de
significancia.

6.2.8. Avaliacao da penetracao cutianea dos semissolidos contendo OMC

A avaliacdo da penetragdo cutanea foi realizada com intuito de determinar o grau
de penetracdo das diferentes formulacdes nas camadas da pele, uma vez que os filtros
solares devem preferencialmente estar localizados nas camadas mais externas da
epiderme, para terem uma acdo adequada na captacdo da luz ultravioleta (JIMENEZ et

al., 2004).
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As Figuras 25, 26 e 27 apresentam os resultados obtidos da penetracdo cutanea
das formulagdes g omc, € NCo» € NCI» € NCo ss € NCI s €m pg/cmz, analisados em dois
periodos de tempo diferentes. O tempo de contato do produto com a pele de 2 horas foi
primeiramente escolhido devido a este ser o tempo recomendado para reaplicacdo do
filtro solar (DIFFEY, 2001). J4 o periodo de contato de 6 horas (WEISS-ANGELI et al.,
2010) foi escolhido por corresponder a uma exposi¢ao solar, aproximada, de banhistas

em um dia de passeio na praia.

A Figura 25 apresenta os resultados de penetracdio do OMC proveniente de cada
uma das formulagdes no estrato cérneo. A retencio no estrato cérneo € importante para
fotoprotetores, pois a efetividade destes estd relacionada a sua aderéncia a pele,
formando um filme protetor (TREFFEL & GABARD, 1996). Conforme observado nos
resultados, a maior parte do OMC proveniente das formulagdes ficou retida no estrato
corneo. Na andlise de 2 horas, a formulagio g nc; propiciou maior retengdo do OMC do
que no tempo de 6 h. Ainda assim, a quantidade retida dessa formulagdo se apresentou
em uma maior quantidade que as demais (p <0,001) para ambos os tempos de andlise.
Em comparacao com g omc, 0 aumento da quantidade retida foi de quase 10 vezes. Este
resultado aponta para um melhor desempenho das nanocdpsulas contendo OMC e TCM

(NC,), as quais podem estar formando uma cobertura mais eficiente na pele

(ALVAREZ-ROMAN et al., 2001).

As demais formulacdes nao mostraram diferenca estatistica (p>0,05), inclusive o
hidrogel contendo a suspensao NCjp. Com intuito de explicar o motivo pelo qual a
formulacao NC, obteve maior reten¢do nessa camada, foram levantadas duas hipoteses.
A primeira é de que filtro solar poderia estar apresentando uma interacdo com o
polimero na formulacdo NCy, dificultando a sua cedéncia para a pele. A adi¢dao dos
triglicerideos de cadeia média na formulacdo NC; diminuiria esta possivel intera¢do
com o polimero e propiciaria maior liberacdo do OMC da formulagcdo. A segunda
hipétese € de que a adicdo de TCM estaria modificando a difusdo do OMC das

nanoparticulas, aumentando a quantidade liberada.

Em relacdo as formulagdes secas incorporadas em hidrogéis (g ncos € g€ Ncis)s
observou-se que nao houve maior retengdo em comparagdo com Sseus respectivos

hidrogéis contendo apenas a suspensdo ou gel contendo OMC na forma livre. Verifica-

84



se assim que a secagem das suspensdes dificultou a retengdo do OMC nesta camada.
Isso ocorre possivelmente devido a uma incorporacdo irregular dos pds aos seus
respectivos géis, resultado que ainda poderia ser correlacionado a menor capacidade
fotoprotetora. Ademais, a secagem das nanocdpsulas, obtendo assim microparticulas,
pode também levar a menor formagao de um filme adesivo na pele em comparagcdo com
as nanoparticulas (EKAMBARAM et al., 2012), o que por conseqii€éncia poderia levar a
uma menor eficiéncia dessas formulacdes na absorcdo da radiagdo UV. No tempo de 6
horas (Figura 21), observa-se que também ha duas vezes maior retencio do OMC

proveniente de g nc; em comparagdo com g opmc € as demais formulagdes (p<0,001).

Avaliando-se o efeito do tempo sobre as formulagdes, verificou-se que em 6 horas
ha uma reducdo da quantidade de OMC (p<0,001) retido em comparacdo ao tempo de 2
horas. Esse resultado pode estar sugerindo que o maximo de concentracdo de OMC
retido, a partir da formulacdo g nci, se dd apds 2h de aplicagdo. Apos esse periodo a

formulacao pode estar degradando ou sendo absorvida pelas demais camadas da pele.

Diferentemente do relatado por Weiss e colaboradores (2010), Jiménez e
colaboradores (2004) e Vettor e colaboradores (2010) avaliando a penetragdo cutanea de
semissoOlidos contendo OMC nanoencapsulado, neste trabalho obteve-se maior retengcao
no estrato cérneo para o filtro solar proveniente de nanoparticulas. Esse resultado é
desejével, pois o filtro solar deve estar localizado preferencialmente na por¢do externa
do estrato corneo e nao na superficie da pele. A localizagao no estrato corneo permite a
sua imobilizacdo, enquanto que a sua localizacdo na superficie da pele pode ocasionar a
sua remocao devido ao contato com dgua ou friccdo (GUPTA et al., 1999), dificultando,
assim, a sua acdo na absor¢do da radiacdo. Além disso, o veiculo também exerce
influncia na penetragdo do filtro solar (YENER et al., 2003; TREFFEL & GABARD,
1996). Com o emprego de veiculos hidrofilicos, hd haja menor interacao entre ele e o
filtro solar, favorece uma maior parti¢ao e difusdo do filtro solar na pele (WALTERS,
2002). Mas, em funcdo da caracteristica altamente lipofilica do OMC (log P=5,96), a

sua penetragio nas camadas inferiores fica limitada (JIMENEZ et al., 2004).
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Figura 25. Distribuicdo do OMC das formulacdes g omc, € Ncos € NCI» € NCos» € NClIs €
oMcs ho estrato cérneo, no periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras
maiusculas iguais ndo diferem dentro do mesmo periodo de tempo (2 horas ou 6 horas).
As médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo apresentam diferenca entre os
periodos de tempo (entre 2 horas e 6 horas).

A Figura 26 mostra a penetracdo do OMC a partir das diferentes formulacdes na
epiderme vidvel. Apds 2 horas de estudo, ndo foram observadas diferencas entre os
perfis de distribuicio do OMC (p>0,05) para as diferentes formulagdes. No tempo de
6h, a formulacdo g nc; apresentou maior retencdo que g ncos (p<0,001). As demais
formulacdes apresentaram concentracdes semelhantes nessa camada da pele (p>0,05).
Além disso, observa-se que hd penetracio do OMC nessa camada para todas as
formulacdes, inclusive a formulacdo contendo OMC livre (g omc) indicando que a
retencdo nesta camada pode ser uma caracteristica do préprio filtro solar, uma vez que
em outros trabalhos (J IMENEZ et al., 2004; VETTOR et al., 2010; WEIS-ANGELI et
al., 2010) também foi observado esse resultado. Devido ao caréter lipofilico do OMC,
esse apresenta maior afinidade por camadas superiores da pele, mesmo para a
formulacdo livre. Assim, a epiderme representa uma barreira a penetragdo do OMC

(WEIS-ANGELI et al., 2010).

Portanto, os resultados demonstram que a formulacdo g nc; apresenta maior
retencdo no estrato corneo, o que faz dela uma melhor formulacio fotoprotetora até o
momento. No estudo da capacidade fotoprotetora (item 6.2.7), essa formulacdo também
mostrou melhor desempenho, corroborando esse dado. As formulacdes contendo as

suspensoOes secas ndo favoreceram a retenc¢do no estrato corneo em relagdo as demais
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formulacdes. Esses carreadores ndo seriam, portanto, os mais apropriados para

aplicagdo como fotoprotetores.
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Figura 26. Distribuicio do OMC das formulacdes g omc, € Nco, € NC1, € NCos» € NCIs € €
omMmcs ha epiderme, no periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras
maiusculas iguais ndo diferem dentro do periodo de 6 horas.

A Figura 27 apresenta os resultados de distribui¢do na derme das formulagdes no
tempo de 2 horas e 6 horas. Em 2 horas de experimento, ndo se observou diferenca entre
as formulacdes (p>0,05), mantendo concentragdes semelhantes para todas as
formulacdes. Em estudos prévios realizados também foram detectadas baixas
concentracdes na derme de OMC provenientes de formulacdes contendo nanoparticulas
(JIMENEZ et al., 2004; WEIS-ANGELI et al., 2010; VETTOR et al., 2010) ou de
emulsodes contendo o filtro na forma livre (CHATELAIN et al., 2003).

Contudo, no tempo de 6 horas, observou-se um aumento da concentragdo de OMC
para a formulacdo g ncis em relagdo ao tempo de 2 horas (p<0,001) indicando ser
necessdrio maior tempo de contato da formulagdo com a pele, para permitir maior
liberagdo nessa camada. Essa formulagdo também apresentou maior distribuicdo na

derme em relagdo as demais (p<0,001).

O adjuvante de secagem utilizado, a lactose, atua como agente promotor de

permeacdo através de um mecanismo de formac¢do de poros (VERMA et al., 2013). A
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degradacdo dos cornedcitos € um processo natural que ocorre no estrato corneo,
originando lacunas. Em situacdes normais, essas lacunas formam um sistema
descontinuo nio permedvel. Mas, em casos de permeabilizacdo, essas lacunas podem
aumentar formando uma rede permedvel a substancias. Os fatores que provocam a
permeabilizacdo sdo a oclusdo, hidratacdo prolongada e sonoforese. A situacio aplicada
a esse estudo € a de oclusdo, levando a hidratacdo do estrato cérneo quando dgua se
acumula nessa camada. Com isso, ocorre a dilatagdo dos cornedcitos, a distensdo dessas
lacunas e a formagdo de um sistema descontinuo por onde substancias hidrofilicas e
lipofilicas podem penetrar (PRAUSNITZ et al., 2012). Assim, como g nc; s propiciou
uma penetracdo e maior retencdo do OMC na derme apds 6 horas de andlise, ela passa a
ser uma formulacdo interessante para a incorporacdo de substincias que necessitem
liberagdo controlada e prolongada nessa camada. Porém, somente o adjuvante de
secagem ndo explica a maior retencdo do OMC de g ncis, pois a formulacdo g ncos, que
foi seca com o mesmo adjuvante, ndo apresentou o mesmo comportamento. Esse
resultado pode ser devido a combinagdo da nanotecnologia aliada ao adjuvante de

secagem (lactose). Além disso, a presenca de TCM também poderia estar favorecendo a

maior liberacao do OMC.
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Figura 27. Distribui¢do do OMC das formulag¢des g omc, € Nco» € NC1» € NCos» & NC1s € €
oMmcs ha derme, no periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras
maiusculas iguais ndo diferem dentro do mesmo periodo de tempo (2 horas ou 6 horas).
As médias seguidas por letras minusculas iguais ndo apresentam diferenca entre os
periodos de tempo (entre 2 horas e 6 horas).
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A penetracdo/permeagcdo na pele de filtros solares estd relacionada a varios
fatores, dentre os quais estdo o veiculo da formulagdo e as propriedades fisico-quimicas
dos filtros solares (BENSON et al., 2005). Para nenhuma das formula¢des foi detectado
o OMC no meio receptor, situa¢do ja anteriormente relatada por outros estudos para
nanocdpsulas contendo este filtro solar (J IMENEZ et al., 2004; VETTOR et al., 2010;
WEISS-ANGELI et al., 2010). Este resultado pode ser explicado pelo alto coeficiente
de particdo octanol-dgua do OMC (5,68), favorecendo a localizagdo do mesmo no
estrato cérneo e impedindo a sua penetracio em tecidos aquosos (JIMENEZ et al.,

2004).

Os resultados, a partir de uma avaliagdo global, demonstraram que hé influéncia
do nicleo oleoso das nanocapsulas sobre o perfil de distribuicdo nas camadas da pele. A
suspensdo NCj, contendo somente OMC, e sua respectiva forma pulverulenta nao
propiciaram a retencdo preferencial em nenhuma das camadas da pele. A formulacdo
NCj, que além do filtro solar continha no nicleo TCM, favoreceu o actimulo do filtro na
superficie da pele impedindo a penetracdo em camadas mais profundas (VETTOR et al.,
2010). A secagem, especialmente da suspensdao NC,, favoreceu a penetracdo na derme
em relacdo as demais formulagdes, sendo, portanto essa formulagdo apropriada para
veiculacdo de substancias/farmacos para os quais € requerida acdo nessa camada da

pele.

6.2.9. Calorimetria exploratoéria diferencial

A andlise por calorimetria exploratéria diferencial foi realizada para confirmar
uma das hipoteses geradas para explicar o melhor desempenho da formulagdo contendo
a suspensao NC; em relacdo a formulacdo contendo a suspensdo NC,. Para isso,
primeiramente foi avaliado o comportamento de cada matéria prima isoladamente
(OMC, TCM, EUD). Ap6s foi avaliado o comportamento das matérias primas em
associacdo, obtendo-se misturas bindrias e tercidrias. Por fim, foi avaliado o

comportamento das suspensdes de nanocapsulas NCy e NC;.
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O polimero isoladamente obteve um unico pico endotérmico em 86,84°C,
correspondente a sua fusdo. O TCM apresentou temperatura de fusido de -4,14°C. O
filtro solar ndo mostrou eventos endotérmicos na faixa de temperatura analisada. As
misturas fisicas bindrias (polimero e OMC e polimero e TCM) e a mistura tercedria
apresentaram temperatura correspondente a fusdo do polimero similar & matéria-prima
isoladamente (Tabela 19). Para as suspensdes NCy e NC;, as temperaturas de fusdo
correspondentes ao polimero ficaram préximas aquela obtida para o Eudragit S 100®
isoladamente. Este resultado indica que ndo hd interacido entre o polimero e o OMC.
Sendo assim, a hipdtese de que a adicdo de TCM ao nucleo oleoso das suspensdes de

nanocépsulas reduziria a interacdo do polimero com o OMC foi refutada.

A mistura tercedria OMC+EUD+TCM apresentou alteracdo da temperatura de
fusd@o do TCM, o qual ficou mais negativo em relacdo a andlise do TCM isoladamente.
Esse resultado pode ser explicado pela intera¢ao intermolecular, do tipo for¢as Van der
Walls entre 0o TCM e OMC (FIEL et al., 2011). Por sua vez, verificou-se que a partir do
momento da nanoencapsulacdo do OMC e TCM, a temperatura de fusio corresponde ao
TCM foi maior em relacdo aquele obtido para o TCM isoladamente e para a mistura
fisica OMC+EUD+TCM. A reduzida interagdo entre esses componentes pode indicar a
infuencia do TCM na liberacio do OMC (CASTELLI et al., 2005). Assim, sugere-se
que na formulacdo g ncj, estaria ocorrendo a liberacao mais rdpida do OMC da particula
que na formulagdo g nco, explicando o motivo pelo qual obteve-se maior concentracdo

do filtro solar no estrato corneo para g nci.
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Tabela 19.Temperatura de fusdo das matérias primas/ misturas ou suspensdes obtidas
durante o ciclo de aquecimento e resfriamento.

Matérias primas/Misturas/Suspensdes Temperaturas de fusdo
Matérias primas Pico 1 Pico 2
EUD - 89,22
OMC - -
TCM -4,08 -

Misturas fisicas

EUD+OMC - 88,77
OMC+EUD+TCM -5,97 87,10
Suspensdes de nanocdpsulas

NGy - 89,00
NC; 1,13 88,51

Portanto, a andlise de DSC permitiu verificar que ndo ha interacdo entre o
polimero e OMC na formulacdo NCy. De fato, hd interacdo entre OMC e TCM, de
modo que esse ultimo estaria alterando a liberagdo do OMC das particulas. Por sua vez,
a formulacdo NCj, que ndo apresenta TCM em sua constituicdo, apresentou menor
liberagdo do OMC das particulas, o que se relaciona a sua menor reten¢ao no estrato

cérneo, no estudo in vitro.

6.2.10. Avaliacao da capacidade absortiva das formas semissoélidas

As formulagdes desenvolvidas foram avaliadas quanto a sua capacidade de
absorver a radiacdo a fim de verificar qual dessas apresentaria um melhor desempenho.
Essa andlise foi realizada com os hidrogéis g omc, € nc1 € € Nco- A andlise ndo foi
realizada para os hidrogéis contendo as suspensdes secas (g ncos € € nc1s)- Uma vez que
essas foram as formulacbes com a menor retengdo no estrato corneo, ndao sao
fotoprotetores ideais, havendo, portanto menor concentragdo do filtro disponivel para
absorver a radiagdo. A Tabela 20 apresenta as absorbancias obtidas para os semissélidos
contendo somente OMC. Esses apresentaram dois picos de absor¢do: um em 225 e

outro em 310 nm.
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Tabela 20. Absorbancia das formas semissélidas g omc, g nco, € Nc1 €m comprimento de
onda de 225 ou 310 nm por espectrofotometria.

Hidrogéis Comprimento de Absorbancia
onda
g oMC 0,5527
2 NCO 225 nm 0,1186
g NC1 0,4807
£ oMC 0,3669
£ NCOo 310 nm 0,1709
ZNC1 0,3486

Wissing e Miiller (2002a) descreveram que nanocdpsulas por si s6 atuam
espalhando ou refletindo a luz. Assim, com a obten¢do de formulagdes fotoprotetoras
contendo OMC nanoencapsulado, tem-se efeito sinérgico de filtro solar organico
encapsulado com as nanocdpsulas, as quais por si sé atuam como filtros fisicos
(OLVEIRA-MARTINEZ et al., 2005). Desta forma, o esperado seria um melhor ou
semelhante comportamento do hidrogel contendo as nanocédpsulas em comparagdo ao
contendo o filtro na forma livre. No entanto, a formulagcdo de g nco apresentou menor
absorcdo em comparagdo com os demais semissOlidos. J4, a formulacdo g nci,
apresentou maiores valores de absorbincia, muito préximas as obtidas para o hidrogel g
omc (Figura 28). Esse resultado se relaciona aos dados obtidos previamente de DSC
(item 6.2.9) onde a presenca de TCM poderia estar aumentando a liberacdo do OMC das
nanoparticulas, bem como aumentando a sua solubilidade no nicleo com uma
consequente maior disponibilizacdo do filtro. Adicionalmente, com a encapsulacdo do
OMC, especialmente para a suspensdo NC;, observou-se efeito fotoestabilizador
proporcionado pela nanoencapsulacao (item 6.2.4). Esse efeito também pode contribuir
para evitar a alteracdo do FPS ocasionada pela isomerizacio do OMC quando ha

exposi¢do a radicado ultravioleta (HUONG et al., 2007).
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Figura 28. Andlise da capacidade absortiva das formas semissélidas: g nco, € N1, € Ns
(gel contendo apenas nanoesferas), g nc br (gel contendo nanocépsulas de TCM) e g omc
por espectrofotometria.

A andlise da capacidade absortiva do hidrogel contendo nanocépsulas brancas (g
Nnc br) e gel contendo nanoesferas (Figura 30) mostram que hd uma pequena absorcao
para ambos, sendo este efeito devido ao espalhamento de luz provocado pelo tamanho
destas nanoestruturas (PAESE, 2008). Wissing e Miiller (2002b) e Paese (2008)
verificaram que ha efeito sinérgico entre formulagdes contendo nanoparticulas brancas
com formulacdes de filtro solar encapsulado em nanoparticulas. Embora tenha sido
observado absorcdo para o hidrogel contendo nanoesferas, a presenca de mistura de
nanoesferas e nanocdpsulas em NCy, observado no estudo do gradiente de densidade

(item 6.2.9), provoca reducdo de capacidade fotoprotetora (item 6.2.7).

6.2.11. Avaliacao de pele suina tratada com os semissélidos com exposicio a

radiacao UVB

Nessa avaliacdo foi observado o efeito da presenca de radiacdo ultravioleta em
peles suinas tratadas ou ndo com as formula¢des nanoparticuladas contendo OMC. Uma
vez que a pele suina € aquela que, dentre as peles de animas, € a que mais se assemelha
a pele humana (HUONG et al., 2007), os resultados apresentados simulam situacdes de

exposicao a radiacdo UVB.
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As fotomicrografias apresentadas na Figura 29 mostram as peles suinas tratadas
ou ndo com semissOlidos contendo OMC. A pele suina sem tratamento e exposta a
radiagdo ultravioleta (Figura 29 B) mostrou-se bastante danificada, com escamagdes
quando comparadas as demais peles tratadas com as formulagdes contendo OMC
(Figura 29 C, D, E, F, G) e com a pele sem tratamento e sem exposi¢do a radiagdo UV
(Figura 29 A). O papel relevante dos filtros solares fica assim evidente na protecio
contra danos fisicos também. Conforme observado nas imagens, as peles expostas a
radiacdo apresentaram diferentes efeitos para cada uma das formula¢des. A formulagdo
g omc fol aquela que demonstrou menor capacidade de protecdo cutanea (Figura 29 C) o
que se deve a baixa capacidade fotoprotetora (item 6.2.7) e a baixa retencdo no estrato
corneo (item 6.2.8). A formulacdo g nco (Figura 29 D) apresentou uma melhor
fotoprotecao em comparagcdao com a formulagdo livre. Esse efeito pode ser decorrente do
efeito hidratante proporcionado pela suspensdo de nanocdpsulas (WISSING; MULLER,
2002b) as quais reduzem a perda de 4gua transepidérmica, possivelmente evitando a
descamacdo da pele. Ja o hidrogel g nc; (Figura 29 E) foi aquele que mais protegeu
contra o dano induzido pela radiacdo. Os efeitos protetores observados para g nci
podem ser devido a sua maior capacidade fototoprotetora (item 6.2.7) e maior retencao
no estrato cérneo (6.2.8) em relagdo as demais formulacdes. As formulacdes contendo
as suspensdes secas (Figura 29 F e 31 G) ndo propiciaram aumento da protecdo em
relacdo as demais formulacdes. Estes efeitos se relacionam a baixa reten¢cdo no estrato
corneo (item 6.2.8) e menor capacidade fotoprotetora (item 6.2.7) conferida por essas

formulacdes.
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Figura 29. Fotomicrografias de peles suinas obtidas por MEV. Pele suina sem
exposi¢do a radiacio UVB e sem tratamento (A), pele suina com exposi¢ao a luz UV
sem tratamento (B). Pele suina com exposi¢do a radiacio UVB tratada com g omc (C),
pele suina tratada com g nc (D), pele suina tratada com g nc; (E), pele suina tratada com
g ncos (F), pele suina tratada com g ncis (G).
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Na Figura 30 estdo apresentados os pelos presentes nestes mesmos fragmentos de
peles expostos a radiacdo, avaliados através de MEV. O pelo sem tratamento e com
exposicdo a radiagdo mostrou-se extremamente danificado, conforme & possivel
observar na Figura 30 A. O tratamento com a formulac¢ao livre (Figura 30B) reduziu os
efeitos prejudiciais provocados pela radiacdo, mas esses ainda eram persistentes. Por
sua vez, observou-se que as formulacdes de g nco, € Nc1, € € Ncos € € Neis preveniram os

danos provocados pela radiacdo (Figura 30 C, D, E, F).

X588  S8um

XSE8  SBMm

C y
Figura 30. Fotomicrografias de pelo suino obtidas por MEV.Pelo suino com exposi¢do a
luz UV sem tratamento (A), pelo suino com exposicdo a luz UV contendo g omc (B),
pelo suino com exposicao a luz UV contendo g nco (C), pele suina com exposi¢do a luz
UV contendo g ncos (D), pele suina com exposi¢ao a luz UV contendo g nci1 (E), pele
suina com exposicdo a luz UV contendo g ncis (F).
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6.3. Avaliacao da associacao de filtros solares a formulaciao NC;

6.3.1. Caracterizacio das formulacoes NC,, NC; e NC4

Considerando o resultado anterior onde as suspensdes secas contendo somente
OMC ndo apresentaram melhor desempenho, os estudos subseqiientes foram realizados
apenas com as forma liquidas, sem a realiza¢do de secagem. A formulacdo NC;, a qual
apresentou melhor desempenho, foi usada como formulag@o base para adi¢do de outros
filtros solares. Ao nicleo oleoso contendo OMC e TCM foram adicionados octiltriazona
e/ou bemotrizinol. A obtencdo de suspensdes contendo mais de um filtro solar pode

aumentar a efetividade dos mesmos frente ao bloqueio da radiacdo ultravioleta.

A Figura 31 apresenta os resultados de tamanho de particula por difratometria de
laser das suspensdes NC, (contendo OMC e octiltriazona), NC3; (contendo OMC e
bemotrizinol) e NC4; (contendo OMC, octiltriazona e bemotrizinol). Todas as
formulagdes apresentaram tamanho nanométrico, sendo, portanto adequadas para os

estudos posteriores.
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Figura 31. Distribui¢do do tamanho de particula (um) por volume (%) das formulacdes
contendo OMC, OCT e BMT: NC, (A) NCs (B) e NC4 (C) por difratometria de laser (+
dp).

A anélise por espectroscopia de correlagdo de fétons demonstrou a relacao entre a
concentracdo desses filtros solares com o tamanho de particula final (Figura 32). A
formulacdo NC4, composta dos trés filtros solares, totalizando 1 mg/mL de cada um dos
trés filtros, apresentou o menor tamanho de particula (158,30+4,21 nm). Ja as
formulagdes NC, e NC3 apresentaram tamanhos médios de 179, 96+1,95 e 174,52+4,13
nm, respectivamente, sendo similares entre si (p>0,005). Embora em todas as
formulagcdes a concentracdo final seja de 3 mg/mL de filtros solares, nas formula¢des
NGC; e NC;, foram empregados somente dois filtros solares, sendo o segundo filtro em
concentracdo de 2 mg/mL. Assim, esse segundo filtro solar, com maior concentracio,

pode ter contribuido para o maior tamanho de particula para NC, e NCs.
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Figura 32. Tamanho de particula médio (nm) das suspensdes de nanocdpsulas NC,,
NC;, NC4 por intensidade através de espectroscopia de correlagdo de fétons (+dp). As
médias seguidas por letras iguais nao diferem estatiscamente pelo de teste de Tukey a
5% de significancia.

O baixo indice de polidispersdo (Figura 33) indica estabilidade relativa das
suspensoOes, demonstrando que as mesmas sdao adequadas para estudos de

avaliagdo/eficacia in vitro.
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Figura 33. Indice de polidispersio (PDI) das suspensdes de nanocdpsulas NC,, e NCs e
NC4 por espectroscopia de correlacdo de fétons (+dp).

Os valores de pH e potencial zeta (Tabela 21) desses insumos foram similares

entre si e em relacdo as formula¢des contendo somente OMC (p>0,05).
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Tabela 21. Caracteristicas fisico-quimicas das formula¢des NC,, NC3 e NC,4 obtidas por
mobilidade eletroforética e potenciometria (xdp).

Formulagdo Potencial zeta (mV) pH

NC, -18,08 = 1,70 4,41 £ 0,07
NC; -17,15 £ 2,67 4,33 +0,10
NC,4 -18,51 +1,17 4,41 £0,05

A Figura 36 apresenta os resultados de andlise por espalhamento multiplo de luz
das formulacdes NC,, NC; e NC4. Pelo fato de essas formulacdes apresentarem
colorag@o esbranquicada, e a variacdo de transmissdo ter sido menor que 0,2%, foram
analisados somente os graficos de retroespalhamento. As suspensdes apresentaram
fendmenos dindmicos que foram se modificando ao longo da andlise. NC, apresentou
inicialmente uma maior tendéncia a sedimentacdo, a qual diminuiu no fim de andlise,
verificado através da reducdo e aumento do retroespalhamento no topo e no fundo da
cubeta, respectivamente. NCs apresentou, além de fendmeno de sedimentagdo, uma leve
tendéncia a cremagem, verificado através do aumento do retroespalhamento no topo da
cubeta. Por sua vez, a formulacdo NCy4, apresentou iniciamente uma baixa tendéncia a
cremagem, a qual se modificou para uma baixa tendéncia a sedimentacdao, no fim da
andlise. Também observou-se que ndo houve modificagdes no meio da cubeta, que
representam alteracdes de tamanho de particula e indicam a ocorréncia de floculagdo e
coalescéncia, fendmenos irreversiveis. Assim, da mesma forma como para as
formulacdes contendo somente OMC, as formulagdes apresentaram baixa tendéncia a
sedimentacdo e cremagem, fendmenos reversiveis, demonstrando a estabilidade dessas

formulacoes.
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Figura 36. Variacdes de retroespalhamento da formulagao NC; (A) NC3 (B) e NC4 (C)
obtidos por espalhamento multiplo de luz.

6.3.2. Avaliacao da estabilidade das suspensoes de nanocapsulas contendo filtros

solares

A estabilidade corresponde ao periodo de tempo no qual o produto mantém-se
dentro de limites especificados, e que durante o periodo de armazenamento mantenha as
caracteristicas que possuia no momento da sua fabricacdo (SILVA et al., 2009). A
estabilidade dos produtos farmacéuticos depende da temperatura, umidade, de
propriedades fisicas e quimicas do proprio produto, bem como da forma farmacéutica e
do processo de fabricacdo (BRASIL, 2005). A avaliacdo da estabilidade fisica de
suspensdes de nanocédpsulas envolve o monitoramento do pH, tamanho de particula e
potencial zeta, com intuito de verificar possiveis fendmenos fisicos de alteracdo do

tamanho de particula e potencial zeta em fun¢do do tempo.

Para a avaliacdo da estabilidade, as formulacdes foram avaliadas no dia da sua

preparacdo e 14 dias apds. A andlise macroscopica das formulagdes demonstrou que ndo
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houve alteracdes visuais de cor, mantendo a coloragdo esbranquicada anteriormente
observada para as formulacdes apds a preparacdo das mesmas. Além disso, também ndo
foram observados fendmenos de agregacdo, sedimentacdo ou separagdo de fases. A
andlise de tamanho de particula por espectroscopia de correlacdo de f6tons demonstrou
que ndo houve modificacdes significativas nos valores para nenhuma das formulag¢des
(Figura 34). A avaliacdo desse parametro € uma caracteristica importante das
suspensdes de nanocdpsulas, pois variagdes no tamanho de particula representam a
ocorréncia de coalescéncia ou agregacio (MAGENHEIM; BENITA, 1991). Em
concordancia com o resultado de tamanho, também nao foram observadas alteracdes
nos valores de PDI (Figura 35) onde aumento nos valores também pode indicar a

presenca de agregados (GUTERRES et al., 1995).
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Figura 34. Tamanho de particula médio das suspensdes de nanocdpsulas armazenadas a
temperatura ambiente apds o preparo e apos 14 dias. As médias seguidas por letras
iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Figura 35. Indice de polidispersao médio das suspensdes de nanocdpsulas armazenadas
a temperatura ambiente apds o preparo e apds 14 dias.

A Figura 36 mostra os resultados de potencial zeta obtidos para as formulagdes.
Essas mantiveram valores proximos aos iniciais (entre -16 e -18 mV). As formula¢des
NC; . NC; mostraram uma reducdo e aumento, respectivamente, do valor médio de
potencial zeta apds 14 dias de andlise. Porém essas variacdes observadas ndo foram
significativas (p>0,05).Em relacdo a formulagdo NC,; também ndo foi observada
diferenca significativas apds 14 dias (p>0,05). Esse dado corrobora com os resultados
de tamanho de particula e PDI anteriormente descritos, mostrando a estabilidade das

suspensoes obtidas (Figura 34 e 35).
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Figura 36. Potencial zeta das suspensdes de nanocdpsulas ap6s o preparo e apds 14 dias
armazenadas a temperatura ambiente.

A ocorréncia de acidez em uma andlise de pH de suspensdes de nanocdpsulas

armazenadas, deve-se a mobilidade da cadeia polimérica (LOPES et al., 2000) ou a
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passagem do farmaco para a fase aquosa (GUTERRES et al.,, 1995). Lopes e
colaboradores (2000) explicam que a reducdo do pH de suspensdes de nanocdpsulas
preparadas com Eudragit S 90® deve-se a mobilidade da cadeia polimérica, onde o
aumento da concentracdo dos {fons hidronio ocorre por dissociacdo dos grupos
carboxilicos presentes na interface polimero/dgua. A Figura 37 mostra os valores de pH
obtidos apds 14 dias de armazenamento. Para essas formulagdes ndo foram observadas
modificagdes significativas (p>0,05) estando em concordancia com o resultado obtido
por Schaffazick e colaboradores (2007) no qual apds 30 dias de andlise, nanocédpsulas

contendo o mesmo polimero (Eudragit S 100®) ndo mostraram alteracoes.
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Figura 37. Valores de pH das das suspensdes de nanocapsulas ap6s o preparo e apos 14
dias armazenadas a temperatura ambiente.

As formulac¢des apresentaram tamanho de particula com distribuicdo monomodal,
sem variacdes de pH, demonstrando estabilidade fisica durante o periodo de 14 dias de
andlise. Portanto, as suspensdes de nanocdpsulas se mantiveram apropriadas para

aplicagdo topica.

6.3.3. Doseamento e eficiéncia de encapsulacio dos filtros solares OMC, OCT e

BMT contidos nas nanocapsulas

Os filtros solares contidos nas nanocdpsulas foram doseados através de CLAE em
metodologia previamente validade (ANEXO III) e os resultados encontram-se na Tabela

22. Todas as formulacdes apresentaram altas taxas de recuperacdo, obtendo-se
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doseamentos proximos ao valor tedrico (1mg/mL para OMC em todas as formulacoes, 2
mg/mL de OCT e BMT na formulacdo NC, e NC3, respectivamente, e lmg/mL de OCT
e BMT na formulagdo NCy).

Tabela 22. Doseamento dos filtros solares encapsulados.

Formulagao OMC (mg/mL) OCT (mg/mL) BMT (mg/mL)
NG, 0,92 +0,11 1,91+ 0,17 -

NGC; 0,96 + 0,2 - 2,03+0,3
NC4 0,91 £0,12 0,95 +£0,2 1,03 £ 0,001

A eficiéncia de encapsulacio corresponde a um parametro muito importante a ser
determinado apds a preparacdo de nanocdpsulas, pois permite obter a quantidade de
filtro solar que estd encapsulado, diretamente relacionado a efetividade dos
nanoinsumos. Esse parametro sofre influéncia de diferentes fatores que incluem o 6leo
utilizado como constituinte do nicleo oleoso e caracteristicas do farmaco (GUTERRES
et al., 1995). A taxa de encapsulacdo foi determinada para os filtros octiltriazona e
bemotrizinol. Na formulacdo NC, obteve-se 99,9% de eficiéncia de encapsulacdo para a
octiltriazona. Na formula¢do NC3 obteve-se 99,2% de eficiéncia de encapsulagdo para o
bemotrizinol. Na formulagdo NC; obteve-se 98,23% e 98,25% de eficiéncia de
encapsulacdo para octiltriazona e bemotrizinol, respectivamente. Esses resultados s@o
atribuidos a alta lipofilia dos filtros solares, obtendo-se altas taxas de encapsulacdo em

todas as formulagdes desenvolvidas (MORA-HUERTAS et al., 2010).

6.3.4. Caracterizacao das formas semissolidas

Os nanoinsumos NC,, NC; e NC,4 foram incorporados em hidrogéis de Carbopol
980°. A Figura 38 apresenta as fotografias dos géis contendo filtros solares. Todos
hidrogéis apresentaram aspecto brilhoso, homogéneo e fluido. Os hidrogéis contendo os
filtros na forma livre (g omc-oct-BMT) apresentaram coloracio levemente amarelada em
fun¢do da presenga do bemotrizinol. Os géis contendo nanocépsulas (g nc2, € NC3, € Nc4)

apresentaram coloragdo esbranquicada devido a presenca da suspensdo de nanocépsulas.
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Figura 38 Fotografias dos géis contendo os filtros na forma livre e nanoencapsulados
(A: g omc-oct-mT; B: g Ne2, C: g nes, D: g nea).

A Tabela 23 apresenta os valores de pH dos semissdlidos, os quais ficaram
préximos a 5,00, sem diferenca significativa entre os géis g nc2, € N3 € € nea (p>0,05) e

entre esses géis e aqueles contendo somente OMC (p>0,05).

Tabela 23. Valores de pH das formulacdes semissélidas g omc, & oMC-OCT-BMT> € NC2> £
NC3 € g Nes (£dp).

Formulagio pH

£ OMC-OCT-BMT 5,51 +£0,05
g NC2 5,50 + 0,09
g NC3 5,52 +0,13
g NC4 5,53 +0,06

A Figura 39 apresenta os tamanhos de particula dos hidrogéis contendo os filtros
solares. O hidrogel g omc.oct-mT apresentou distribuicdo unicamente micrométrica,
com d(0,5) de 266,790 pm, enquanto os demais semissélidos (g nc2, € Nc3 € € Nea)
apresentaram tamanho de particula menores. Os géis contendo os filtros
nanoencapsulados também apresentaram tamanho de particula maior que aquele
apresentado por g nci, provavelmente devido a presenga de pequenas populacdes
micrométricas que acabam por contribuir para o calculo do D[4,3] final. As formulagdes

NC, e NCj apresentaram maior tamanho de particula que NCy4 (item 6.3.1). Assim, em

concordancia com esse resultado, foram obtidos maiores tamanhos de particula para g
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NC2 € g Ne3. E importante ressaltar que a presenca de populagdes micrométricas nessas

formulacdes também se deve a presenca do gel de Carb0p01®.
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Figura 39. Distribuicdo do tamanho médio de particula médio (um) em volume (%) das
formas semissoélidas: g omc-oct-Bmt (A), € N2 (B), g ne3 (C), g nea (D), por difratometria

de laser.

A Figura 40 apresenta os resultados obtidos na investigacdo de fendmenos de
instabilidade nas formulagdes semissdlidas. Todos os hidrogéis apresentaram
comportamentos semelhantes entre si e as suspensdes de nanocdpsulas constituintes
desses géis. O semiss6lido contendo os filtros solares na forma livre apresentou
variagdo de transmissdo maior que 0,2%. Assim, foram analisados ambos graficos, de
retroespalhamento e transmissdo. Embora esse hidrogel tenha apresentado maior
tendéncia a sedimentacdo e a cremagem que os demais hidrogéis, os fendomenos

observados sdo reversiveis, o que nao ocasiona perda de estabilidade.

Os hidrogéis g nc2 € g ne3 apresentaram tendéncia a sedimentacao e apds 12 horas
de andlise, verificou-se um leve aumento do retroespalhamento no topo da cubeta, que
indica uma leve presenca de cremagem. O gel g ncs4 apresentou inicialmente leve

tendéncia a cremagem juntamente com fendmeno de sedimentacdo, observado no fim da
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andlise desse semissOlido. Os baixos valores de variacdes de retroespalhamento (entre
1% a 2%) verificados no topo e no fundo da cubeta para esses hidrogéis indica a

estabilidade dos mesmos.
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Figura 40. Gréficos de variacdo da transmissao (A) e retroespalhamento de g omc-oct-
BMT (B) g2 ne2 (C) € g ne3 (D), g nea (E) obtidos por espalhamento maltiplo de luz.
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6.3.5. Reologia das formulacoes semissolidas

A Tabela 24 apresenta os resultados de coeficiente de regressdo obtidos para os
hidrogéis contendo OMC, OCT e BMT, demonstrando tendéncia a comportamento

plastico.

Tabela 24. Coeficientes de regressdo referentes aos modelos matemdticos que
descrevem os comportamentos plastico e pseudoplastico das formas semissolidas g omc-

OCT-BMT> & NC2, € NC3 € € NC4.

Formulagao Bingham Casson Herschel- Ostwald
Bulkley

gomc.octemr 09837 £0,0048 09939 +0,0047 09815 +0,0070  0,9646 + 0,0052

aNe2 0,9789 + 0,0018 0,9969 + 0,0014  0,9835 +0,0053  0,8945 £ 0,039
gnes 0,9700 + 0,0020 0,9749 £ 0,0116  0,9636 + 00,0200  0,9636 + 0,0200
eNCa 0,9685 + 0,089 0,9869 + 0,0085 0,9856 +0,0184  0,7593 +0,0141

Contudo, os reogramas desses géis (Figura 41) demonstram um comportamento

pseudopldstico similar aqueles apresentados pelos géis contendo somente OMC.

Os géis contendo filtros na forma livre (g omc.oct-BmT) apresentaram o mesmo
comportamento que as suspensdes de nanocdpsulas contendo esses filtros,

demonstrando que as suspensdes de nanocdpsulas ndo alteraram o perfil reoldgico.
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Figura 41. Reograma da viscosidade aparente versus taxa de cisalhamento dos géis
contendo filtros solares: (A) g omc-oct-smts (B) g ne2, (C) g nes, (D) g nea.

Assim, observou-se que tanto os géis contendo somente OMC ou aqueles géis
contendo associacdo de filtros apresentaram o mesmo tipo de comportamento
pseudopldstico. Portanto, foi possivel a obtencdo de hidrogéis contendo associacdo de
filtros solares que também apresentem comportamento reoldgico adequado para
fotoprotetores, possibilitando a formac¢do homogénea de filme na pele (GASPAR;

CAMPOS, 2003).
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6.3.6. Avaliaciao da capacidade fotoprotetora

A capacidade fotoprotetora dos hidrogéis contendo os filtros solares associados
também foi avaliada e os resultados apresentados na Tabela 25. Essas novas
formulagdes também apresentaram melhor ajuste ao modelo monoexponencial. Os
semissolidos contendo filtros solares na forma livre foram aquelas para os quais se
obteve menor tempo de meia-vida do resveratrol, sendo esse valor igual ao
anteriormente determinado para o gel contendo apenas OMC na forma livre. As
formulagdes contendo somente OMC ou associagdo de filtros nanoencapsulados
apresentaram melhor desempenho que as formulagdes nao-nanotecnoldgicas, o que
também pode ser devido a caracteristica das nanocdpsulas atuarem por si s6 como
refletores da radiagdo ultravioleta, conforme observado para hidrogel de nanocdpsulas
brancas (item 6.2.10). Assim, as nanocdpsulas que atuam como filtros fisicos em adi¢cdo
aos filtros solares nanoencapsulados contribui para a melhor efetividade dessas
formulacdes na absor¢do da radiagc@o ultravioleta. Embora os géis g nc2 € g ne3, ndo
tenha apresentado diferenca entre si (p>0,05), eles foram capazes de aumentar o tempo
de meia vida do resveratrol em comparacdo com os géis na forma livre (p<0,0001).
Demonstra-se assim que essas formula¢des apresentaram maior capacidade em evitar a
degradacdo do resveratrol. Entre os hidrogéis contendo nanocdpsulas, verificou-se
diferenca somente para o gel g nca (p<0,001). Esse resultado demonstra que a hipdtese
proposta foi alcangada, ou seja, a nanoencapsulacdo de trés filtros solares aumentou a

capacidade fotoprotetora da formulagao.

A formulacdo g nci, anteriormente descrita apresentou tempo de meia-vida de 67
minutos, sem diferenca estatistica para g nc2 € g nc3. No entanto, a formulagdo g nca
aumentou significativamente (p<0,001) o tempo de meia-vida do resveratrol em
comparacdo ao g nci. Esse resultado € esperado uma vez que quanto maior a
concentracdo de filtros solares em uma formulagdo, maior serd a capacidade
fotoprotetora da mesma. Além disso, a adi¢do da octiltriazona e bemotrizinol permite o
aumento da fotoestabilidade do OMC (CHATELAIN; GABARD, 2001), o que pode ter
contribuido, também, para a melhor capacidade fotoprotetora apresentada por esse
semissolido. Além disso, as nanocdpsulas atuam refletindo a luz, o que contribui para a

obtencdo de formulacdes mais efetivas (item 6.2.10)
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Em relacdo as formulacdes contendo filtros solares na forma livre, o aumento da
concentracdo de 1 mg/mL de filtro solar (em g omc) para 3 mg/mL de filtros solares (g
oMc-ocT-BMT) Ndo alterou o tempo de meia-vida do resveratrol. Nessas formulagdes,
foram empregadas as mesmas concentragdes utilizadas nas nanoparticulas, para que
fosse possivel fazer um comparativo Portanto, a nanoencapsulacdo dos filtros solares
permitiu obter formulagdes com melhor capacidade absortiva em relagc@o as respectivas

formulagdes ndo-nanotecnoldgicas.

Tabela 25. Parametros cinéticos (coeficiente de correlacdo r, modelo do critério de
« s, . . 1 . ~

selecio MSC, constante cinética k, tempo de meia-vida t ") do efeito das formulagdes

fotoprotetoras g omc-ocT-BMT> € NC1» € NC2> & NC3. € Nc4, ha fotodegradagio do resveratrol.

Formulagao r MSC k t12 (min)
19,9903 +
g omcoct-emr 00,9767+ 0,0013 2,3145 +0,4241 0,0346+ 0,0013 2,6904°
70,5158 +
gNC2 0,9078+0,0327 1,1060=+ 0,0640 0,0098=+ 0,0002 2,1058b
71,3793 +
eNC3 0,9900 + 0,0281 1,3544 +0,5351  0,0096 = 0,0004 4,4456b
83,8057 +
gNCa 0,9710+ 0,0198 2,1195+ 0,4180 0,0082+ 0,0002 2,5601*

As médias seguidas por letras iguais nido diferem estatisticamente pelo de teste de Tukey a 5% de
significancia.

6.3.7. Avaliacao de penetraciao cutanea das formulacoes

De acordo, com o estudo anterior, a formulacdo g ncs4 apresentou um melhor
desempenho aumentando o tempo de meia-vida do resveratrol em relagdo a formulacdo
contendo os filtros ndo-nanoencapsulados e em relagdo as formulacdes g nc2 € € Ne3-
Assim, o estudo de penetracdo cutinea foi realizado para a formulagdo g ncs € 0 gel
contendo os filtros na forma livre. Embora, as formulacdes analisadas contenham os trés

filtros solares (OMC, OCT e BMT) concomitantemente, os resultados sdo apresentados
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separadamente para cada filtro solar com intuito de facilitar a visualizacdo. As Figuras
44, 45 e 46 apresentam os resultados de reten¢do cutinea no estrato cérneo de cada um

dos filtros solares nanoencapsulados ou na forma livre.

A Figura 42 apresenta os resultados de retencdo cutanea do OMC. No tempo de 2
horas, ndo houve diferenca (p>0,05) do filtro solar proveniente das formulacdes no
estrato cérneo. Porém, no tempo de andlise de 6 horas, o OMC da formulacdo g ncs
apresentou maior retencdo em relacdo a formulacdo g omc-ocremr (P<0,001).
Relacionando-se o efeito do tempo, houve reduc¢do da concentracdo tanto do OMC
proveniente do g omc-oct-emtT como do OMC proveniente de g nca de 2 para 6 horas
(p<0,001). Contudo, a concentracdo de g ncs4 S€ manteve mais alta, demonstrando que a

formulacdo é capaz de sustentar a liberacdo do filtro.
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Figura 42 Distribuicio do OMC das formulagdes g omc-ocT-BMT, € Nc4 DO estrato
corneo, no periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras maiusculas
iguais ndo diferem dentro do mesmo periodo de tempo (2 horas ou 6 horas). As médias
seguidas por letras minudsculas iguais ndo apresentam diferenga entre os periodos de
tempo (entre 2 horas e 6 horas).

Também foi realizado um comparativo da distribui¢do do OMC no estrato cérneo
das formulacdes contendo somente esse filtro solar nanoencapsulado (g nci1) € aquelas
contendo a associagdo de filtros nanoencapsulados (g ncs). A retengdo do OMC da
formulagdo g nc; foi maior que o encontrado para a formulagdo g nc4, tanto no tempo de
2 horas como no de 6 horas. O OMC de g nci apresentou distribuicdo de
aproximadamente, 140 pg/cm” e 70 pg/cm” em 2 horas e 6 horas, respectivamente. J4 o

OMC de g nc4 apresentou retengdo de aproximadamente 13 pg/cm?® em 2 horas e 8
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ug/cm2 em 6 horas de andlise. Gupta e colaboradores (1999) avaliaram a penetracio
cutanea de filtros solares isoladamente ou em associa¢do, e também observaram que
quando foi realizada associacdo dos filtros, houve menor retencdo do OMC no estrato

cOrneo.

Na Figura 43 estd apresentada a distribuic@o de octiltriazona a partir do g omc-ocT-
Mt € dOo g ncs4 no estrato coérneo. Em 2 horas, a OCT da formulacdo g nca ndo
apresentou maior retengdo que a OCT da formulagdo livre (p>0,05). Em 6 horas,
observa-se que hd reducdo da concentracdo de OCT de ambas as formula¢des em
comparac¢ao com o tempo de 2 horas (p<0,001). No entanto, a OCT da formulacdo g nca

obteve maior retencio nesse tempo de andlise (p<0,001).
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Figura 43. Distribui¢do do OCT das formulac¢des g omc-ocT-BMT, € N4 NO estrato cérneo,
no periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras maidsculas iguais ndo
diferem dentro do mesmo periodo de tempo (2 horas ou 6 horas). As médias seguidas
por letras mindsculas iguais ndo apresentam diferenca entre os periodos de tempo (entre
2 horas e 6 horas).

Em estudo realizado por Potard e colaboradores (1999), formulagGes
fotoprotetoras contendo filtros solares organicos OMC, benzofenona-3, benzofenona-4,
octiltriazona e octocrileno apresentaram comportamento semelhante aquele apresentado
pelos filtros solares do presente estudo. Os autores descrevem que apds 16 horas de
experimento em pele humana, os filtros solares OMC e OCT apresentaram maior
retencao no estrato cérneo, proximo a 9,5 ug/cm2 para o OMC e 4,7 ug/cm2 para o OCT.

Esses dois filtros juntamente com a benzofenona-3 e o octocrileno possuem carater
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lipofilico, apresentando, portanto maior acimulo no estrato cérneo. J4 a benzofenona-4

apresentou menor reten¢do nessa camada devido ao seu cardter mais hidrofilico.

O BMT apresentou comportamento diferente (Figura 44) daqueles observados
para os filtros solares OMC e OCT (Figuras 42 e 43). Em 2 horas de andlise ndo se
observou diferenca da retencao do filtro solar (p>0,05) para nenhuma das formulag¢des
(livre e nanoencapsulada). Porém, no tempo de 6 horas, a concentracdao no tecido da
formulacdo de BMT encapsulado aumentou (p<0,001) em relagdo ao tempo de 2 horas e
a formulacdo de BMT nao encapsulado. Por sua vez, a concentragdo do filtro solar da
formulacdo g omc.oct-emt reduziu em 6 horas em comparacdo com a reten¢do obtida

para essa formulacdo no tempo anterior de andlise (p<0,001).
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Figura 44. Distribuicio do BMT das formulagdes g omc.ocT-BMT, € Nca NO estrato
corneo, no periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras maitsculas
iguais nao diferem dentro do mesmo periodo de tempo (2 horas ou 6 horas). As médias
seguidas por letras minusculas iguais ndo apresentam diferenga entre os periodos de
tempo (entre 2 horas e 6 horas).

Os resultados obtidos para a retengcdo dos filtros no estrato cérneo podem ser

explicados pelos seguintes motivos:
¢ O OMC atua como veiculo dos demais filtros solares, o que pode ter

consequentemente dificultado a sua liberacdo, explicando o motivo pelo qual, a

formulagdo g nci apresentou maior retengdo que g Nca.
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Quando sdo desenvolvidos fotoprotetores contendo filtros solares cristalinos, tais
como a octiltriazona, € necesséria a solubilizacdo desses para que haja difusdo do
filtro solar para a pele. A baixa reten¢do no estrato cérneo para 2 horas de andlise
do OCT e BMT pode ser devido a baixa solubilidade de ambos os filtros nos 6leos
utilizados nesse trabalho. A OCT apresenta 14% de solubilidade em OMC e 6%
em triglicerideos de cadeia média, enquanto que o BMT apresenta 17% de
solubilidade em OMC e 5% em TCM (HERZOG et al., 2013). Assim, devido a
solubilidade limitada do OCT e BMT, a difusdo para a pele pode se tornar mais

lenta tanto para formulagdo livre como para a nanoencapsulada.

A maior reten¢do dos filtros contidos nas nanocdpsulas ap6s 6 horas de andlise
pode ser devido ao maior tempo de oclusdo possibilitando aumento na hidratacao
da pele, favorecendo uma melhor difusdo dos filtros (CROSS et al., 2001) ou
também pode ser devido a liberacdo sustentada proporcionada pelos filtros solares

nanoencapsulados.

O bemotrizinol (BMT) quando nanoencapsulado apresentou comportamento
diferente do OMC e OCT nanoencapsulados, possibilitando dobrar a concentragio
de BMT de g nca em comparagdo com o BMT de g omc.oct-smt. Esse efeito pode
ser devido ao fato do BMT apresentar maior solubilidade em OMC e TCM que a

OCT, o que possibilita a sua maior difusdo na pele.

Adicionalmente, nessas nanocdpsulas contendo associacdo de filtros, na forma

s6lida, poderd haver uma estrutura mais rigida, menos flexivel que nanocdpsulas

contendo somente 0 OMC. Com isso pode estar dificultada a penetracdo no estrato

corneo de formulacdes contendo filtros solares nanoencapsulados em relagdo a

formulacdes contendo OMC nanoencapsulado. Fiel e colaboradores (2011) realizaram

estudo de microscopia de forca atdbmica com intuito de verificar a flexibilidade de

nanocdpsulas e nanocdpsulas de nucleo lipidico (LNC). Nas tultimas, no nucleo ha a

presenca de uma dispersdao de um sélido, o monoesterato de sorbitano, e um dleo,

enquanto nas nanocdpsulas, o nicleo € constituido somente de 6leo. Assim, a presenca

do monoesterato de sorbitano em NLC tornou as nanoparticulas mais rigidas em relagdo

as nanocdpsulas. Dessa forma, essa alteracdo de flexibilidade pode provocar
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modificacdes nas propriedades de deformacdo das particulas, favorecendo ou

dificultando a passagem por barreiras bioldgicas.

O conjunto dos resultados demonstrou que a veiculacdo dos trés filtros em
nanocdpsulas também contribuiu para um melhor desempenho, refletido pela
formulacdo g Ncsa apds 6 horas de andlise. Para uma protecdo solar adequada,
normalmente € necessdria a reaplicagdo do fotoprotetor a cada 2 horas. Porém,
frequentemente, a sua reaplicacdo apds esse periodo ndo € um costume para muitos
usudrios (PRUIM et al., 1999). Nesse caso, formulagdes como g ncs mostram-se

interessante, pois garantem maior eficdcia na protecdo contra a radiacdo UVA e UVB,

por um maior tempo de exposicdo a radiacao.

As Figuras 45, 46 e 47 apresentam a reten¢do cutinea na epiderme vidvel para
cada um dos filtros solares das formulagdes livre ou nanoencapsulada. Para os filtros
OMC e BMT, ndo se observou diferencga entre a formulagdo nanoencapsulada (g nc4) ou
livre (g omc-oct-mT) (p>0,05). Também ndo se observou variagdo de concentracdo dos
filtros que penetraram nessa camada em diferentes tempos de andlise (p>0,05). Para o
OCT (Figura 48), observou-se somente que em maior tempo de andlise, ha reducdo da
quantidade de filtro disponivel no tecido tanto para a formulagdo livre quanto para a

nanoencapsulada em relacdo ao tempo inicial (p<0,001).
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Figura 45. Distribuicao do OMC das formulagdes g omc.ocT-BMT, € Nc4 Na epiderme, no
periodo de 2 horas e 6 horas.
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Figura 46. Distribuicdo do OCT das formulac¢des g omc-oct-BmT, € Nc4 Na epiderme, no
periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo
apresentam diferenca entre os periodos de tempo (entre 2 horas e 6 horas).
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Figura 47. Distribuicao do BMT das formulagdes g omc.ocT-BMT, € Nc4 Na epiderme, no
periodo de 2 horas e 6 horas.

As Figuras 48, 49 e 50 apresentam a retencdo na derme para cada um dos filtros
solares das formulacdes livre ou nanoencapsulada. Na derme, da mesma forma como
observado na epiderme, a Unica diferenca observada deve-se ao OCT (Figura 49), o qual
apresenta reducdo da concentragdo em funcdo do tempo para ambas formulagdes
(p<0,001). Contudo, ndo foi possivel a sua deteccao no meio receptor, indicando a baixa
penetracdo desse filtro em camadas mais profundas da pele. Para os outros filtros, ndo

se observa diferenca de reten¢ao nessa camada (p<0,05) (Figuras 48 e 50).
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Figura 48. Distribuicio do OMC das formulagdes g omc-ocT-BMT € € Nc4 Na derme, no
periodo de 2 horas e 6 horas.
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Figura 49. Distribui¢do do OCT das formulagdes g omc-ocT-BMT, € Nc4 Na derme, no
periodo de 2 horas e 6 horas. As médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo
apresentam diferenca entre os periodos de tempo (entre 2 horas e 6 horas).
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Figura 50. Distribuicdo do BMT das formulagdes g omc.oct-BMT, € Nc4 Da derme, no
periodo de 2 horas e 6 horas.
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Durand e colaboradores (2009) preparam formulacdes contendo associacdo de
filtros solares e determinaram a penetracdo cutanea dos mesmos. Visto que o filtro solar
bisoctrizole apresentou menor passagem através da pele em comparagdo com o OMC,
0s autores observaram que a penetracdo cutidnea estd relacionada ao peso molecular.
Filtros com peso molecular acima de 500 g mol” t8m uma penetragdo cutanea mais
dificultada. Assim, a baixa penetracio do BMT e OCT observada nesse estudo tanto
para epiderme como para a derme, deve-se ao peso molecular que esses apresentam. Por
sua vez, o0 OMC embora apresente peso molecular menor (SWEETMAN, 2009), é
lipossolivel, o que faz com que o mesmo tenha baixa afinidade pela derme (WEISS-

ANGELI et al., 2010).

No meio receptor, ndo foi possivel quantificar a presenca dos demais filtros
(OMC e BMT) em nenhum dos tempos analisados estando de acordo com dados ja
publicados na literatura. Puglia e colaboradores (2014) verificaram que ndo foi possivel
detectar a presenga de OCT e BMT de nanoparticulas lipidicas no meio receptor. Em
relacdo ao OMC, os autores verificaram que houve permeagdo, em baixa concentraco,
mas que o fluxo obtido foi menor para os carreadores lipidicos nanoestruturados em
relacdo a nanoemulsdes, demonstrando o anteriormente relatado de que nanoparticulas

sdo melhores carreadores para filtros solares.

Recentemente, a regra dos 500 Daltons, passou a ser recomendada pela Unido
Européia. De acordo com essa lei, filtros solares que apresentem peso maior que 500
daltons, terdo baixa penetracdo cutdnea, uma vez que essas moléculas por serem
grandes, nao conseguem passar pela camada cérnea (BOS; MEINARDI, 2000). Tanto a
octiltriazona, que apresenta peso de 823 Daltons, quanto o bemotrizinol, com peso de
629 Daltons, apresentam como caracteristica a baixa penetracdo cutinea (SAATH,
2010). Assim, a substantividade dos filtros solares pode ser garantida (POTARD et al.,
1999). Essa caracteristica se refere a habilidade que os mesmos tém de serem ou
ficarem absorvidos a substratos da queratina, minimizando a penetragdo percutanea dos
mesmos (VARVARESOU, 2006), explicando assim a baixa penetracdao na epiderme

vidvel, derme e auséncia no meio receptor nesse trabalho.

Embora g ncs4 ndo tenha apresentado comportamento superior no estrato corneo

que o gel livre (g omc-oct-emt) €m 2 horas de andlise, tendo sido requerido maior tempo
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de contato, o mesmo demonstrou eficiente capacidade fotoprotetora. A eficiente
encapsulacdo dos filtros (0s quais obtiveram taxa de encapsulacdo acima de 98%),
juntamente com as nanoparticulas, que apresentam efeito no bloqueio da radiacdo UV,
demonstra que carreadores nanoparticulados podem eficientemente serem aplicados

para veiculagdo de filtros solares.

6.3.8. Capacidade absortiva dos hidrogéis

A capacidade absortiva dos hidrogéis g omc-ocT-BMT, € NC2, € NC3 € € Nc4 estd
apresentada na Figura 51. As formulagdes apresentaram 4 picos de absorc¢do, em 225,
310, 314 e 343 nm. A absor¢dao em 310 nm corresponde a absor¢do do OMC e BMT;
314 nm corresponde a absor¢do maxima da OCT e 343 nm a absor¢do médxima do BMT
(GONTIO et al., 2009). As formulacdes contendo as suspensdes de nanoparticulas
apresentaram absorbincia préxima a formulagdo livre para o A médximo de absorcéo,
contudo apresentaram absorbancia superior em outros comprimentos de onda. Esse
resultado sugere uma acdo das nanocépsulas como filtros fisicos (WISSING; MULLER,
2002b), contribuindo para o aumento da absorbincia em determinadas regides do
espectro. Para 343 nm, observou-se que a encapsulacdo dos filtros acarretou uma maior
absorcdo, especialmente a formulacdo gnes, a qual contém maior concentracdo de BMT.
A formulagcdo g ncs, foi aquela que apresentou os maiores valores de absorbancia,
mesmo com os filtros (OCT e BMT) em menor concentracdo, aumentando, assim, a

capacidade que os mesmos tém de absorver a radiacdo.
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Figura 51. Andlise da capacidade absortiva das formas semissélidas: g omc.ocT-BMT> &
NC2, € NC3, £ Nca por espectrofotometria.

A Figura 52 apresenta a capacidade absortiva dos géis contendo as suspensdes de
nanoparticulas apenas. A formulacido g nc4 apresentou melhor desempenho na absorcio
da radiacdo, resultado o qual esté relacionado com a sua maior capacidade fotoprotetora
(item 6.3.6) e pelo fato de apresentar mais filtros solares que gnci. Ainda, esse resultado
sugere que exista um sinergismo entre os filtros, uma vez que essa formulagdo (g nc4)
apresentou melhor desempenho do que aquelas (g nc2 € g ne3) contendo associagdo do
OMC com somente um dos demais filtros contendo o dobro de concentracdo. Embora
as formulagdes g nc2 € g Ne3 apresentem mais de um filtro solar em sua composi¢ao,
estas ndo apresentaram melhor desempenho na absor¢do da radiagdo ultravioleta quando
comparadas com a formulacdo contendo apenas OMC. Esse resultado ainda se
correlaciona a capacidade fotoprotetora apresentada por esses semissolidos, os quais

ndo apresentaram diferenca entre si (item 6.3.6).
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Figura 52. Andlise da capacidade absortiva das formas semissélidas: g nci, € Nc2, € NC3s
g Nc4 por espectrofotometria.

Assim, a encapsulagcdo do OMC (NC,) propiciou a obtencdo de géis contendo
essas suspensdes com melhor capacidade absortiva em relagdo aos demais hidrogéis
contendo somente OMC. A obtencdo de formula¢des com mais de um filtro solar
encapsulado oferece efeito adicional na capacidade absortiva. As formulacdes gnca,
contendo um total de 3 mg/mL de filtros solares, € g nci, contendo somente OMC,
apresentaram a melhor capacidade absortiva, o que pode acarretar em aumento no FPS

dessas formulacoes.

Conforme descrito por Nikolic e demais autores (2011), o desenvolvimento de
fotoprotetores com menor concentragdo de filtros solares pode reduzir os possiveis
efeitos colaterais, mas que permitam ainda um aumento de FPS. Essa ¢ uma estratégia
interessante principalmente para o desenvolvimento de formulacdes destinadas ao uso
em regides mais delicadas, para as quais o consumidor estd disposto a investir mais,

garantindo assim um produto mais efetivo e mais seguro.

6.3.9 Avaliacio de peles suinas tratadas com os semissolidos

Na Figura 53 estdo apresentadas as fotomicrografias das peles tratadas com os

semissoOlidos. Esses resultados estio em concordancia com os dados anteriores da

123



capacidade fotoprotetora, penetragdo cutanea e capacidade absortiva. A formulacdo g
NC4, apresentou maior reteng¢do no estrato cérneo (item 6.3.7), em periodo de exposi¢ao
prolongada, o que se reflete na sua maior capacidade fotoprotetora (item 6.3.6) e
capacidade absortiva (6.3.8). Por sua vez, a formulacdo g omc.oct-smr pelo fato de ter
apresentado menor retencdo no estrato corneo (item 6.3.7), menor capacidade

fotoprotetora (6.3.6) e absortiva (6.3.8), propiciou menor fotoprotegao.

Figura 53. Fotomicrografias das peles suinas obtidas por MEV apds exposi¢do a
radiacdo UVB. Pele suina tratada com g omc.oct-smr (A), pele suina tratada com g nca

(B).

A Figura 54 apresenta as fotomicrografias dos pelos tratados com os semissolidos.
Conforme ja evidenciado para as formulacdes contendo somente OMC, a obtencdo de
nanocdpsulas contendo filtros solares apresenta efeito fotoprotetor. Esses resultados
demonstram que tanto as formula¢gdes contendo somente OMC como aquelas contendo
associacdo dos filtros, podem ter também aplicacdo para prevencdo de danos capilares

provocado pela radiagdo UV.

Figura 54. Fotomicrografias de pelo suino obtidas por MEV. Pelo suino tratado com g
omc-ocT-BMT (A), pelo suino tratado com g nca (B).
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7. CONCLUSAO




Nesse trabalho foram preparados trés grupos de formulacdes nanotecnoldgicas
com variacdes quantitativas no nucleo oleoso, os quais foram devidamente
caracterizados pelas técnicas de espectroscopia de correlacdo de fétons e difracdo de
laser, apresentando tamanho nanométrico condizente para todas as técnicas. A avaliacdo
da estabilidade quimica para as formula¢des contendo somente OMC, no nicleo das
nanocépsulas, em concentracio de Img/mL ou 4,8 mg/mlL, demonstrou que a
concentracdo ideal para eficiente encapsulacio, ¢ a de menor concentraco.
Adicionalmente, as formulagdes mostraram-se estdveis apds avaliagdo por

espalhamento multiplo de luz.

A secagem das nanoparticulas contendo somente OMC ou associacdo de OMC e
TCM foi obtida com sucesso. As formulagdes secas contendo OMC e TCM,
denominadas de NC; s, propiciaram a retomada do tamanho nanométrico. No estudo do
gradiente de densidade, a formulacdo NC; (contendo OMC e TCM), apresentou uma
menor tendéncia a formagdo de mistura de nanoestruturas, apontando a necessidade da
incorporagdo desse gente ao nicleo das nanoparticulas. Essa modifica¢do na formulacdo
ainda mostrou-se efetiva para um aumento da fotoestabilizagdo OMC. A obtenc¢do do da
forma pulverulenta NC; g, também aumentou de forma significativa o tempo de meia-
vida do OMC, o que aponta a secagem como uma boa estratégia para a fotoestabilizacao

desse filtro solar.

Todas as formas semissélidas contendo os nanoinsumos avaliados através da
determinacdo do pH, comportamento reoldgico, caracteristicas organolépticas e
estabilidade, mostram-se adequadas para aplicagdo cosmética e uso tépico. O uso do
adjuvante hidrofilico lactose facilitou a incorporacdo da maioria das formas

pulverulentas em hidrogéis.

A composi¢cdo do nucleo oleoso das nanocépsulas influenciou no perfil de
distribuicao cutdnea dos hidrogéis contendo essas nanoparticulas. A formulacido g nci,
obtida a partir da suspensdao contendo OMC e TCM, apresentou desempenho bastante
superior ao g nco, obtido a partir da suspensdo contendo somente metoxicinamato de
octila. A andlise por calorimetria exploratéria diferencial permitiu verificar que a
presenca concomitante de TCM e OMC em NC; acarretou uma mudanca no pico de

fusdo do TCM, o que sugere uma interacdo que pode levar a uma modificacdo na
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difusdo do OMC das nanoparticulas, propiciando a sua maior liberacdo em relacdo a
formulagdo contendo somente metoxicinamato de octila. As formula¢des contendo as
suspensdes secas ndo apresentaram adequada retencdo no estrato cdérneo, ndo sendo
portando as formulagdes fotoprotetoras mais adequadas. A formulacdo g nci S,
apresentou maior retencdo na derme, o que indica também que essa formulacdo é
interessante para veicular substancias para as quais se requer acao nessa camada da pele.
No estudo da capacidade fotoprotetora e absortividade molar, g nc; também apresentou
melhor desempenho. A avaliacdo das peles suinas expostas a radiacdo e tratadas com os
fotoprotetores também demonstrou maior protecdo conferida pelos géis contendo
suspensdo de nanoparticulas quando comparado com suas respectivas formulacdes

contendo o(s) filtro(s) livre(s).

As suspensdes contendo associacdo de filtros, preparados a partir da formulacao
NC,, foram estruturadas com base em variagdes na concentragdo dos filtros octiltriazona
e bemotrizinol. Essas formulacdes apresentaram adequada caracterizacdo apds andlise
de tamanho de particula, pH e aspectos visuais. Essas também demonstraram adequada
estabilidade fisica durante o tempo de andlise, sendo, portanto esses insumos adequados
para veiculacdo em semissOlidos. A avaliagcdo dos géis mostrou que 0S mesmos

apresentaram caracteristicas adequadas para aplicag¢do cutanea.

No estudo de penetracdo cutdnea, a formulagdo g ncs4, contendo um total de 3
mg/mL de filtros solares encapsulados (1 mg/mL do metoxicinamato de octila, 1
mg/mL de octiltriazona e 1 mg/mL de bemotrizinol) apresentou maior retencdo no
estrato corneo para 6 horas de tempo de andlise, sendo essa formulacao interessante para
garantir maior protecdo frente a exposicdo ultravioleta em periodo de tempo
prolongado. No estudo da capacidade fotoprotetora e capacidade absortiva, o hidrogel g
Nca apresentou melhor performance, superior até mesmo aquele apresentado por g nci.
Esse resultado deve-se a maior quantidade de filtros solares contidos em g nca4, 0S quais
podem estar atuando sinergicamente. Na avaliacdo das peles suinas tratadas com o gel g
Nca ou 0 gel contendo filtros solares na forma livre, da mesma forma como observado
para os géis contendo somente OMC, as nanocdpsulas conferiram melhor efeito
fotoprotetor. Portanto esse trabalho demonstra a superioridade das nanoparticulas
desenvolvidas, levando a resultados bastante superiores em relagdo as formas

convencionais.
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O conjunto dos resultados demonstrou a possibilidade de veiculagcdo de mais de
um filtro solar no nicleo de nanocdpsulas, sem a perda das caracteristicas
nanotecnolédgicas do sistema. Ficou evidente que essa veiculacao foi benéfica visto que
a formulac@o onde os filtros estavam em menor concentragdo individual (1mg/mL cada
em NC,4, ao invés de 2 mg/mL como em NC, e NC3) apresentou resultados superiores

quanto a absortividade molar e a capacidade fotoprotetora.
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9. ANEXOS




ANEXO 1I- Validacao de metodologia analitica para quantificacio do

metoxicinamato de octila das formulacoes NCy e NC,

Para doseamento das formulacdes, foi validado um método analitico utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV), partindo-se do método
previamente validado por Jiménez e colaboradores (2004). Para tanto, utilizou-se uma
fase mével composta de acetonitrila:dgua (85:15), com fluxo de 1,0 mL/min, tempo de
corrida de 10 minutos, volume de injecdo de 20 uL. e comprimento de onda de 310 nm.

A coluna cromatogréfica (C18) foi termostatizada a temperatura de 30°C.

Para a linearidade, foram construidas trés curvas analiticas a partir de solugdes
maes com concentragdes de exatamente 100 pg/mL. A partir de cada uma dessas
solucdes foram preparados os pontos da curva padrdo nas concentragdes de 1; 5; 10; 15
e 20 ug/mL. Trés curvas analiticas foram construidas através do software Excel e

obtidos os coeficientes de correlacao linear, angular e coeficiente de correlacao.

A andlise estatistica (ANOVA) do método demonstrou regressdo linear
significativa (p<0,05), pois o valor de F calculado obtido foi maior que o F tabelado. O
desvio da linearidade foi nao significativo, pois o valor de F calculado foi menor que o

F tabelado (p>0,05) (Tabela 26).

Tabela 26. Andlise de variancia (ANOVA) da linearidade do método para quantificar o
OMC a partir das nanocdpsulas e nanocapsulas secas.

F F
Fonte de Variacdo' GL SQ Variancia Calculado Tabelado
Entre 6 1,50966E+13  2,51611E+12 13,6200 3,48
Regressao linear 1 1,36074E+13 1,36074E+13 73,6581 4,96
Desvio de linearidade 5 1,49E+12 2,97856E+11 1,6123 3,71
Residuo 14 2,58632E+12  1,84737E+11
Total 20  1,7683E+13

* significativo para p<0,05

IGL, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados

A curva analitica padrio foi obtida através da média dos coeficientes angulares e
lineares de cada uma das retas. O coeficiente de correlagc@o obtido foi de 0,99, o que esta

de acordo com o recomendado pela ANVISA (BRASIL, 2003) e ICH (Harmonised
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Tripartite Guideline, 2005). O método obteve limite de detec¢ao de 0,084 pg/mL e
limite de quantificagcdo de 0,282 pg/mL.
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Figura 55. Curva analitica padrio, preparada em triplicata, para quantificacio do OMC
a partir de nanocdpsulas e nanocapsulas secas.

A especificidade do método consiste em verificar se 0 método € especifico para
analisar a substancia de interesse. Tanto para a suspensdo de nanocdpsulas contendo
triglicerideos de cadéia média quanto para a suspensdo de nanocdpsulas contendo
metoxicinamato de octila, foi retirada uma aliquota de 30 pL ou 50 uL da formulagdo e
diluida em 10 mL de acetonitrila. Conforme observado na Figura 56, hé especificidade

do método.
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Figura 56. Cromatogramas de CLAE em coluna C18 (5u) 4,6 mm x 150 mm, fase
movel acetonitrila: dgua (85:15) da suspensdo de nanocdpsulas contendo triglicerideos
de cadeia média (A) e suspensdo de nanocdpsulas contendo metoxicinamato de octila
em concentragdo (B).
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A precisdo consiste em determinar a proximidade dos resultados obtidos apds
amostragens da mesma amostra. Esta analise foi realizada em dois dias diferentes,
obtendo-se coeficientes de variacdo inferiores as 5% (ANVISA, 2003), indicando a
precisdo da extracdo do OMC das formulagdes (Tabelas 27, 28, 29 e 30). Para a
quantificacdo dos filtros solares provenientes das nanocdpsulas e nanocdpsulas secas,
foi retirada uma aliquota de cada formulagdo, a qual foi diluida em 10 mL acetonitrila.
Para NCj43e NCy 1 foi retirado uma aliquota de 50 uL (concentragdo de 5 ug/mL) e
para NC; foi retirada uma aliquota de 30 uL (concentragdo de 3ug/mL). Para as
nanocdpsulas secas foi pesada uma quantidade de 10 mg de p6 (concentragdo de 7,89

pg/mL para NCy e 7,24 pg/mL para NC; ).

Tabela 27. Precisdo inter-dia, intra-dia (CV) e recuperacao do OMC das suspensoes de
nanocépsulas e recuperacdo das suspensdes de nanocdpsulas contendo 1mg/mL (NCy

1,0)-

. CvV Recuperacao
Precisao (%) (I:% ) §
Intra-dia 0,47 103,03+0,66
Intra-dia 1,34 98,57+1,79
Inter-dia 0,46 100,06%2,70

Tabela 28. Precisdo inter-dia, intra-dia (CV) e recuperacdo do OMC das suspensoes de
nanocépsulas contendo 4,8 mg/mL (NCp 4z ).

- CcvV Recuperacao
Precisao (%) (%)
Intra-dia 1,86 107,99+2,66
Intra-dia 0,27 108,23+0,39
Inter-dia 1,48 108,07+ 2,12

Tabela 29. Precisao inter-dia, intra-dia (CV) e recuperacao do OMC das nanocdpsulas
secas (NCyse NCy ).

. CvV Recuperacao
Precisao (%) (I:% ) §
Intra-dia 1,14 94,82+1,59
Intra-dia 1,72 94,46+ 2,38
Inter-dia 1,48 94,58+ 2,05
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Tabela 30. Precisdo inter-dia, intra-dia (CV) e recuperacdo do OMC das suspensoes de

nanocépsulas contendo 1mg/mL (NC,).

- Cv Recuperacao
Precisao (%) (%)
Intra-dia 2,05 105,53+2,36
Intra-dia 2,39 107,96+2,31
Inter-dia 2,59 107,78+2,78

A andlise da exatiddo consiste na avaliacdo da proximidade dos resultados

experimentais obtidos com o valor verdadeiro. Uma vez que o método mostrou-se

especifico e preciso, inferiu-se a exatidao (ICH, 2005).
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ANEXO II- Validacao de método para estudo de penetracio cutanea do OMC a

partir dos géis g omc, g Nco» € NC1» € NCoss € NC1s € & OMCs.

Para o estudo de penetragdo cutanea, trés novas curvas analiticas foram
construidas, a partir de solu¢des maes com 100 pg/mL de OMC cada. A partir de cada
uma dessas soluc¢des foram preparados pontos de curva com concentragoes de 0,1; 0,25;
0,75; 1 e 3 ug/mL. As condi¢des cromatograficas foram: fase mével acetonitrila: dgua
(85:15), fluxo de 1,0 mL/min, tempo de corrida de 10 minutos, volume de injecdo de
100 pL e andlise em comprimento de onda de 310 nm. A coluna cromatogréfica

também foi termostatizada a temperatura de 30°C.

O método apresentou limite de detec¢cao de 0,088 ug/mL e limite de quantificagao
de 0,18 pg/mL. A andlise de varidancia (ANOVA) mostrou que hd regressao linear
significativa (p<0,05) e desvio da linearidade ndo significativo (p>0,05) (Tabela 31). A
especificidade do método também foi realizada (Figuras 60 e 61), mostrando que ndo ha

interferéncia da pele ou fita adesiva, na eluicado do OMC.

y =442.520,0092x + 43.441,3796
R*=0,9987
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Concentrag¢do OMC (ug/mL)

Figura 57. Curva analitica, preparada em triplicata, para quantificagio do OMC nas
camadas da pele.
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Tabela 31. Andlise de variancia (ANOVA) da linearidade do método analitico para
quantificar o OMC nas camadas da pele.

FONTE DE VARIACAO GL SQ VARIANCIA calall:lado tabel;ado
Entre 6 4,24511E+12  7,07518E+11  2,3320 3,48
Regressao linear 1 4,23469E+12 4,23469E+12 13,9576 4,96
Desvio de linearidade 5 10415452541 2083090508 0,0069 3,71
Residuo 14 4,24756E+12  3,03397E+11

Total 20 2451794845

* significativo para p<0,05

Figura 58 Cromatograma de CLAE em coluna C18 (5u) 150 mm x 4,6 mm, fase mével
acetonitrila: dgua (85:15), mostrando a eluicdo de OMC na presenca de fita adesiva

Scott®.

OMC

Figura 59. Cromatograma obtido por CLAE em coluna C18 (5u) 150 mm x 4,6 mm,
fase mével acetonitrila: dgua (85:15), mostrando a elui¢do de OMC na presenga de pele

suina.
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A exatiddo da extracdo do ativo na pele e nas fitas (Scott®) foi realizada para trés
concentracdes diferentes de OMC: 0,1 pg/mL; 0,75 pg/mL e 1 ug/mL, obtidas a partir
de solucdo-made. A extracdo nas fitas foi realizada em triplicata e a extracdo na pele em

sextuplicatas (Tabelas 32, 33 e 34).

Tabela 32. Exatiddo da extracdo do OMC da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracao de 0,1pg/mL.

Extracdo Recuperacio CcvV
Pele suina 94,86% 2,91%
Fita Adesiva Scott® 91,41% 1,98%

Tabela 33. Exatiddo da extracdo do OMC da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracgdo de 0,75 pg/mL.

Extracdo Recuperacgao Ccv
Pele suina 112,91% 5,49%
Fita Adesiva Scott® 111,98% 1,12%

Tabela 34. Exatiddo da extracdo do OMC da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentragdo de 1 pg/mkL.

Extracdo Recuperacao Cv
Pele suina 98,49% 4,5%
Fita Adesiva Scott® 112,23% 1,24%

O meio receptor utilizado foi constituido de 4% polissorbato 80 em 4gua. A
concentracdo de saturagdo do metoxicinamato de octila obtida foi de 202,03 mg/mL.
Curvas analiticas no meio receptor também foram preparadas, a partir de solu¢des-mae
de 100 pg/mL. A partir de cada uma dessas solugdes foram obtidas concentracdes de

0,1; 0,5; 0,75; 1 e 3 ug/mL do OMC no meio receptor. As condi¢cdes cromatograficas
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utilizadas foram as mesmas que as descritas anteriormente. O método obteve limite de

deteccao de 0,02 pg/mL e limite de quantificagdo de 0,08 pg/mL.
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y =462.250,5617x + 704.460,0990
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Figura 60. Curva analitica do OMC, preparada em triplicata, no meio receptor.

Este método mostrou regressdo linear significativa (p<0,05) e desvio da

linearidade nao significativo (p>0,05) (Tabela 35).

Tabela 35. Anélise de variancia (ANOVA) da linearidade do método para quantificacdo
do OMC no meio receptor.

FONTE DE VARIACAO ¢l SQ VARIANCIA calcflado tabeiado
Entre 6  6.11061E+12 1.01843E+12  3.8205 3.48
Regressdo linear 1 3.89168E+12 3.89168E+12 14.5989  4.96
Desvio de linearidade 5 220B+12  4.43785E+11  1.6648 3.71
Residuo 14 3.73204E+12 2.66574E+11

Total 20  9.84265E+12

* significativo para p<0,05

'gl, graus de liberdade; SQ, soma dos quadrados
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ANEXO III- Validacao de metodologia analitica para quantificacdo dos filtros
metoxicinamato de octila, octiltriazona e bemotrizinol das formulacoes NC,, NC; e
NC..

Para doseamento dos filtros solares contidos nas formulagdes, foi validado um
método analitico utilizando-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV),
partindo-se do método previamente validado por Orsi e colaboradores (2006). Para
tanto, utilizou-se uma fase moével composta de acetonitrila: metanol (1:1), com fluxo de
1,0 mL/min, tempo de corrida de 28 minutos, volume de injecdo de 100 uL e
comprimento de onda de 310 nm. A coluna cromatografica (C18) foi termostatizada a

temperatura de 35°C.

Trés curvas analiticas foram preparadas a partir de solucdes maes com
concentracoes de 1000 ug/mL de metoxicinamato de octila, 1000 pg/mL de
octiltriazona e 500 pg/mL de bemotrizinol. A partir de cada uma destas solucdes foram
preparados os pontos da curva padrdo nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 e 10
pg/mL. Trés curvas analiticas foram construidas através do software Excel (Figuras 61,
62 e 63) e obtidos os coeficientes de correlagdo linear, angular e coeficiente de

correlacdo.

A andlise estatistica (ANOVA) do método demonstrou regressdo linear
significativa (p<0,05) para todos os filtros solares, pois o valor de F calculado obtido foi
maior que o F tabelado. O desvio da linearidade foi ndo significativo, pois o valor de F
calculado foi menor que o F tabelado (p>0,05) (Tabelas 36, 37 e 38). Os limites de
quantificacdo e deteccao obtidos para o OMC foram de 0,04 pg/mL e 0,099 pg/mL
respectivamente. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para o OCT foram de
0,056 pg/mL e 0,16 pg/mL respectivamente. Os limites de detec¢do e quantificacdao
obtidos para o BMT foram de 0,05 ug/mL e 0,1 ug/mL respectivamente.
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Tabela 36. Anilise de variancia (ANOVA) da linearidade do método para quantificacdo

do OMC.

. F F
FONTE DE VARIACAO ¢l SQ VARIANCIA calculado tabelado
Entre 6 6.00244E+13 1.00041E+13 176.0116  3.48
Regressao linear 1 6.00235E+13  6.00235E+13 1056.0552  4.96
Desvio de linearidade 5 8.36E+08 167150438.6  0.0029 3.71
Residuo 14 7.95725E+11 56837504300
Total 20 6.08201E+13

* significativo para p<0,05

Tabela 37. Anélise de variancia (ANOVA) da linearidade do método para quantificagao

da OCT.
] F F
FONTE DE VARIACAO ol SQ VARIANCIA calculado tabelado
Entre 6  1.90203E+14 3.17004E+13 123.8133  3.48
Regressio linear 1 1.89726E+14 1.89726E+14 741.0180  4.96
Desvio de linearidade 5 477E+11 95349757226 03724  3.71
Residuo 14 3.58448E+12 2.56034E+11
Total 20 1.93787E+14

* significativo para p<0,05

Tabela 38. Anélise de variancia (ANOVA) da linearidade do método para quantificacdo

do BMT.

. X F
FONTE DE VARIACAO gl SQ VARIANCIA F calculado tabelado
Entre 6 1.49701E+13 2.49502E+12 163.1909  3.48
Regressao linear 1 1.49284E+13 1.49284E+13 976.4178 4.96
Desvio de linearidade 5 4.17E+10 8340624752 0.5455 3.71

Residuo

14 2.14046E+11 15288989016

Total 20 1.51842E+13

* significativo para p<0,05
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Figura 61. Curva analitica, preparada em triplicata, para quantificagdo do OMC das
formulacdes NC,, NC; e NC,.
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Figura 62. Curva analitica, preparada em triplicata para quantificacdo da OCT das
formulacdes NC,, NC; e NC,.
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Figura 63. Curva analitica, preparada em triplicata, para quantificacdo do BMT das
formulacdes NC,, NC; e NC,.

A Figura 64 demonstra a eluicdo dos filtros solares OMC, OCT e BMT a partir
da suspensdo de nanocdpsulas NC4 (concentragdo de Img/mL para cada filtro solar).

Para isto, 30 uL. da suspensao de nanocépsulas, foi diluida em 10 mL de acetonitrila.

_w OMC

/’ BMT

I
I\
IS \L R S \

™~

Figura 64. Cromatogramas de CLAE em coluna C18 (5u) 4,6 mm x 150 mm, fase
movel acetonitrila: metanol (1:1) da suspensdo de nanocdpsulas NC; contendo
metoxicinamato de octila, octiltriazona e bemotrizinol.

A precisao foi realizada para amostra NCy4, em dois dias diferentes. As Tabelas 39,
40 e 41 mostram que o coeficiente de variacdo obtido foi menor que 5%, indicando a

precisao da extracao dos filtros solares das formulacdes.
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Tabela 39. Precisdo inter-dia, intra-dia (CV) e recuperacdo do OMC das suspensoes de

nanocépsulas NC,.

CcvV Recuperacgao
Precisido

(%) (%)
Intra-dia 1,76 103,03+0,66
Intra-dia 1,26 98,57+1,79
Inter-dia 2,19 100,06+2,70

Tabela 40. Precisao inter-dia, intra-dia (CV) e recuperagao da OCT das suspensoes de

nanocépsulas NCy,

CcvV Recuperacgao
Precisao

(%) (%)
Intra-dia 1,70 89,79+1,67
Intra-dia 1,37 90,64+1,24
Inter-dia 1,63 90,02+1,47

Tabela 41. Precisdo inter-dia, intra-dia (CV) e recuperagdo do BMT das suspensoes de

nanocépsulas NCy,

] Cv Recuperacao
Precisao
(%) (%)
Intra-dia 1,72 97,42+1,83
Intra-dia 1,77 98,19 +1,74
Inter-dia 1,78 97,73+1,74
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ANEXO IV- Validacao de método para estudo de penetracio cutinea do

metoxicinamato de octila, octiltriazona e bemotrizinol das formulacées g omc-oct-

BMT € & NC4-

Para o estudo de penetracdo cutinea, foi utilizado o mesmo método analitico

descrito no anexo III.

As Figuras 65 e 66 demonstram a auséncia da interferéncia da pele suina ou fita

adesiva na elui¢ao dos filtros solares.

A exatiddo da extracdo dos filtros solares na presenca das fitas adesivas (Scott®) e
na pele foi realizada, em trés concentracdes diferentes, a partir de solucdo-mae. Para o
OMC e OCT, a exatidao foi avaliada nas concentracdes de 1 pg/mL; 3 ug/mL e 5
pg/mL. Para o BMT, a exatidao foi avaliada nas concentragdes 0,5 pg/mL; 1,5 ug/mL e
2,5 ng/mL. A extragdo nas fitas foi realizada em triplicata e a extracdo na pele em
sextuplicatas (Tabelas 42, 43, 44, 45, 46 e 47). A exatiddo da extracdo nas fitas
adesivas ficou abaixo de 5%, estando de acordo com o estabelecido pela ANVISA. A
exatiddo da extracdo na pele obteve valores de coeficiente de variacdo maiores. No
entanto, todos os valores obtidos estdo abaixo de 15%, recomendado pela ANVISA para

amostras bioldgicas.

OMC

OCT
N BMT

pon \—JL._J’; \;ﬂ(
Figura 65. .Cromatograma de CLAE em coluna C18 (5u) 150 mm x 4,6 mm, fase
movel acetonitrila:metanol (85:15), mostrando a eluicdo dos filtros solares na presenca
de fita adesiva Scott®.
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OMC

OCT

BMT

Figura 66 Cromatograma de CLAE em coluna C18 (5u) 150 mm x 4,6 mm, fase mével
acetonitrila:metanol (85:15), mostrando a eluicao dos filtros solares na presenca de pele
suina..

Tabela 42. Exatiddo da extracdo do OMC e OCT da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracdo de 1 pug/mL (CV) e recuperagao (médiatdp).

Extracdo Recuperagao (%) CV (%)
Fita adesiva + OMC 104,39+ 1,20 1,15
Fita adesiva+ OCT 106,14+ 3,51 3,31
Pele suina + OMC 104,03+5,98 5,74
Pele suina+ OCT 102,74+15,28 4,87

Tabela 43. Exatidio da extracio do BMT da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracao de 0,5 ug/mL (CV) e recuperacao (média+dp).

Extracao Recuperacao (%) CV (%)
Fita adesiva + BMT 97,62+2.63 2,70
Pele suina+ BMT 97,67+14,21 4,55
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Tabela 44. Exatidao da extragdo do OMC e OCT da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracdo de 3 pg/mL (CV) e recuperagdo (média+dp).

Extracdo Recuperagao (%) CV (%)
Fita adesiva + OMC 96,97 + 1,85 1,91
Fita adesiva+ OCT 93,09 + 2,28 2,45
Pele suina + OMC 108,12 + 2,83 2,62
Pele suina+ OCT 101,39 + 6,90 6,81

Tabela 45. Exatidio da extracio do BMT da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracdo de 1,5 ug/mL (CV) e recuperacao (média+dp).

Extracao Recuperacao (%) CV (%)
Fita adesiva + BMT 97,81 £2,27 2,34
Pele suina+ BMT 98,75 +£9,34 9,46

Tabela 46. Exatiddo da extracio do OMC e OCT da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracdo de 5 ug/mL (CV) e recuperagao (médiatdp).

Extracdo Recuperagao (%) CV (%)
Fita adesiva + OMC 94,97 + 0,10 0,11
Fita adesiva+ OCT 94,63 £ 0,39 0,41
Pele suina + OMC 84,78 +4,15 4,89
Pele suina+ OCT 92,34 +5,45 5,90

Tabela 47. Exatidiao da extracdo do BMT da pele suina e fita adesiva Scott® na
concentracdo de 2,5 ug/mL (CV) e recuperacao (média+dp).

Extracao Recuperacao (%) CV (%)
Fita adesiva + BMT 109,51 £ 1,72 1,57
Pele suina+ BMT 97,49+ 8,41 8,63
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Curvas analiticas para o meio receptor também foram realizadas, a partir de
solucdes-mae contendo 1000 pg/mL (do OMC e OCT) e 500 ug/mL (do BMT).
Inicialmente, foi determinado o meio receptor mais adequados para os filtros solares, o
qual foi constituido de 4 % polissorbato 80 em 4dgua. A concentracdo de saturacdao do
metoxicinamato de octila obtida foi de 202,03 mg/mL, 100,24 mg/mL da octiltriazona
e 80,02 mg/mL do bemotrizinol . As condi¢des cromatograficas utilizadas foram as
mesmas que as descritas anteriormente no anexo III. As Figuras 67, 68 e 69 mostram as
curvas analiticas médias dos filtros solares OMC, OCT e BMT no meio receptor. Para o
OMC obteve-se limite de detec¢do de 0,08 pg/mL e limite de quantificacdo de 0,12
pg/mL. Para a OCT obteve-se limite de detec¢do de 0,01 pg/mL e limite de
quantificacdo de 0,13 pg/mL. Para o BMT obteve-se limite de deteccao de 0,16 pg/mL
e limite de quantificacdo de 0,22 pg/mL.
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Figura 67. Curva analitica do OMC, preparada em triplicata, no meio receptor.
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Figura 68. Curva analitica média do OCT, preparada em triplicata, no meio receptor.
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Figura 69. Curva analitica média do BMT, preparada em triplicata, no meio receptor.

As Tabelas 48, 49 e 50 mostram os resultados de analise de variancia do método

analitico para quantificacdo de cada um dos filtros solares no meio receptor. Para to

dos

obteve-se regressdo linear significativa (p<0,05) e desvio da linearidade ndo

significativa (p<0,05).
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Tabela 48. Andlise de varidncia (ANOVA) da linearidade do método para
quantificacdo do OMC no meio receptor em fase mével contendo acetonitrila: metanol
(1:1).

. X F F
FONTE DE VARIACAO gl SQ VARIANCIA calculado tabelado
Entre 6 1.02621E+12 1.71035E+11  2.2752 3.48
Regressao linear 1 9.93746E+11 9.93746E+11 13.2196 4.96
Desvio de linearidade 5 32466002677 6493200535 0.0864 3.71
Residuo 14 1.05241E+12 75172113500
Total 20 26197765067

* significativo para p<0,05

Tabela 49. Anélise de variancia (ANOVA) da linearidade do método para quantificagao
do OCT no meio receptor em fase mével contendo acetonitrila: metanol (1:1).

F F
FONTE DE VARIACAO gl SQ VARIANCIA calculado tabelado
Entre 6 1.01183E+13 1.68638E+12 2.2043 3.48
Regressio linear 1 1.01004E+13 1.01004E+13 13.2021  4.96
Desvio de linearidade 5 17870421635 3574084327  0.0047 3.71
Residuo 14 1.07108E+13 7.65057E+11
Total 20 5.92532E+11

* significativo para p<0,05

Tabela 50. Anélise de variancia (ANOVA) da linearidade do método para quantificagao
do BMT no meio receptor em fase mével contendo acetonitrila: metanol (1:1).

F F
FONTE DE VARIACAO gl SQ VARIANCIA calculado tabelado
Entre 6 2.98963E+11 49827166957 1.1915 3.48
Regressao linear 1 2.92943E+11 2.92943E+11 7.0052 4.96
Desvio de linearidade 5 6019515070 1203903014 0.0288 3.71
Residuo 14 5.85451E+11 41817958190
Total 20 2.86488E+11

* significativo para p<0,05
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ANEXO V- Relatério de patente
Relatério de Invencgao

Titulo Proposto para a Invencio

Composicao nanotecnoldgica e seu uso na prevencao da perda de coloracdo capilar ap6s

processo de tingimento.

Resumo:

Esta inveng@o apresenta como vantagem o emprego de sistemas nanocarreadores como
agentes fixadores de coloracdo capilar. Para demonstrar esse potencial foi utilizada
como exemplo uma tintura capilar tempordria, a qual apresenta um poder de fixacdo
inferior as tinturas permanentes, porém com menos risco de desenvolvimento de
alergias e demais afecgdes cutdneas para o usudrio. A aplicacdo da composi¢ao
nanotecnoldgica imediatamente apds o tingimento propiciou um tempo de coloragdo
mais duradouro em relagdo a aplicacdo de uma composi¢do nao-nanotecnoldgica, o que

se reflete em uma menor freqiiéncia de reaplicacdes da tintura.

Inventores

Silvia Staniscuaski Guterres
Adriana Raffin Pohlmann
Ruy Carlos Ruver Beck
Denise Soledade Jornada

Julia Scherer Santos

Palavras-chave relacionadas ao invento

1. |Tintura tempordria

2. |Nanocépsulas

3. | Metoxicinamato de octila

4. |Colorimetria
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Palavras-chave em Inglés
1. |Temporary dye

2. |Nanocapsules

3. |Ethylhexyl methoxycinnamate

4. |Colorimetry

Descricao DETALHADA do invento

As tinturas capilares sdo cosméticos muito utilizados com objetivos estéticos.
Podem ser utilizadas com intuito de mascarar alteracdes fisioldgicas, como cabelos
grisalhos, ou simplesmente para seguir padroes de moda. As tinturas de cabelo sao
classificadas em permanentes (ou oxidativas), semi-permanentes € temporarias. As
ultimas ndo t€ém poder de penetracdo no coértex capilar, se depositando apenas na
cuticula. J4, as tinturas permanentes e semi-permanentes tem maior poder de penetracao
devido ao seu tamanho de particula diminuto (ROBBINS, 2012), sendo as permanentes
as mais usadas (LEWIS et al., 2013). Contudo, o uso do intermedidrio para-fenildiamina
(PPD) em tinturas oxidativas esté relacionado ao desenvolvimento de reagdes alérgicas
por parte dos consumidores (SOSTED et al., 2002; SOSTED et al., 2004; PATEL et al.,
2007). Além disso, tinturas permanentes € semi-permanentes contém aminas aromaticas
que estdo relacionadas com o aparecimento de cancer de bexiga (KINLEN et al., 1977;
HUNCHAREK, 2005), e também de mama (DOMINGUEZ et al., 2003). Dessa forma,
muitos consumidores, em especial as gestantes, optam pelo uso de tinturas temporarias;

mesmo que essas necessitem uma reaplica¢do mais frequente.

A avaliagdo da cor, determinada através da colorimetria, permite quantificar
através de modelos matematicos a percepc¢do de cor pelo homem. Através de método
espectrofotométrico de refletancia, a luz refletida € captada por matrizes duplas de
fotodiodos de silicio de 40 elementos e expressa através de valores numéricos. Os
valores determinados estdo de acordo com o modelo matemdtico proposto pela

Commission Internationale de 1’Eclairage (CIELAB or CIE L*a*b*). No sistema
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CIELAB, a cor € determinada em trés eixos: a*, L* e b*, os quais representam a mistura
das cores primdrias que formam as cores visiveis. As cores primdrias sdao vermelho,
verde e azul, e as demais cores surgem por sobreposicdo dessas. O eixo L* mede a
intensidade de cor em uma escala de branco (L=100) a preto (L=0). O eixo a* fornece
valores se estendem do vermelho ao verde, sendo que valores positivos indicam uma
predominancia de vermelho e os negativos indicam uma predominancia de verde. O
eixo b* fornece valores que se estendem da cor azul ao amarelo. Valores negativos
indicam uma predominancia de azul e positivos indicam uma predominancia de amarelo

(BERNS, 2000; OTHA; ROBERSON, 2005).

O filtro solar metoxicinamato de octila (OMC) pode ser aplicado em produtos de
uso capilar para a prevencdo do desbotamento ou perda de coloragdo provocado pela
radiacdo ultravioleta, permitindo a manuten¢do da coloragdo, especialmente para
cabelos descoloridos (ROBBINS, 2012) e tingidos artificialmente (LOCKE;
JACHOWICZ, 2005). A nanoencapsulagdo desse filtro solar evita a sua fotodegradacao,
permitindo a obtencdo de um produto fixador mais eficiente na absor¢cdo da radiacio
(HUONG et al., 2007) do que os produtos convencionais. Logo, a presente invengao
descreve o desenvolvimento de nanocdpsulas contendo OMC, demonstrando um
aumento na estabilidade do OMC, bem como uma manutencao na coloragdo de cabelos
tingidos, os mantendo coloridos por um tempo superior aquele que nao recebeu nenhum
tratamento ou um tratamento com o filtro solar na sua forma convencional, ndo

nanoencapsulada.
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METODOLOGIA

Matérias-primas, Equipamentos € Materiais

Agua MiliQ (Milipore), Acetona, Eudragit S100® (Degussa), Metoxicinamato de
octila (Deg), Monoestearato de sorbitano 60 (Sigma-Aldrich), Polissorbato 80 (Vetec),
Triglicerideos de acido céprico e caprilico (Cosmetrade), Evaporador rotatério (Buchi),
Lampada UVB (Orion), Kit descolorante contendo persulfato de amdnio e peréxido de
hidrogénio (Blondor, Wella), mechas de cabelo, Tintura temporéria vermelha (Sebastian

CellophanesTM), Zetasizer Nano ZEN3600 (Malvern Istruments Limited).

Preparaciao das composicoes

Para fins de comparacdo e avaliacdo da eficdcia da composi¢do nanotecnoldgica,
duas composicdes foram desenvolvidas: uma suspensdo contendo OMC livre (L), sem
aplicacdo da nanotecnologia, € uma suspensao aquosa de nanocdpsulas contendo OMC
(N). A composicao L foi preparada mediante a pesagem de 0,1% (m/v) de OMC,

seguida da sua dispersdo em polissorbato 80 e adicdo em dgua (Tabela 51).

Tabela 51. Composicdo da suspensao de OMC nao-nanotecnolégica (L).

Matérias-primas Quantidade
Metoxicinamato de octila 0,10%
Polissorbato 80 0,77%
Agua 100 mL

A composicao N foi preparada de acordo com as quantidades descritas na Tabela
52 A fase organica foi submetida a agitacdo e aquecimento a temperatura de 35 °C.
Ap0s a solubilizacdo dos componentes, a fase organica foi injetada sobre a fase aquosa,
e ambas foram mantidas sob agitacdo magnética por mais 10 minutos
aproximadamente. A seguir, foi realizada a evaporacdo em evaporador rotatério até

obtencdo de volume final de 10 mL.
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Tabela 52. Composicao de suspensdo de nanocépsulas (N).

Matérias-primas Quantidade

Fase organica

Eudragit S100° 1,00%
Monoesterato de sorbitano 60 0,38%
Metoxicinamato de octila 0,10%
Triglicerideos de acido

. . 1,60%
céprico/caprilico
Acetona

26 mL

Fase aquosa
Polissorbato 80 0,77%
Agua 50 mL

Determinacio do tamanho de particula da composicio nanotecnoldgica

Logo apds o preparo, foi analisado o tamanho de particula da composi¢cdo
nanotecnoldgica através da técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons (Zetasizer
Nano ZEN3600). Para a andlise, foi realizada dilui¢do 1:500 (vv) da amostra em dgua
MilliQ®. Foi determinado também o valor do indice de polidispersdao (PDI), o qual

indica a homogeneidade da composicao.

Preparacido das mechas de cabelo

As mechas de cabelo foram inicialmente submetidas a um processo de
descoloragdo através do uso do kit descolorante até obtencdo de mechas de tom louro.
Em seguida, as mesmas aplicou-se a tintura temporaria de cor vermelha, acondicionadas
em papel aluminio e submetidas a calor seco por aproximadamente 40 minutos. A

secagem das mechas foi entdo realizada com auxilio de secador de cabelos.
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Imersdo das mechas nas formulacdes

Apds as mechas estarem completamente secas, foram imersas na suspensio de
OMC (L) ou suspensdo de nanocépsulas (N), por um periodo de 1 hora. A seguir foram
novamente secas e entio expostas 2 radiacdo UVB (1,5. 10* W cm™) durante 15 horas.
Para fins de controle (controle negativo, C), foi realizada a avaliagdo de uma mecha
submetida a descoloracdo e tingimento, da mesma forma como nas demais mechas,

porém sem nenhum tratamento posterior para fixa¢ao de coloragao.

Avaliacao das mechas apds exposiciao a radiacido

Inicialmente procedeu-se uma avaliagdo visual das mechas com intuito de
verificar o grau de eficdcia das diferentes formula¢des na manutengdo da cor vermelha

conferida pelo tingimento.

A seguir, foi determinado o grau de manutencdo de cor através de medidas
realizadas em espectrofotdmetro (Minolta- 3600 d), sendo esta anélise realizada pelo
Instituto de Pesquisa Clinica e Integrada (IPClin, Sdo Paulo, Brasil). Inicialmente,
foram determinadas medidas basais de cada uma das mechas, com 10 pontos de leitura
ao longo da extensdo de cada mecha. As mechas foram a seguir lavadas com xampu
padrao de acordo com o seguinte protocolo: aplica¢do de 0,5 mL de xampu por grama
de mecha de cabelo, massagem por 1 minuto e enxagiie em dgua por 1 minuto (vazado de
0,5 L/min). As mechas foram entdo secas em secador a quente até a secagem total. Esse
procedimento foi repetido por cinco e quinze vezes, obtendo-se entdo mechas
submetidas a cinco e quinze lavagens sucessivas, respectivamente. A medida da cor
apos essas lavagens foi entdo realizada através de dez repeti¢cdes, apds o resfriamento
das mechas a temperatura ambiente por cinco minutos. Os resultados demonstraram a
variacdo de cor a partir do sistema CIELAB. Os dados obtidos foram comparados
estatisticamente através de andlise de variancia (ANOVA) seguido por teste de Tukey,

com indice de confianca de 95%.
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RESULTADOS

Nesse trabalho foi avaliada a eficdcia de uma composicao nanotecnoldgica para
evitar a perda de coloragdo artificial de mechas submetidas a descoloracdo seguida de
tingimento com tintura tempordria e sucessiva exposi¢do a radiacdo ultravioleta e
lavagens. A tintura tempordria vermelha foi utilizada por ser aquela mais suscetivel a
perda de cor frente as lavagens e exposi¢do a radiac@o ultravioleta. Para a avaliacdo
foram realizadas lavagens sucessivas das mechas tingidas além de simulacdes de

exposicao a radiacdo solar (através de exposicao a radiagao de lampadas UV).

A andlise da composi¢ao nanotecnoldgica através da técnica de espectroscopia de
correlagdo de fétons (Tabela 53) demonstra a presenca de nanoparticulas. O baixo
indice de polidispersao, abaixo de 0,3 (VERMA et a., 2003), indica a homogeneidade

da distribui¢ao de particulas e qualidade nanotecnoldgica.

Tabela 53. Tamanho de particula e indice de polidispersao da composi¢ao
nanotecnoldgica (£ dp) obtidos por espectroscopia de correlacao de fétons.

Tamanho de particula Indice de polidispersio

158,73 £3,96 0,12+ 0,01

A Figura 70 apresenta os valores médios iniciais de a* para todas as mechas,
medida a qual representa a intensidade de cor vermelha. Esses valores foram obtidos
apo6s a descoloragdo, tingimento, exposi¢ao a radiacdo UV (por 15 horas), porém antes
de serem executadas as lavagens com xampu. As mechas controle negativo (C) e a
mecha tratada com composicdo nado-nanotecnolégica (L), demonstraram menor
capacidade de protecdo a perda de cor (p<0,05). O controle negativo, conforme
esperado, por ndo ser submetido a nenhum tratamento posterior a coloracdo, ndo
possibilitou a manuten¢ao da cor apds a exposic¢ao a radiacdo. Esse resultado demonstra
que a exposicdo a radiacdo ultravioleta de mechas descoloridas e posteriormente
tingidas com coloracdo vermelha provoca perda de cor. Por sua vez, na mecha tratada

com composi¢cdo ndo-nanotecnolégica (L), o filtro solar estd na forma nao-
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nanoencapsulada, ficando suscetivel a fotodegradacdo rdpida e conseqiientemente
conferindo baixo tempo de protecdo, o que culmina em reduzida efetividade de
absor¢do da radiacdo ultravioleta (PATTANAARGSON et al., 2004). Como
conseqii€éncia, sua capacidade de evitar a perda de cor fica reduzida. Por outro lado, a
mecha tratada com a composicdo nanotecnologica (N) mostrou-se com coloragdo mais
intensa apés as 15 horas de exposicdo a radiacdo, demonstrando efetividade na
manuten¢do da cor vermelha por parte da combinacdo da nanotecnologia com o filtro
solar. Esse resultado pode ser explicado pela melhor estabilizacdo do filtro solar nas
nanocdpsulas (PERUGINI et al., 2004; WEISS-ANGELI et 2008), o qual prolonga a
acdo do mesmo, além da propriedade de formagdo de filme conferida por essas

(ALVAREZ-ROMAN et al., 2001), o que resulta em uma distribui¢io mais homogénea

do filtro ao longo dos fios.

Valor de a*
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Figura 70. Valores médios de a* inicial (TO) para as mechas controle negativo (C),
mecha tratada com composicao nanotecnoldgica (N) e mecha tratada com composicao
nao-nanotecnoldgica (L). p<0,05.

Assim, o resultado aponta para uma maior eficdcia das nanocdpsulas em evitar a
perda de coloracdo apds descoloracdo e tingimento seguidos de exposi¢do a radiacdo
UV. Os resultados fotogrificos obtidos apds a realizacdo desses procedimentos
comprovam visualmente o melhor desempenho das nanocdpsulas na protecao a perda de

cor (Figura 71).
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Figura 71. Fotografias das mechas descoloridas e tingidas apds exposi¢do a radiagdo
UV. Mecha controle negativo (A), mecha tratada com suspensdo do OMC ndo
nanotecnoldgica (B), mecha tratada com nanocépsulas (C).

A Figura 72 apresenta os valores de a* para as mechas apds as 15 lavagens
sucessivas com xampu. Da mesma forma como anteriormente observado na Figura 1, as
mechas C (controle negativo) e L (composi¢do ndo-nanotecnolégica) ndo apresentaram
diferengas entre si (p>0,05), com comportamento inferior as nanocdpsulas. A mecha
tratada com a composi¢cdo nanotecnoldgica (N) apresentou um melhor resultado. Esse
dado pode novamente ser explicado pelas propriedades adesivas das nanocdpsulas
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2001) e também pelo reduzido tamanho de particula da
composicdo nanotecnolégica (158,73 + 3,96 nm). Enquanto a propriedade adesiva das
nanocdpsulas possibilita a cobertura eficiente (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001) do
cabelo, o tamanho de particula reduzido permite a penetracio dessa composi¢cao na
cuticula do cabelo (SAMPAIO;MAIA; GOMES, 2010), local onde também estdo
depositados os pigmentos da tintura (BOLDUC; SHAPIRO, 2001). Assim, as

nanocdpsulas podem atuar evitando o arraste dos pigmentos pela lavagem.
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Figura 72. Valores médios de a* apds 15 lavagens sucessivas das mechas controle
negativo(C), mecha tratada com composi¢ao nanotecnoldgica (N) e mecha tratada com
composi¢ao ndo-nanotecnolégica (L). p<0,001.

Os dados encontrados demonstram a eficacia do tratamento com nanocdpsulas
para a manutencdo da cor, em relacdo ao controle negativo (nenhum tratamento) e a
mecha tratada com a composi¢do sem nanotecnologia (L). Esse tratamento mostrou-se
eficaz em evitar a perda de cor apds exposicdo a radiacdo e as lavagens sucessivas. A
composi¢do nanotecnoldgica, portanto, propicia manutencdo de cor, sobretudo por

periodo prolongado, possibilitando reaplicacdes menos freqiientes da tintura.

De forma geral, qual é o principal PROBLEMA resolvido pelo invento?

Entre as préticas estéticas estd a coloragdo capilar. Dependendo do tipo de
coloracgao e do tipo de cabelo, a cor aplicada pode ter uma duragdo muito curta ou nio.
Outros fatores também podem influenciar a perda da coloracdo aplicada aos fios, como

a exposi¢do a radiagdo UV.

A descoloragao capilar, por exemplo, consiste no processo de clareamento de
cabelos através de agentes oxidantes, o que ocasiona um clareamento da cor natural dos
cabelos. Esse processo ¢ comumente utilizado para a aplicacdo de uma nova coloragcdo
aos cabelos, geralmente cores mais claras ou com tonalidades de vermelho. Contudo,
cabelos descoloridos sd@o mais frageis e suscetiveis a radia¢do solar. Dessa forma,

cabelos que sao descoloridos e posteriormente recoloridos, quando expostos a radiagao,
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podem ter uma tendéncia maior a perda da sua nova coloragdo. Como resultado, a
reaplicagdo da coloracdo artificial necessita ser mais frequente, tornando essa pratica
mais onerosa € mais agressiva para o couro cabeludo e cabelos. Sendo assim, no
presente invento foi desenvolvida uma composi¢do nanotecnoldgica contendo filtro
solar capaz de aumentar a resisténcia da coloragdo artificial nos fios frente a uma
exposicao a radiacado UV, bem como apds sucessivas lavagens. O uso dessa composi¢ao
possibilita reaplicacdes menos freqiientes da tintura, com manutencdo de cor por

periodo prolongado.

Quais as principais VANTAGENS do invento?*
(Exemplo: Eficiéncia, Produtividade, Qualidade do produto, Reduc¢ao de residuos,
etc)

Aumento na durabilidade de tinturas.

Qual a principal APLICACAO da tecnologia? (uso presente e futuro da
tecnologia)

H4 outros possiveis usos, mais amplos que o verificado na presente invencdo? Por
favor, liste-o0s.

O metoxicinamato de octila € um filtro solar organico amplamente aplicado em
fotoprotetores com intuito de absorver a radiacdio UVB. A sua aplicacio em
nanocépsulas tem sido descrita, sobretudo em formulacdes cosméticas destinadas a
aplicacdo cuténea.

7z

A exposicdo a radiacdio UV apds descoloragdo e tingimento € um dos fatores
relacionados com a perda de cor. Assim, a aplicacdo da composicdo nanotecnoldgica
contendo metoxicinamato de octila pode auxiliar na manuten¢do de cor proporcionada

pela tintura capilar.

Qual o DIFERENCIAL da tecnologia em relacao ao existente?
Diante da descri¢do técnica detalhada do invento aponte a esséncia da invencao.

A composicdo de nanocdpsulas contendo metoxicinamato de octila demonstrou
resultado superior na manutengdo de cor apds 15 horas de exposi¢ao a radiacio UVB

somada a 15 lavagens, em relacdo a composicdo contendo o filtro solar, sem

nanotecnologia aplicada.
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Compare a tecnologia com patentes existentes

As patentes descrevem metodologias para reduzir perda de cor/desbotamento de

mechas de cabelo tingidas.

CASTAING e demais inventores (1999) patentearam método de tratamento capilar
contendo agente catidnico condicionante e podendo conter filtro solar. Apds esse
tratamento os autores propdem a lavagem capilar com um tensoativo anidnico,
catidbnico, ndo-idnico ou anfotéro. Ainda, os inventores sugerem um tratamento

adicional, com um agente condicionante, que também contém filtro solar.

O trabalho de CANNELL & NGUYEN (2000) descreve uma composi¢do capilar
contendo proteina hidrolisada com abundancia de aminoécidos anidnicos, especialmente
sulfurados, agente divalente catidonico e vitaminas. O agente divalente catidnico se liga
ao cabelo através da formacdo de pontes eletrostaticas facilitando a ligacdo da proteina,

que atua protegendo contra os danos ambientais e quimicos.

PWONG & MEMISHA (2004) desenvolveram uma composi¢do contendo pelo
menos um polidialquilsilicone, com pelo menos uma substituicdo alquila. Ja, KING e
colaboradores (2004), descrevem o emprego de um derivado halogenado associado a

um antioxidante e um silicone polimérico, em cabelo j4 tingido.

Na patente de CHUN & CHUN (2006) foi demonstrado que uma composi¢ao
contendo melanina soldvel, filtro solar Tinogard S®, tensoativo catidnico, agente
formador de filme e antioxidante, evitou a perda de cor de cabelos naturais e

artificialmente tingidos apds exposi¢ao a radiagdo ultravioleta.

Outro método descrito envolve a utilizacio de um xampu contendo tensoativo
anidnico e catidnico, os quais em combinacdo formam cristais liquidos liotrépicos
(BROWN & HUTCHINS, 2009). J4 composi¢ao leave-in ou rinse-off contendo
polimero de amodnio quaterndrio modificado, polimero modificado associado a
tensoativo  cationico, polimero contendo 2-dimetil(amino)etil metacrilamida
(DMAEMA), dimetilaminopropil metacrilamida (DMAPMA), dietilaminoetil
metacrilamida (DEAEMA) ou mistura desses polimeros, também ja foi descrita

(DONNA et al., 2009).

NGUYEN e outros inventores (2010) desenvolveram composicdo contendo pelo

menos uma poliamina contendo dois grupos amino (polietilenemina, quitosana e
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polivinilamina), silicone, polimero formador de filme e opcionalmente um tensoativo
cationico. Por outro lado, CARBALLADA e demais inventores (2010), propuseram a
utilizacdo de composicdo contendo pelo menos um monomero etilénico do grupo:

sulfopropilacrilato, alquilacetamidoacrilato e misturas de ambos.

Além disso, também hd uma patente que descreve a aplicacdo de pelo menos dois
polimeros catidnicos € um silicone solivel em dgua. O polimero se deposita na
superficie das fibras capilares através de interacdo eletrostatica, facilitando a adsor¢do
dos silicones, que conferem maior maciez ao cabelo (GODDINGER et al., 2010). Essa
composi¢ao € destinada a aplica¢do prévia ao tratamento oxidativo com descolorante,

proporcionando maior estabilidade da cor.

Um material particulado hidrofébico composto de oxido de etileno com superficie
modificada associado a um silicone hidrofébico formador de filme e um veiculo

cosmético foi proposto por LAMBERTY e colaboradores em 2013.

As patentes existentes aplicando nanoparticulas a composi¢des capilares envolvem
nanoparticulas de sericina (VELASQUEZ et al.,, 2012), um produto nanoscépico
(SOANE; LINFORD, 2004) e um processo de obtencdo de nanoparticulas organicas
(BROUNS et al., 2013).

No trabalho descrito por VELASQUEZ e demais inventores (2012), as
nanoparticulas de sericina, proteina produzida pelo bicho-da-seda, foram obtidas através
de reticulagdo com goma guar quaternizada. Essa composi¢do pode ser incorporadas a
tinturas capilares, xampu, condicionador e creme leave-in ou rinse-off. A sua aplicacdo
em tinturas, proporciona manutenc¢do de cor e reducdo do volume capilar dos cabelos

tingidos.

O produto nanoscOpico € constituido de um agente ligado fisicamente a uma
nanoestrutura polimérica. O agente inclui substancias como fragrancias, tinturas
capilares, fairmacos, pigmentos. Essas nanoparticulas sdo formadas mediante contato do
agente com polimeros, oligbmeros ou mondmeros que se organizam ao redor desse e se
polimerizam. Em fun¢do da estrutura polimérica conter grupos funcionais reativos,
possibilita a sua imobilizacdo no cabelo, aumentando a reten¢do do agente na fibra

capilar (SOANE; LINFORD, 2004).

O processo de obtencdo de nanoparticulas organicas envolve o preparo de uma

solucdo contendo um poliéster e/ou resina de éster vinilico e um mondmero
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hidrofébico; dispersdo dessa solucdo em dgua para obtencdo de uma emulsdo e, o
emprego de um inibidor solivel em &4gua para obtencdo de uma dispersdo de
nanoparticulas. O emprego desse processo também se estende a microparticulas
orgadnicas, mediante a secagem, coagulacio ou floculagdo das nanoparticulas

previamente obtidas (BROUNS et al., 2013).

A composi¢do a ser patenteada diferencia-se das demais por possibilitar o emprego
de baixa concentracdo de filtro solar, evitando possiveis efeitos irritantes ocasionados
pelo uso de concentracdes mais altas desse. Além disso, as nanocdpsulas desenvolvidas
na presente invencdo atuam como filtros solares fisicos, proporcionando um efeito
adicional na prote¢do contra a perda de cor provocada pela radiagdo. Adicionalmente,
essa nova composi¢cdo aumenta o tempo de permanéncia da cor inclusive de tintura
tempordria, a qual facilmente degrada ou € removida por lavagem e, por isso, tem sido
pouco empregada, apesar das suas vantagens com relagdo a seguranca e facilidade de

aplicacdo.

Existe algum tipo de divulgacao?
()Sim (X)Nao

Se sim, QUANDO foi divulgado e qual o tipo da divulgacao?*
Teses, dissertagdes, artigos, congressos, palestras, apresentacoes, livros, anais...

* Anexar copia do documento que foi divulgado

Desvantagens e/ou Limitacoes Do Invento

Pelo fato da suspensio de nanocdpsulas apresentar baixa viscosidade € necessario
a sua veiculacio prévia em um semissélido, como um creme/gel para possibilitar a sua

aplicacdo capilar.

O emprego da nanotecnologia poderd acarretar a elevagao do preco no produto em

que estard contido.
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Transferéncia de Tecnologia
COMENTE A POTENCIALIDADE DE COMERCIALIZACAO DA PRESENTE
INVENCAO. (Especifique areas de aplicacdo e/ou produtos que imaginas que possam

utilizar esta nova tecnologia)

A composicao desenvolvida apresenta aplicagdo como um adjuvante na
manutencao de cor apds a aplicagdo da tintura capilar. Assim, a composi¢c@o poderia ser
associada a um creme de hidratacdo/tratamento a ser utilizado posteriormente a

aplicacdo de tinturas capilares.

CITE MERCADOS OU EMPRESAS QUE PODERIAM TER INTERESSE EM
CONHECER ESTA NOVA TECNOLOGIA (setores industriais / farmacéuticos /

médicos / agronegdcios)

Indistrias de bens de consumo: Induistria cosmética, téxtil, quimica.
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