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RESUMO

O objetivo principal deste trabalho foi determinar se a penetracdo cutanea de
nanocapsulas em pele de porco seria dependente da arquitetura
supramolecular dos nanocarreadores. Para isso, primeiramente, tentou-se
desenvolver nanocapsulas com diferentes distribuicées de tamanho através do
método emulsificacdo-difusdo. Como isto nao foi possivel, optou-se por
desenvolver nanocapsulas poliméricas e de nucleo lipidico (contendo
monoestearato de sorbitano) com polimero covalentemente ligado a rodamina
B através do método de deposicao interfacial de polimero pré-formado. As
suspensdes (LNCL e NC.) foram obtidas utilizando poli(e-caprolactona) como
parede polimérica e triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (TCC) (NCL) ou
monoestearato de sorbitano e TCC (LNCL) como nucleo e, posteriormente,
foram caracterizadas quanto a distribuicdo de tamanhos por difracdo de laser e
espectroscopia de correlacdo de fétons. As nanocapsulas apresentaram
didmetro médio de particulas 176 e 170 nm (SPAN<2,0) para LNCL e NC,
respectivamente, por difracdo de laser, e 182 e 179 nm (PDI<0,1) para LNC. e
NCL, respectivamente, por espectroscopia de correlacdo de fotons. Apoés
experimento de penetracdo cutanea in vitro em pele de porco observou-se, por
microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) que as NC. foram capazes
de penetrar mais profundamente através da pele, enquanto que as LNC.L
permaneceram nas camadas mais superiores. Em concluséo, estes resultados
sdo promissores na aplicacdo de nanocapsulas para fins cosméticos onde
poder-se-ia modular a penetracdo cutanea, pelo uso de nanocapsulas de
nucleo lipidico (LNC) para efeito reservatério na epiderme ou diminuindo a
concentracdo de monoestearato de sorbitano para modular a penetracdo em

camada planejada da pele.

Palavras-chaves: nanocapsulas, penetracdo cutdnea e corantes

fluorescentes.
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Polymeric nanocapsules: supramolecular architecture control and skin

penetration evaluation in pig skin.

ABSTRACT

The main purpose of this study was to determine whether skin penetration of
nanocapsules into pig skin would be dependent on the supramolecular
architecture of the nanocarriers. For this, first, we tried to develop nanocapsules
with different size distributions through emulsification-diffusion method. As this
was not possible, we chose to develop polymeric nanocapsules and lipid core
nanocapsules (containing sorbitan monostearate) with polymer covalently
labeled with rhodamine B through interfacial deposition of preformed polymer
method. The suspensions (LNCL and NCL) were obtained using poly(e-
caprolactone) as polymeric wall and capric/caprylic triglycerids (CCT) (NCv.), or
sorbitan monostearate and TCC (LNC.) as the core, and subsequently they
were characterized the size distribution by laser diffraction and photon
correlation spectroscopy. Nanocapsules showed an average diameter of
particles 176 and 170 nm (SPAN <2.0) for LNC. and NCy, respectively, by laser
diffraction, and 182 and 179 nm (PDI <0.1) for LNCL and NC., respectively, by
spectroscopic photon correlation. After skin penetration in vitro experiment in
pig skin, the confocal laser scanning microscopy (CLSM) images showed that
NCL was able to penetrate more deeply through the skin, while LNCL remained
in the outer layers. In conclusion, these results are promising for the use of
nanocapsules for cosmetic purposes which would be able to modulate the skin
penetration, the use of lipid core nanocapsules (LNC) for reservoir effect on skin
or decreasing the concentration of sorbitan monostearate to modulate the

penetration on planned skin layer.

Keywords: nanocapsules, skin penetration and fluorescent dyes.
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Nas ultimas décadas, o crescimento explosivo da nanotecnologia vem
desafiando as inovagfes na liberacdo de compostos biologicamente ativos
(COUVREUR e col.,, 2006). O emprego das nanoparticulas poliméricas
(nanocapsulas e nanoesferas) como sistemas de liberacdo de farmacos
apresenta vantagens resultantes de duas das principais propriedades basicas:
1) o tamanho reduzido; ii) a versatilidade dos sistemas, nos quais diversos
agentes terapéuticos podem ser encapsulados, dispersos ou dissolvidos
(GUTERRES e col., 2007a). Elas tém sido propostas como alternativa para
aumentar a penetracdo de substancias na pele devido a sua forte interacao
com a superficie cutanea (SHIM e col., 2004; ALVAREZ-ROMAN e col,,
2004a).

As nanocapsulas para aplicacdo cutanea sao preparadas a partir de um
polimero, um ou mais tensoativos e de um 06leo biocompativel e apresentam
didmetro entre 100 e 300 nm. Geralmente sdo preparadas por técnicas de
deposicao interfacial do polimero pré-formado ou emulsificagdo-difusdo. O
mecanismo de formacédo das nanoparticulas para a deposicao interfacial ocorre
quando a fase organica (FO) € vertida na fase aquosa (FA) sob agitacdo
moderada. As nanoparticulas sao formadas instantaneamente pela rapida
difusdo do solvente organico na FA. Na emulsificacdo-difusdo a FO é
emulsificada na FA sob agitacdo vigorosa nesta fase. A posterior adicdo de
agua leva a difusdo do solvente para a FA e formacdo das nanoparticulas
(MORA-HUERTAS e col., 2010; POLETTO e col., 2009). Estes dois métodos
se diferenciam quanto ao numero de etapas, onde o primeiro ocorre em 1
etapa e o solvente organico € miscivel em agua. O segundo ocorre em 2
etapas e 0 solvente organico é parcialmente miscivel em agua. A deposicéo
interfacial apresenta vantagem na obtencdo espontanea de particulas com alta
eficiéncia de encapsulacéo, e a emulsificacdo-difusdo controle de distribuicéo
de diametros (MORA-HUERTAS e col., 2010; GUTERRES e col., 2007b;
POLETTO e col., 2009).

Dentre os polimeros, a poli(e-caprolactona) é uma das mais utilizadas

devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades
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mecanicas, enquanto o0 nucleo oleoso é freqientemente composto de
triglicerideos (GUTERRES e col., 2007b).

Nanocépsulas de nucleo lipidico foram desenvolvidas nos ultimos anos
pela adicdo de monoestearato de sorbitano na formulacdo de nanocapsulas
poliméricas (MULLER e col., 2001). A caracterizacao fisico-quimica dessa nova
formulacdo (MULLER e col., 2001; CRUZ e col., 2006) demonstrou que 0
monoestearato de sorbitano, um tensoativo de baixo EHL, est4 disperso no
triglicerideo dos acidos céaprico e caprilico (TCC). JAGER e colaboradores
(2009) estabeleceram uma correlacao entre a liberacdo de uma sonda lipofilica
nanoencapsulada e a concentragdo de monoestearato de sorbitano dispersa no
ndcleo das nanocapsulas. Recentemente FIEL e colaboradores (2010)
demonstraram que a presenca de monoestearato de sorbitano no nucleo
lipidico de nanocarreadores poliméricos modifica as propriedades mecéanicas

deste sistema tornando-os mais rigidos.

As técnicas experimentais utilizadas para avaliar o mecanismo de
interacdo das particulas com a pele como experimentos de difusdo e de
analises por microscopia eletrdnica, microscopia Otica e fluoromicrografia;
apresentam como desvantagem a necessidade de congelamento (criofixagao)
do tecido, que pode alterar a organizacao lipidica da pele ou resultar na
reorganizacdo da camada. A principal vantagem da microscopia confocal de
varredura a laser (CLSM) é que o tecido pode ser seccionado opticamente
permitindo a visualizacdo da distribuicdo da sonda fluorescente nas camadas
(ALVAREZ-ROMAN e col., 2004a).

Portanto, a hipotese deste trabalho foi verificar se 0 comportamento de
permeacdo cutanea in vitro seria dependente da estrutura supramolecular de
nanocapsulas. Desta forma, foram preparadas nanocapsulas poliméricas e
nanocapsulas de nucleo lipidico marcadas com corante fluorescente ligado
quimicamente ao polimero para a avaliacdo da permeagdo cutanea em células
de Franz e observacdo dos cortes de pele de porco através de microscopia

confocal de varredura a laser.
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GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi determinar se a penetracéo
cutdnea de nanocapsulas em pele de porco seria dependente da arquitetura

supramolecular dos nanocarreadores.

ESPECIFICOS

o Desenvolver suspensdes de nanocapsulas com diferentes distribuicbes

de tamanhos através do método emulsificacéo-difuséo.

o Desenvolver suspensfes de nanocdpsulas poliméricas e de
nanocapsulas de ndcleo lipidico, cujo polimero esta covalentemente ligado a

rodamina B através do método deposicao interfacial de polimero pré-formado.

o Avaliar se nanocapsulas poliméricas e nanocépsulas de nucleo lipidico
apresentam diferentes caracteristicas de penetracdo cutanea empregando-se
células de Franz, pele de porco como membrana e microscopia confocal de

varredura a laser (CLSM).
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3.1 Nanoparticulas, nanocapsulas poliméricas e nanocapsulas de nucleo

lipidico

O controle da liberagdo de farmacos em sitios de acgéo especificos,
através da utilizacdo de carreadores, capazes de permitir a otimizacdo da
velocidade de cedéncia e do regime de dosagem das substancias, tem sido
uma area de intensa pesquisa. Dentre os carreadores, incluem-se as
microparticulas e o0s sistemas coloidais (lipossomas e nanoparticulas)
(SCHAFFAZICK e col., 2003).

As nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém
atraido maior atencdo dos pesquisadores em relacdo aos lipossomas, devido
as suas potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade nos fluidos
biolégicos e durante o armazenamento. A nhanoencapsulacdo apresenta
vantagens como (a) diminuir os efeitos colaterais de certos farmacos, (b)
proteger o farmaco da degradacdo no trato intestinal (via oral) e na luz (via
tépica), (c) aumentar a absorcdo do farmaco através da difusédo facilitada no
epitélio, (d) modificar a farmacocinética e perfil de distribuicdo do farmaco no
tecido e/ou (e) melhorar a penetragao e distribuicéo intracelular (COUVREUR e
col., 2006; SCHAFFAZICK e col., 2003).

Nanoparticulas poliméricas sédo dispersbes particuladas compostas de
pelo menos uma fase polimérica com distribuicdo de tamanhos na faixa
nanomeétrica (COUVREUR e col., 2002). Essas nanoparticulas se classificam
em nanocapsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a
composicdo e organizacdo estrutural (SCHAFFAZICK e col.,, 2003). As
nanocapsulas sao constituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor
de um ndcleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica e estabilizadas por tensoativos. Por outro lado,
as nanoesferas, que nao apresentam 6leo em sua composi¢ao, sao formadas
por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido
(SCHAFFAZICK e col., 2003).

Os métodos utilizados na preparacdo das nanoparticulas poliméricas

podem ser baseados na polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos
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(cianoacrilatos de alquila) e precipitacdo de polimeros pré-formados
(GUTERRES e col. 2007a). Atualmente varios métodos estéo disponiveis para
a preparacédo de nanoparticulas poliméricas utilizando polimeros pré-formados,
tais como nanoprecipitacdo (FESSI e col., 1988) e deposicéo interfacial de
polimeros (FESSI e col., 1989), salting-out (BINDSCHAEDLER e col., 1988;
GALINDO-RODRIGUEZ e col., 2004), emulsificacdo-evaporacdo de solvente
(BUDHIAN e col., 2007; BABAK e col., 2007) e emulsificagdo-difusédo (LEROUX
e col, 1995, QUINTANAR-GUERRERO e col., 1996; QUINTANAR-
GUERRERO e col., 1998;). Dentre estes se destacam: o método de deposicéo
interfacial do polimero pré-formado (adaptado do método de nanoprecipitacao),
descrito por FESSI e colaboradores (1988), e 0 método de emulsificacao-
difusdo, descrito por LEROUX e colaboradores (1995), patenteado e estudado
por QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (1996).

A emulsificacdo-difusdo é um processo de duas etapas onde uma
emulsdo convencional O/A é formada usando um solvente parcialmente soltvel
em agua (QUINTANAR-GUERRERO e col.,1996; MOINARD-CHECOT e col.,
2006; POLETTO e col., 2009), que sdo previamente saturados entre si. A
adicdo posterior de 4gua no sistema provoca difusdo do solvente para a fase
externa, resultando na formacdo de nanoparticulas (MORA-HUERTAS e col.,
2010; POLETTO e col.,, 2009). Esse método apresenta vantagens como
possibilidade de controle de distribuicdo de diametros que, recentemente, foi
estudado por POLETTO e colaboradores (2008 e 2009), além de alta
reprodutibilidade e facil mudanca de escala (scaling-up) (QUINTANAR-
GUERRERO e col., 1996; MOINARD-CHECOT e col., 2006; POLETTO e col.,
2009). Do ponto de vista do consumo de agua, este método é sem duvida uma
desvantagem. No entanto, esta condicao representa uma vantagem em termos
de etapas de purificagcdo (MORA-HUERTAS e col., 2010).

Com relagéo ao controle de tamanho de nanoparticulas, foi descrito por
POLETTO e colaboradores (2008) que € possivel controlar o diametro de
nanocapsulas e nanoesferas de PHBHV preparadas pelo método
emulsificacao-difusdo modificando a proporcéao da fase organica (cloroférmio e
etanol). Observou-se que particulas menores (253 a 493 nm) foram obtidas
com a proporcao 30:70 de cloroférmio:etanol e as particulas maiores (896 a
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1568 nm) somente com cloroférmio. Em (2009) os mesmos autores prepararam
nanoesferas de PCL com controle de didmetro através do mesmo método
variando a taxa de cisalhamento da emulsdo primaria, além da proporcao da
fase organica (acetato de etila e etanol). Observou-se as particulas menores
(249 nm) foram obtidas com taxa de cisalhamento de 17500 rpm e proporcao
acetato de etila:etanol (60:40). Por outro lado, as particulas maiores (423 nm)
foram obtidas com taxa de cisalhamento de 9500 rpm e somente acetato de

etila como fase organica.

Através do método deposicdo interfacial do polimero pré-formado as
nanocapsulas sédo obtidas como uma suspensao coloidal formada quando a
fase orgéanica é injetada, com agitacdo moderada, na fase aguosa (MORA-
HUERTAS e col.,, 2010). Os solventes utilizados sdo misciveis com a agua
(exemplo: acetona ou etanol). A vantagem deste método € a obtencao
espontanea, de baixo custo, rapida, eficiente e reprodutivel de pequenas
particulas com alta eficiéncia de encapsulacao (MORA-HUERTAS e col., 2010;
GUTERRES e col., 2007b).

Na ultima década, novos nanocarreadores foram desenvolvidos pelo
nosso grupo de pesquisa, e denominados nanocapsulas de nucleo lipidico
(LNC) (MULLER e col., 2001; JAGER e col., 2009; VENTURINI e col., 2011).
Estas sdo compostas por uma dispersdao de monoestearato de sorbitano em
triglicerideo dos acidos caprico e caprilico (TCC), no ndcleo, e ao redor uma
parede polimérica de poli(e-caprolactona) (PCL). Recentemente JAGER e
colaboradores (2009) verificaram a influéncia da concentragdo de
monoestearato de sorbitano no nucleo lipidico (TCC) na liberacdo do éster
etilico de indometacina. Neste estudo observou-se que 0 aumento da
viscosidade do nucleo devido ao aumento da concentracdo de monoestearato
de sorbitano diminuiu o fluxo difusional do éster de indometacina. E mais
recentemente, FIEL e colaboradores (2010) verificaram que esse aumento de
viscosidade modifica as propriedades mecéanicas das nanocapsulas modulando
0 comportamento elastico desses coldides. Assim, poder-se-ia supor que fosse
possivel modificar as propriedades de deformacao das nanocapsulas contendo
monoestearato de sorbitano para que essas nanoparticulas ficassem mais
retidas na superficie da pele, servindo de reservatério.
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3.2 Nanoparticulas poliméricas, permeacdo cutanea e sondas

fluorescentes

O estrato cérneo é a camada mais externa da pele e oferece a principal
resisténcia para a penetracdo de compostos aplicados topicamente. Diversas
sdo as vantagens da aplicacdo cutanea de substancias ativas quando
nanoencapsuladas. Entre elas, pode-se citar a diminuicdo da irritacdo e
alergenicidade cutanea, da fotoinstabilidade e da oxidacdo do farmaco, bem
como a possivel diminuicdo de odores desagradaveis. A liberacdo controlada
pode diminuir a necessidade de aplicacdes repetidas, bem como aumentar a
quantidade de farmaco disponivel no local de acédo desejado (GUTERRES e
col., 2007Db).

O grau de penetracao e transporte dos nanocarreadores através da pele
parecem ser dependente principalmente da composicdo quimica dos
componentes, no mecanismo de encapsulacdo, que, por consequéncia,
influencia o mecanismo de liberacdo do farmaco, no tamanho de
nanoparticulas e, assim como, na viscosidade das formulacées (GUTERRES e
col., 2007b).

A principal vantagem da microscopia confocal de varredura a laser
(CLSM) sobre as técnicas classicas para estudar o mecanismo de interacdo
das particulas com a pele (experimentos de difusdo e de visualizacdo por
microscopia eletrénica, microscopia 6tica e fluoromicrografia) € permitir que a
distribuicdo de uma sonda fluorescente em uma amostra bioldgica seja
visualizada em profundidade, sem a necessidade de fixacdo do tecido e/ou
corte. A desvantagem das outras técnicas é a necessidade de congelamento
(criofixagdo) do tecido, que pode alterar a organizagdo lipidica da pele ou
resultar na reorganizagéo da camada (ALVAREZ-ROMAN e col., 2004a).

Nos ultimos anos, o encapsulamento de compostos fluorescentes em
nanoparticulas poliméricas para estudos de permeacdo cutdnea vem sendo
amplamente utilizado pelos pesquisadores (ALVAREZ-ROMAN e col., 2004b;
GU e col., 2004; SHIM e col., 2004; RASTOGI e col., 2009; WU e col., 2009a;
YOU e col.,, 2009; ARAYACHUKEAT e col., 2011), quanto a utilizacdo de
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polimeros fluorescentes, muitos pesquisadores tém adquirido estas particulas
fluorescentes comerciais (ALVAREZ-ROMAN e col., 2004a; VOGT e col., 2006;
GOPEE e col., 2009) ou sintetizado através de ligacdo quimica do polimero
com a sonda fluorescente. Estes polimeros marcados séao utilizados para a

visualizacado da penetracéo da particula na pele.

Em 2006, STRACKE e colaboradores estudaram a penetracdo em pele
humana de nanoparticulas de PLGA-FA com Texas red encapsulado. O PLGA
foi covalentemente ligado a fluoresceinamina (FA) através de reacdo com
EDCI. As peles foram analisadas por microscopia multiféton. As imagens
mostraram que a particula (PLGA-FA) permaneceu na superficie e o Texas red
encapsulado foi liberado no inicio da permeacdo. No ano seguinte,
LADEMANN e colaboradores empregaram nanoparticulas com polimero
marcado (PLGA-FA) de 320 nm para avaliar a penetragcdo e 0 comportamento

de nanoparticulas contendo sondas fluorescentes nos foliculos pilosos.

SHEIHET e colaboradores (2008) investigaram a penetracédo cutanea de
nanoesferas derivadas de tirosina (copolimeros tribloco) contendo vermelho do
Nilo (NR) ou 5-dodecanoilaminofluoresceina (DAF) como modelo de farmacos
lipofilicos. Os autores concluiram que nanoesferas derivadas de tirosina
facilitam o transporte de substancias lipofilicas para as camadas mais

profundas da pele.

WU e colaboradores (2009b) visualizaram a permeacdo cutanea de
nanoparticulas de poli(metacrilato de metila) (PMMA) e poliestireno (PS)
contendo metacrilato de fluoresceina (FMA) covalentemente ligada através de
polimerizacdo em emulsdo, juntamente com vermelho do Nilo disperso. As
imagens de CLSM mostraram que as nanoparticulas ficaram retidas no estrato
corneo, localizadas nos sulcos da pele e ao redor dos foliculos pilosos e o
vermelho do Nilo liberado permeou nas camadas mais profundas da pele. Os
mesmos autores utilizaram nanoparticulas, sintetizadas por polimerizagdo em
emulsdo, com dois polimeros variando o grau de hidrofobicidade e vermelho do
Nilo disperso para permeacdo cutanea. As imagens de CLSM mostraram que
as particulas ficaram retidas no estrato cérneo, mas tiveram afinidade pelos

foliculos pilosos (WU e col., 2009c).
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Adicionalmente, TEIXEIRA e colaboradores (2010) estudaram a
permeacdo através de CLSM, em pele humana, de nanocapsulas de
poli(lactideo) marcadas com azul do Nilo e contendo palmitato de retinila. O
grupo amina do Azul do Nilo foi covalentemente ligado ao polimero, pela
ativacdo da carboxila terminal com diciclohexilacarbodiimida. As imagens de
CLSM mostraram que as hanocapsulas permearam uniformemente na pele. Os
autores sugeriram que 0 mecanismo de permeac¢do das nanocapsulas foi

intercelular.

Desta forma, o comportamento de nanoesferas e de nanocapsulas
poliméricas mostrou-se diferenciado quanto a penetracdo dos nanocarreadores
na pele. Esses achados abrem o questionamento sobre a potencialidade de
modular a penetracdo na pele pelo uso de nanocéapsulas de ndcleo lipidico cuja
rigidez poderia ser controlada pela variacdo da concentracdo de monoestearato
de sorbitano no seu ndcleo. Alternativamente, poder-se-ia pensar que
diferentes tamanhos de nanocépsulas poliméricas poderiam modular a

penetracdo dos carreadores nas diferentes camadas da pele.
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4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

Poli(e-caprolactona) (PCL) (Aldrich - Strasbourg, Franca) Mw = 14.000
g/mol e 65.000 g/mol;

Poli(e-caprolactona) (PCL, Capa® 6500) (Perstorp - Reino Unido) Mw =
114.000 g/mol;

Monoestearato de sorbitano (SPAN 60®) (Delaware - Porto Alegre,

Brasil);
Polissorbato 80 (Tween 80®, P80) (Delaware - Porto Alegre, Brasil);
Benzofenona-3 (BZ3) (Delaware - Porto Alegre, Brasil);

Triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TCC) (Crodamol - Séo

Paulo, Brasil) e (Delaware - Porto Alegre, Brasil);

Alcool polivinilico (PVA) (Delaware - Porto Alegre, Brasil) Mw = 200.000
g/mol, 88% hidrolisado;

Fosfatidilcolina (Lipoid® 75) (Gerbras - Anapolis, Brasil);
Rodamina B (RoB) (Sigma-Adrich - Saint Louis, EUA).
4-(N, N-dimetilamino)piridina (DMAP) (Sigma-Adrich - Saint Louis, EUA);

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (Sigma-Adrich - Saint
Louis, EUA);

4.1.2 Aparelhos e Equipamentos

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

Balanga analitica SA 210 (Scientech - EUA);
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Evaporador rotatério Buchi RE120 (Suica);
Placa de agitacdo magnética com 15 pontos (Velp - Europa);

Dispositivo de aquecimento e circulacdo de agua, acoplado a termostato
IKA EH4 (Alemanha);

Medidas de pH foram realizadas utilizando-se potenciémetro Micronal B-
474 (Sao Paulo, Brasil);

As andlises de espalhamento mdultiplo de luz foram realizadas utilizando
0 Turbiscan LabExpert (Formulaction - Toulouse, Franca);

Ultra-Turrax® T10 basic (Ika-Werke - Alemanha);
Ultra-Turrax® T25 basic (Ika-Werke - Alemanha);
Agitador em hélice RW20 DZM-n (Ika-Werke - Alemanha);

Centrifuga Baby® | 206 BL (Fanem - Brasil).

Grupo de pesquisa: Sistemas Nanoestruturados para a Administracdo de

Farmacos, Faculdade de Farméacia/UFRGS, coordenado pela Profa. Dr. Silvia

S. Guterres:

Andlises de espectroscopia de correlacdo de fotons e as andlises de
mobilidade eletroforética foram realizadas utilizando um Zetasizer®

Nanoseries modelo ZEN 3600 (Malvern - Reino Unido);

Andlises de difracdo a Laser foram realizadas utilizando um Mastersizer®
2000 (Malvern - Reino Unido) utilizando indice de refragdo do

poliestireno;

Medidas de Viscosidade foram realizadas em viscosimetro rotacional
modelo DV-II+ Pro, spindle ULA (Brookfield Engineering - USA).
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Centro de Microscopia eletronica (CME) da UFRGS, projeto vinculado ao

CNANO. Auxilio do Técnico Carlos Eduardo Lima dos Santos;

e Andlises de varredura foram realizadas em um microscopio confocal de

varredura a laser invertido LSM700 (Carl Zeiss - Alemanha).
Laboratério E208 no IQ/UFRGS. Coordenado pelo prof. Dr. Valter Stefani:

e Andlises de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro
Hitachi (F-4500).

4.1.3 Solventes
e Acetato de Etila (Nuclear - Brasil);
e Acetona (Nuclear - Brasil);
e Alcool Etilico (Etanol) (Nuclear - Brasil);
e Agua destilada;

e Agua ultrapura (Agua Milli-Q®) (Destilador/deionizador Millig-Q® -
Millipore - EUA);

e Diclorometano (Nuclear - Brasil);

e Cloroférmio (Nuclear - Brasil);

e Metanol (Nuclear - Brasil);

e Tetraidrofurano (THF) (Tedia - EUA);

Todos os produtos quimicos e solventes empregados foram utilizados

em grau farmacéutico. Todos os reagentes foram utilizados como fornecidos.
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4.2 Métodos
4.2.1 Ligacao darodamina B em poli(e-caprolactona)

A sintese do polimero marcado foi realizada conforme ja descrita por
(POLETTO e col.,, 2011). Primeiramente a rodamina B (0,160 mmol) foi
dissolvida em diclorometano seco (10 mL). Essa solucdo foi mantida sob
atmosfera de argbnio na temperatura ambiente para a adicdo de N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP; 0,160 mmol). Apés 40 min, adicionou-se 0,160
mmol de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI), que reagiu por 40
min adicionais. Em seguida, adicionou-se uma solucdo de poli(e-caprolactona)
(PCL Mw = 14000 g/mol; 0,160 mmol) em diclorometano seco (15 mL)
mantendo-se a mistura sob agitacdo magnética por 5 dias. ApOs esse periodo,
o meio reacional foi lavado com &gua destilada (3x200 mL). O solvente foi,
entdo, evaporado sob pressao reduzida utilizando-se evaporador rotatorio. Ao
sélido resultante foram adicionados 100 mL de etanol. A suspenséo foi agitada,
evaporada para remocao de solvente e umidade e o solido foi retomado em
tetraidrofurano. Esta solucdo foi precipitada, sob baixa agitacdo, em etanol
gelado. A suspenséao resultante foi centrifugada sucessivas vezes (2.395 xg por
10 min) até separacdo completa do sélido. O precipitado foi retomado em
tetraidrofurano, reprecipitado em etanol gelado e centrifugado. Apds varias
repeticbes deste procedimento, o sélido foi centrifugado na presenca de etanol

até obtencado de sobrenadante transparente.

O indicativo de auséncia de rodamina B livre no produto final (PCL-RB)
foi verificada através de cromatografia em camada delgada (TLC),
empregando-se cloroférmio:metanol (9:1 v/v) como eluente. A placa foi

revelada sob luz ultravioleta (254 e 365 nm).

4.2.2 Quantificacdo da Rodamina B (RoB) ligada ao polimero (PCL)

A rodamina B ligada a PCL foi quantificada por espectroscopia de
fluorescéncia, com comprimento de onda de excitagdo de 553 nm e emissao de

568 nm, em cubeta de quartzo (caminho 6ptico 1 cm). Preparou-se a curva
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analitica para quantificacdo da rodamina B a partir de uma solucdo-méae em
etanol com diluicbes para 1; 2; 2,5; 3 e 4 uM em cloroférmio. Para quantificar a

amostra o polimero marcado foi solubilizado em cloroférmio.

4.2.3 Preparacado das microcapsulas (MC) e nanocapsulas (NC)

Com o objetivo de obter formulagbes com diametros diferentes, as
formulagBes de nanoparticulas poliméricas [nanocapsulas (NC), nanocapsulas
de nucleo lipidico (LNC) ou microcapsulas (MC)] foram preparadas através de
dois métodos diferentes: emulsificacdo-difusdo (QUINTANAR-GUERRERO e
col., 1998; POLETTO e col., 2008) e deposicdo interfacial de polimero preé-
formado (FESSI e col., 1989; JAGER e col., 2009). Estes foram chamados de

meétodo 1 e método 2, respectivamente.

4.2.3.1 Método 1: Emulsificacdo-difuséo
Preparacao de microcapsulas poliméricas

Para preparar as formulacdes foram utilizadas diferentes composicdes
quali-quantitativas (Tabela 1). Primeiramente, acetato de etila e agua foram
previamente saturados entre si em péra de decantacdo, seguido de separacéo
das fases. O polimero (PCL), tensoativo, a benzofenona-3 (BZ3), e triglicerideo
dos acidos caprico e caprilico (TCC) foram solubilizados (40 °C) na fase
organica (acetato de etila saturado com agua ou mistura deste com etanol). Uma
fase aguosa contendo tensoativo de elevado EHL foi preparada. As duas fases
organica e aquosa foram misturadas e ultra-agitadas em rotor-estator de 9400 a
20450 rpm (Ultra-Turrax®). Apés 5 min, uma segunda fase aquosa foi vertida sob
a emulsdo primaria sob agitacdo mecéanica de 300 rpm. A suspensao
permaneceu em agitacdo durante 40 min a 40 °C. O solvente organico foi
removido em rotaevaporador e a suspenséao foi concentrada até o volume final

desejado.
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Dois modelos de Ultra-Turrax® foram utilizados, as taxas de cisalhamento
6500, 9500, 17500, 19000 e 21500 rpm foram utilizadas no modelo T25 e as
taxas 9400 e 20450 rpm no T10. Lipoid® 75 foi utilizado como tensoativo de
baixo EHL enquanto PVA ou polissorbato 80 foram utilizados como

tensoativo/emulsificante de elevado EHL.

As formulagbes foram nominadas MCx.y, onde X corresponde a
velocidade do Ultra-Turrax®, por exemplo, 204 corresponde a 20450 rpm, e Y a
concentracdo de PVA ou TCC ou percentual de etanol. A tabela 1 mostra as
suspensdes de microcipsulas preparadas com PVA ou polissorbato 80 como
tensoativo na fase organica. A formulacdo MCos-16ro8 fOi preparada com a
mesma composi¢cdo da MCos-16, porém o TCC foi saturado com rodamina B.
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Preparacdo de nanocapsulas poliméricas

Para preparar as nanocapsulas também foram utilizadas diferentes
composi¢cdes quali-quantitativas (Tabela 2). Acetato de etila e agua foram
previamente saturados entre si em péra de decantacdo, seguido de separacéo
das fases. O polimero (PCL), tensoativo, a benzofenona-3 (BZ3), e triglicerideos
dos acidos caprico e caprilico (TCC) foram solubilizados (40 °C) na fase
organica (acetato de etila saturado com agua ou mistura deste com etanol). Uma
fase agquosa contendo tensoativo de elevado EHL foi preparada. As duas fases
organica e aquosa foram misturadas e ultra-agitadas em rotor-estator de 6500 a
20450 rpm (Ultra-Turrax®). Ap6s 5 min, uma segunda fase aquosa foi vertida sob
a emulsdo priméria sob agitacdo mecéanica de 300 rpm. A suspensao
permaneceu em agitacdo durante 40 min a 40 °C. O solvente organico foi
removido em rotaevaporador e a suspenséao foi concentrada até o volume final

desejado.

As formulagdes foram nominadas NCx.v, onde X corresponde a
velocidade do Ultra-Turrax® e Y a benzofenona-3 (BZ3) ou quantidade de TCC,
por exemplo, 165 corresponde a 1650 pL, ou percentual de etanol. Tabela 2
mostra as suspensfes de nanocapsulas contendo polissorbato 80 como
tensoativo da fase aquosa 1, contendo ou ndo Lipoid® 75 na fase organica e

preparadas com ou sem BZ3.
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4.2.3.2 Método 2: Deposicao interfacial de polimero pré-formado
Preparacdo de nanocapsulas poliméricas

Uma solugdo de 100 a 250 mg de PCL, 100 a 400 pL de TCC foram
solubilizados, a 40°C, em 25 a 67,5 mL de acetona. A fase organica foi injetada
em um fase aquosa (50 a 132,5 mL) contendo 20 a 400 mg de polissorbato 80.
Apés 10 minutos de agitacdo magnética moderada, o solvente orgéanico foi
removido e a suspensao concentrada em evaporador rotatério sob pressao
reduzida (40°C). O volume final das formula¢des foi ajustado a 10 ou 25 mL em

baldo volumétrico.

As formulac¢des foram nominadas NCx, onde X corresponde a sequéncia
(1 a 5) ou contém rodamina B (4-RoB) ou branca (B) ou contém o polimero
marcado (L) (Tabela 3).

Tabela 3. Composicdo das formulacdes de NC.

Componentes NCi NC:2 NCs NCa-roB NCs NCs NCL
Fase Agua Milli-Q® 53 53 53 132,5 53 53 53
Aquosa (mL)
Polissorbato 80 20 20 160 400 80 80 80
(mg)
Fase PCL-RHOB - - - - - - 10
Ani (mg)
Organica —5° 100 100 100 250 100 10 -
Mw=14.000
(mg)
PCL - - - - - 90 90
Mw=114.000
(mg)
TCC 200 100 160 400* 160 160 160
(ML)
Acetona 27 27 27 67,5 27 27 27
(mL)
Volume 10 10 10 25 10 10 10
final (mL)

*TCC saturado com rodamina B.
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Preparacao de nanocapsulas de nudcleo lipidico

Resumidamente, foram pesados PCL (10 a 100 mg), monoestearato de
sorbitano (SPAN 60®; 40 mg) e TCC (160 pL) e solubilizados com acetona (27
mL) a 40°C. A fase organica foi injetada huma soluc¢éo aquosa (53 mL) contendo
polissorbato 80 (80 mg). Apds 10 minutos de agitacdo magnética, o solvente
orgéanico foi evaporado e a suspensdao foi concentrada em rotaevaporador sob
pressdo reduzida. O volume final (10 ou 25 mL) foi ajustado em baldo

volumétrico.

As formulagdes foram nominadas NCLx, onde X corresponde a rodamina

B (1-RoB) ou numero sequencial (1) ou branca (B) ou contém o polimero

marcado (L) (Tabela 4).

Tabela 4. Composicéo das formulacdes de NCL.

4. Materiais e Métodos

Componentes LNCiroe LNCi LNCs LNCL
Fase Agua Milli-Q® 53 53 53 53
Agquosa (mL)
9 Polissorbato 80 80 80 80 80
(mg)
Fase PCL-RHOB - - - 10
~ (mg)
Organica —5~° 100 100 10 -
Mw=14.000
(mg)
PCL - - 90 90
Mw=114.000
(mg)
SPAN 60%® 40 40 40 40
(mg)
TCC 160* 160 160 160
(uL)
Acetona 27 27 27 27
(mL)
Volume 10 10 10 10
final (mL)

*TCC saturado com rodamina B.
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4.2.4 Calculo do Numero de Reynolds

O numero de Reynolds (Re) foi calculado (Equacdo 1) para as
formulagées NC2os-et30 € NCoiser30 @ fim de verificar se o regime de fluxo
empregado na preparacdo das emulsdes primarias destas formulagdes foi
turbulento. A primeira formulacéo utilizou Ultra-turrax® T10 e a segunda Ultra-
turrax® T25, os quais possuem diametro do rotor 7,44 mm e 18,77 mm,

respectivamente.

_ chDz
Tlc

Re

(Equacéo 1)

onde N é a taxa de cisalhamento (s), D é o diametro do rotor (m), e pc (Pa.s) e
nc (kg.m3) sdo a densidade e a viscosidade da fase continua,

respectivamente.

4.2.5 Analises de Espalhamento Mdultiplo de Luz

As formula¢des NCigo-165, NC190-120, NC190-100, NC190-85 € MC204-100 foram
analisadas por espalhamento mdltiplo de luz (MENGUAL e col.,, 1999)
utilizando equipamento Turbiscan Lab® para obtencdo dos perfis de
retroespalhamento (BS). Cada amostra (cerca de 20 mL) foi colocada em uma
cubeta cilindrica de vidro (25 mm de diametro, 55 mm de altura). A amostra foi
analisada em varredura a cada 40 micrometros do fundo ao topo na
temperatura de 25°C em intervalos de 3 min por 15 min, empregando-se laser
com comprimento de onda de 880 nm. Os sinais de transmitancia e de
retroespalhamento foram detectados a 0° e 135° em relag&o ao feixe de laser

incidente, respectivamente.

As variagbes de sinal de BS de todas as varreduras em relagéo a
primeira varredura foram utilizadas para acessar os perfis relativos de BS e,
assim, visualizar os fendbmenos de migracao (sedimentacdo, cremagem) e/ou

variacdo de tamanho de particula (floculacdo, coalescéncia) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da interpretag&o dos fendmenos de instabilidade analisados
por espalhamento multiplo de luz empregando o equipamento Turbiscan Lab®.

4.2.6 Determinacao do diametro das particulas e polidisperséao
Difracdo de laser

Aliquotas das formulagfes foram adicionadas diretamente na unidade de
dispersédo de amostra do equipamento (Mastersizer®, Malvern). Os perfis foram
tracados para descrever a granulometria por percentual de volume ou por
percentual de numero de particulas. Nesta técnica, durante a comparacao
entre as distribuicdes de numero e volume, é importante lembrar que existe
uma relacdo cubica entre o tamanho de uma particula e o seu volume. Por
exemplo, o volume de uma particula de 500 um sera 1 milhdo de vezes o
volume de uma particula de 5 um. Se uma amostra que contém uma particula
de 500 um e um milhdo de particulas de 5 um for analisada por volume, a
contribuicdo desses tamanhos de particulas para a distribuicdo geral sera
equivalente. Porém, se essa distribuicdo for expressa em numero de particulas,
a presenca da particula de 500 um seria vista como insignificante dentro da

distribuicéo geral.

A maioria das técnicas de medicao de particulas supoe que o material a
ser medido é esférico, para poder expressar o tamanho através de um Uunico
namero, e determina o tamanho de particula como o diametro médio da "esfera
equivalente" (Dy4,3)). Este calculo foi realizado conforme Equacéo 2 e os valores
de polidisperséo (SPAN) foram obtidos pela Equacéo 3.

Zd 4
0 (Equacéo 2)
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SPAN — (DO.Q — DO.l)
Dos (Equacéo 3)

onde Doy é 0 tamanho que abrange 90 % da curva de distribuicdo, Do1 € 0
tamanho que abrange 10 % das particulas de menor tamanho sob a curva de
distribuicdo e Dos € o tamanho que representa a mediana da curva de

distribuicdo de tamanhos.

Espalhamento de luz dinamico

As formulacbes que apresentaram particulas na escala nanométrica
apos analise por difracdo de laser foram também analisadas por espalhamento
de luz dindmico, ou espectroscopia de correlagédo de fétons (PCS). O angulo de
medic@o é 173°, o que representa maior sensibilidade de medigdo do tamanho
de particulas sub-micrométricas. Os valores de diametro médio foram obtidos
pelo ajuste da funcédo de correlagcdo empregando-se uma fungcéo exponencial
(método baseado em cumulants) e os indices de polidispersdo (PDI) através da
Equacéo 4.

2

PDI =2

2

Zo (Equacéo 4)

onde o é o desvio padrao de uma gaussiana hipotética de distribuicdo e Z € 0

tamanho médio de particulas.

As amostras foram preparadas diluindo-se 20 uL das suspensdes em 10
mL de &gua (Milli-Q®). Foram realizadas duas medicGes de cada amostra com

sete leituras cada medi¢éo de 10 segundos.

4.2.7 Viscosidade

As andlises foram realizadas em viscosimetro rotacional Brookfield
provido de spindle ULA. Cada amostra foi acondicionada em dispositivo

Brookfield acoplado a banho termostatizado circulante a 40 °C.
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4.2.8 Penetracao cutaneain vitro

Os estudos de penetracéo cutanea in vitro foram conduzidos em células
de difusdo de Franz estéticas. A membrana utilizada foi pele do abdémen de
porcas fémeas (Abatedouro e frigorifico Araldi), que tiveram o tecido adiposo
removido. Amostras de pele com espessura em torno de 2,0 mm foram
posicionadas entre os compartimentos doador e aceptor, o qual foi constituido
de uma solugcdo aquosa de etanol a 30%. Aplicou-se 1,5 mL de cada
formulacdo no compartimento doador de cada célula. Os experimentos tiveram
duracdo de 24 horas e as células foram mantidas em banho termostatizado a
32°C e sob agitacao constante. Apds o periodo do experimento, as membranas
foram removidas, o excesso de formulacéo foi retirado com agua Milli-Q® e a
pele foi tratada por corte com lamina afiada. Os cortes foram colocados em
laminas e visualizados por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM)
utilizando laser vermelho (555 nm) e comprimento de onda de excitacdo da
rodamina B de 507 nm para observacéo de emisséo a 566 nm.
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5.1 Ligacao de rodamina B em poli(e-caprolactona)

Para a sintese do polimero marcado, como mostra a figura 2, realizou-se
reacdo de substituicdo nucleofilica em carbono acilico da rodamina B (1) com
PCL o,o-dihidroxilada (4) sob atmosfera de argbnio utilizando 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (2) como agente de acoplamento e
dimetilaminopiridina (DMAP) como catalisador. Inicialmente foi realizada a
ativacdo da carboxila da rodamina B com EDCI, obtendo-se o intermediario |
(3). Este se liga a PCL (4) resultando no polimero marcado (PCL-RoB) (5). A
purificacdo do produto foi feita com agua e etanol, retirando-se assim, a
rodamina B que ndo reagiu e o subproduto da reacéo (uréia). A formacao do
produto (PCL-RoB) (5) foi verificada através de cromatografia em camada
delgada (TLC) e cromatografia de exclusdo de tamanhos. O rendimento da
reacdo apos purificacdo foi 76%, o produto apresentou-se puro em TLC e a

massa molar média permaneceu inalterada.
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Figura 2. Esquema das reacdes para obtencédo do polimero marcado.

5.2 Quantificacdo darodamina B (RoB) ligada ao polimero (PCL)

O teor de rodamina B ligada ao polimero foi 3,63 pg/g. Para isso, uma
curva analitica foi tragada contendo cinco concentragdes (0,25 a 3,0 uM)
utilizando fluorimetro (Figura 3). O valor do coeficiente de correlagdo mostrou a

linearidade do método (r = 0,9956) apresentando boa correlacao.
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Figura 3. Curva analitica da rodamina B para quantificacdo do corante ligado a
PCL.

5.3 Preparacao das formulacdes

A capacidade de permeacdo cutdnea de nanocarreadores esta
relacionada com suas propriedades morfologicas (distribuicdo de tamanhos e
quimica de superficie) e suas propriedades mecéanicas. Primeiramente a
estratégia de controle de permeacao seria investigada a partir do controle de
distribuicdo de tamanhos das nanocapsulas. Desta forma, com o objetivo de
obter formula¢des com diametro médio controlado de 800 nm ou de 200 nm,
testaram-se diferentes taxas de cisalhamento e concentracfes de agentes
interfaciais na obtencdo de particulas por método de emulsificacdo-difusao,
aplicando-se método previamente descrito na obtencdo de nanoesferas
(POLETTO e col., 2009).

As formulagdes de nanocapsulas NCgs-sz3 € NCi7s.8z3 foram preparadas
empregando-se agitacdo a 9500 e a 17500 rpm e propor¢cbes de acetato de
etila:etanol na fase orgénica de 100:0 e 70:30, respectivamente. O sistema
tensoativo utilizado foi composto de Lipoid® 75 e polissorbato 80. Benzofenona-

3 (BZ3) foi o modelo de substancia encapsulada.

Observa-se que os perfis de distribuicdo de tamanho obtidos para a

formulacdo NCos-sz3, tanto por volume (Fig. 4a) quanto por numero (Fig. 4b)
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apresentam-se monomodais. Quando se observa a granulometria por volume
verifica-se que a distribuicdo de tamanhos abrange desde a escala
nanomeétrica até a micrométrica, sendo que o valor de didmetro médio D3 €
de 662 nm. Por outro lado, para a formulacdo NCi7s-8z3, 0 perfil granulométrico
mostra-se na distribuicdo de tamanhos por volume polimodal, com valor de
didmetro médio de 766 nm (Fig. 4c). Quanto ao perfil de distribuicdo por
namero (Fig. 4d) a formulacdo apresenta-se monomodal nanométrica. A
escolha dos parametros de taxa de cisalhamento e de fracdo volumétrica de
etanol, como agente interfacial, ndo foi adequada para atingir-se 0s objetivos

pretendidos.

Parbcs Sizs DistbuEon Farlics Sizs Distrbution

OO 4 N W ko) o

0 01 1 10 100 1000 3000 .01 01 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um) Particle Size (um)
Farbics ¥izs Distbubon Parties Sizs Distrbubon

12 12
10

Number (%)

R

01 01 1 10 100 1000 3000 .01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um) Particle Size (um)

Figura 4. Gréficos de distribuicdo de tamanho das formulagdes NCos-8z3
(esquerda) e NCai7s-8z3 (direita) por volume (a) e (c) e por numero (b) e (d).

Dessa forma, buscando-se obter formulagcdes com diametro médio em
torno de 800 e 200 nm testou-se novas taxas de cisalhamento. Duas novas
formulacbes foram preparadas com a velocidade de agitacdo de 6500 rpm e
somente acetato de etila na fase organica (NCes) € com a velocidade de
agitacdo de 19000 rpm e mistura de acetato de etila:etanol 60:40 (NC190-165).
Buscando-se uma maior diferenca nos diametros médios das formulacdes,
considerando-se os resultados obtidos para NCoes-8z3 € NC175-823, 0 polissorbato
80 foi substituido por PVA para a formulagdo NCigo-165s. ESsa estratégia foi
baseada em relatos descritos na literatura para a obtencdo de nanoesferas
(POLETTO caol., 2009).
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A figura 5 mostra distribuicdes monomodais por volume (a) e por nimero
(b) para a formulacdo NCes. O diametro médio resultante, por volume, foi de
709 nm, com polidispersao de 1,36 (SPAN). Por outro lado, mesmo que o
tamanho médio da formulagdo NCigo-165 tenha atingido o valor de 288 nm, uma
populacdo micrométrica permaneceu em suspensdo conforme pode ser
observado na figura 5c. Essa formulagdo apresenta uma porgdo diminuta de
microparticulas comparando-se os perfis de distribuicdo por volume e por
namero (Fig. 5c e 5d).

Parfios Sz Distrbuton Fartis St Distrbution

&
8
=

B
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01 01 1 10 100 1000 3000 .01 01 7 10 700 000 3000
Particle Size (um) Particle Size (um)
Fartcs i Dibutin et o Dot

Number (%)

01 0 1 10 100 1000 3000 01 ] 1 10 100 000 3000
Particle Size (um) Particle Size (um)

Figura 5. Gréficos de distribuicdo de tamanho da NCes (esquerda) e NCi90-165
(direita) por volume (a) e (c) e por numero (b) e (d).

De forma a otimizar a formulagdo NCig0-165, € assumindo que a sua
porcdo micrométrica pudesse ser decorrente de coalescéncia como uma
consequUéncia de excesso de Oleo na formulacao, variou-se a concentracao de
TCC de 165 pL/mL para 120, 100 e 85 pL/mL obtendo-se, assim, as

formulagdes NCi90-120, NC190-100 € NC190-85.

A figura 6 mostra que todas as formulacbes apresentaram uma
populacdo micrométrica (a), (c) e (e), além da nanométrica. O didmetro médio
foi de 4,14 um para NC190-120;124,93 um para NCi90-100 € 5,64 pm para NCaigo-ss5,
mostrando que essas modificacfes realizadas ndo foram satisfatérias para

tornar monomodal a distribuicdo do sistema NC1go-165.
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Figura 6. Graficos de distribuicdo de tamanho da NCig0-120 (topo), NC190-100
(meio) e NCig0-85 (base) por volume (a), (c) e (e) e por numero (b), (d) e (f).

Alternativamente para a otimizacdo, utilizou-se agitacdo através do Ultra-
Turrax® T10 para volumes pequenos (10 mL). Desta forma, uma nova
formulacéo foi preparada com proporcao de acetato de etila:etanol 60:40 (v/v) e
velocidade de agitacdo de 20450 rpm. As distribuicbes de tamanhos por
volume (Fig. 7a) e por nuimero (Fig. 7b) sdo monomodais. No entanto, o
tamanho médio das particulas foi de 1,11 yum, muito superior ao esperado, por

isso essa formulacao foi chamada de MCz204-100.
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Figura 7. Graficos de distribuicdo de tamanho da MC2os-100 por volume (a) e por
namero (b).
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Para fins de comparacdo os valores, obtidos por difracdo de laser, de
didmetro médio e de polidispersdo (SPAN) das formulacdes sdo mostrados na
Tabela 5.

Tabela 5. Valores obtidos por difracdo de laser.

Volume Numero

Formulacdo | SPAN | Diazg Do,1 Do Doo | SPAN | Dia3 | Do,z Do,s Do,o
(©m) | (pm) | (um) | (um) (um) | (um) | (um) | (um)

NCos-823 1,59 | 0,662 | 0,258 (0,582 | 1,183 | 1,47 | 0,658 | 0,126 | 0,205 | 0,428
NCi75-8z3 293 | 0,766 | 0,074 0,168 | 0,566 | 1,35 | 0,195 | 0,035 | 0,064 | 0,121
NCes 1,36 | 0,709 |0,315|0,649| 1,196 | 1,63 | 0,709 | 0,131 | 0,239 | 0,520
NC190-165 1,51 | 0,288 |0,075|0,143| 0,290 | 1,26 | 0,157 | 0,039 | 0,069 | 0,126
NC190-120 1,87 | 4,145 | 0,070 | 0,147 | 0,346 | 1,32 | 0,168 | 0,035 | 0,064 | 0,119
NC190-85 1593 | 124,93 | 0,086 | 0,294 | 467,77 | 1,25 | 0,157 | 0,037 | 0,067 | 0,121
NC190-100 1,60 | 5,637 |0,072 (0,136 | 0,290 | 1,24 | 0,147 0,038 | 0,067 | 0,121
MC204-100 0,78 1,11 0,729 1,062 | 1,555 | 0,72 | 1,11 | 0,607 | 0,823 | 1,198

Para poder-se explicar o resultado observado, novas formulacdes foram
preparadas NC2zos-t30 € NC215-Et30 COM as mesmas composi¢cdes, mas com taxa
de cisalhamento e dimensfes de rotor-estator diferentes. Assim, o numero de
Reynolds (Re) foi calculado (Eq. 1, secédo 4.2.4) para se determinar o regime
de fluxo durante a preparacao dos coloides. A tabela 6 mostra que o numero de
Reynolds para NC2ose30 € menor que 1 x 10* Kg.m1.Pal.s?, enguanto que
para NC2is-Et30 € maior, mesmo que suas composicdes sejam iguais. O regime
€ considerado turbulento quando o numero de Reynolds € maior ou igual a 1 x
10* Kg.m1Pals? Sendo assim, o regime de fluxo na preparacdo da
formulacdo (NC2iset30) com taxa de cisalhamento de 21.500 rpm no Ultra-
turrax® T25 é considerado turbulento. Comparando com a formulacéo NC2o4-Etz0
para a qual se utilizou taxa de cisalhamento de 20450 rpm no Ultra-turrax® T10,

verifica-se que o regime nao é considerado turbulento.
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Tabela 6. NUmero de Reynolds.

Formulacao Re
NC204-Et30 0,55 x 10* Kg.m1.Pals
2
NC215-Et30 3,7 x 10* Kg.m*.Pals?

Afim de verificar se somente o regime, turbulento ou nao, justificaria o
tamanho das particulas em MC2o4-100, desenvolveram-se formulagdes (MC2o4-70
e NCozo4-Et40) vVariando o tensoativo hidrofilico (PVA ou polissorbato 80). Na
formulacédo MC2o4-70 utilizou-se PVA e na NC2os-et40 polissorbato 80 e 20450 rpm
para ambas, além da proporcado acetato de etila:etanol 60:40. O tamanho

médio (Dpu.3)) € SPAN das formulacdes estédo representados na tabela 7.

Tabela 7. Valores obtidos por difracdo de laser.

Volume NUumero

Formulacdo | SPAN | Das3 | Do1 | Dos Doo | SPAN| Da3s | Do1 | Dos | Doyo
(um) | (um) | (um) | (um) (um) | (um) | (um) | (um)
MC204-70 74,31 | 51,78 | 1,459 | 2,698 | 201,94 | 0,83 | 2,419 | 1,104 | 1,504 | 2,357
NC204-Et40 1,67 (0,481 0,160 (0,431 | 0,878 | 2,07 |0,473|0,038 | 0,077 | 0,198
NC204-Et30 191 0,414 0,134 ,0,345| 0,793 | 1,88 |0,403| 0,039 | 0,078 | 0,186
MCa7s 1,15 (2,327 |1,283|2,095| 3,703 | 0,86 |2,323 1,001 | 1,391 | 2,202
MCoa-Et30 1,61 (0,723 0,108 |0,716 | 1,263 | 1,18 | 0,694 | 0,033 | 0,060 | 0,105
MCoa-Et05 1,40 | 4,80 | 2,104 | 4,328 | 8,178 | 1,23 |4,792| 1,307 | 1,964 | 3,721
MCoa-20 0,96 |6,635|3,791|6,352| 9,872 | 1,35 |6,632| 1,617 | 3.535 | 6,388
MCos-16 0,99 |6,269|3,502|5,991 | 9,417 | 1,33 |6,269 | 1,626 | 3,265 | 5,974
MCoas-16rRoB 1,30 | 8,307 | 3,824 | 7,616 | 13,75 | 2,15 |8,246| 1,245 | 2,107 | 5,779

Para a MCz2o04-70, a distribuicdo foi polimodal por volume (Fig. 8a)
apresentando uma populacdo micrométrica, enquanto que o perfil por numero
(Fig. 8b) mostra que a populagdo majoritaria nessa formulacdo é nanométrica.
O tamanho médio de particulas em MC2o4-70 foi de 51,78 pm, devido a
presenca da populagcéo acima de 10 um. Por outro lado, o perfil granulométrico

para NC2os-et40 foi monomodal (Fig. 8c e 8d) apresentando polidispersédo de

44



TAINA L. DE BRUM 5. Resultados e Discussao

1,53 e didmetro médio de 436 nm. Este valor foi bem menor se comparado com
as formulacbes preparadas com PVA empregando-se 0 mesmo método, onde
os valores de diametro médio da gaussiana que corresponde a populacdo

majoritaria foram proximos de 1 um.
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Figura 8. Gréficos de distribuicdo de tamanho da MC2o4-70 (direita) € NCzo4-gt40
(esquerda) por volume (a), (c) e por numero (b) e (d).

Com base nestes resultados, optou-se por utilizar polissorbato 80 ao
invés de PVA na preparacao das nanoparticulas. Sabendo-se que a proporcéo
de etanol muito elevada pode levar a precipitacdo do sistema devido a
insolubilidade do polimero, optou-se, para obter diametro médio final em torno
de 200 nm, utilizar 70:30 de acetato de etila:etanol como propor¢cdo da fase

organica com velocidade de agitacao de 20450 rpm (T10) (NC204-Et30).

A distribuicdo para NCo2o4-et30 foi monomodal por volume (Fig. 9a) e por
namero (Fig. 9b). No entanto, o diametro médio das particulas, por volume, foi
de 414 nm e a polidispersdo de 1,91. Esse resultado mostra que o emprego de
polissorbato 80 como estabilizante ao inves do PVA leva a diferentes

distribuicdes de tamanhos.
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Figura 9. Gréficos de distribuicdo de tamanho da NCzos-etz0 por volume (a) e por
namero (b).

Assim, para tentar reduzir o diametro médio e a polidispersao, optou-se
por utilizar o equipamento Ultra-Turrax® T25 (com maior diametro do rotor) para
que o regime turbulento pudesse influenciar na diminuicdo do tamanho das
particulas. Para isso, utilizou-se taxa de 17500 rpm e proporcéo de 70:30 de
acetato de etila:etanol na fase orgénica MCi7s, assim como PCL de massa
molar de 14000 g/mol no lugar da PCL de 65000 g/mol para que a diminui¢ao
da viscosidade da fase orgéanica pudesse contribuir para a diminuicdo do
tamanho médio de particulas. Os resultados mostraram distribuicdes
monomodais por volume (Figura 10a) e por numero (Figura 10b). A
polidispersao foi de 1,15; e o tamanho médio de particulas foi de 2,33 um. Este
valor elevado pode ser explicado pela auséncia do lipoid® 75 na fase organica.
Para NCi7s.8z3 preparada com lipoid® 75, o Dys,3 foi de 766 nm, com pequena

populacdo micrométrica.
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Figura 10. Graficos de distribuicdo de tamanho da MCa7s por volume (a) e por
namero (b).

A partir deste ponto, para a otimizagdo destes resultados visando o
diametro médio de 800 nm com base em um fluxo nado turbulento (Figura 11),
primeiramente testou-se diminuir as concentracées de polissorbato 80 (7,5
mg/mL), PCL 14000 g/mol (10 mg/mL), TCC (20 pL/mL). A velocidade do turrax
para 9400 rpm e mantendo a propor¢cao acetato de etila:etanol 70:30, obtendo-
se assim a formulagdo MCas-et30. Em seguida, testou-se reduzir a propor¢ao de

acetato de etila:etanol para 95:05. Essa formulacao foi chamada de MCoa-gtos.

A figura 11 mostra que, para a MCos-et30 embora o tamanho meédio, por
volume, de particulas tenha sido de 723 nm, a distribuicdo ndo foi monomodal
por volume (@), apresentando duas populacfes. Para a formulacdo MCoa-gtos,
pode-se visualizar uma distribuicdo monomodal por volume (Fig. 11c) e por
namero (Fig. 11d). A polidispersdo (SPAN) foi 1,40; porém, o tamanho médio,
de particulas foi de 4,80 um. O valor de tamanho elevado é justificado pelo
regime nao turbulento, além da reducdo de etanol na formulagéo, diminuicdo

da velocidade e PCL de massa molar média (Mw).
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Figura 11. Graficos de distribuicdo de tamanho da MCoas-et30 (esquerda) e MCos-
etos (direita) por volume (a) e (c) e por numero (b) e (d).

Ainda buscando uma formulacdo que apresentasse um perfil
granulométrico monomodal com diametro médio de 800 nm, testou-se diminuir
a concentracdo de polissorbato 80 para 2,0 mg/mL (MCos-20) € também a
concentracédo de TCC para 16 pL/mL (MCos-16). A figura 12 mostra que o perfil
granulométrico foi monomodal por volume, mas polimodal por numero de
particulas. Ambas as formulacdes apresentaram polidispersdo (SPAN) de
aproximadamente 1 e tamanho de particula de 6,5 pum. Os resultados
demonstraram que a reducado da concentracdo de TCC de 20 para 16 pL/mL

nao alterou significativamente o tamanho médio e a polidisperséao.
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Figura 12. Graficos de distribuicdo de tamanho da MCas-20 (esquerda) e MCos-16
(direita) por volume (@) e (c) e por numero (b) e (d).
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Para poder-se efetuar os ensaios de avaliacdo da permeacéo cutanea,
as formulagcbes foram marcadas com rodamina. Preparou-se uma formulacéo
contendo a mesma composi¢ado que a formulagdo MCos-16 Onde 0 nucleo oleoso
(triglicerideos dos &acidos caprico/caprilico) foi saturado, por 6 dias, com
rodamina B. Esta formulacdo foi chamada de MCos-16roB € apresentou tamanho
médio de particulas de 8,31 um. Este valor foi maior do que aquele
determinado para MCoas16, preparada sem o corante fluorescente. As
distribuicbes granulométricas obtidas para a formulacdo MCos-16roB €St80
mostradas na figura 13. Verifica-se a falta de homogeneidade da suspenséao
pela diferenca de diametros médios comparando-se as distribuicbes por

volume e por nimero.
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Figura 13. Gréficos de distribuicdo de tamanho da MCoas-16roB por volume (a) e
por namero (b).

A falta de correlacdo entre os dados obtidos e aqueles anteriormente
relatados (POLETTO e col., 2008; 2009) pode estar relacionada a diferenca de
fracbes volumétricas selecionadas para cada um dos estudos. Desta forma,
como ndo foi possivel aplicar a abordagem anteriormente relatada para
nanoesferas para a producdo de nanocapsulas com o controle de tamanhos

necessarios para os testes de permeacdo, uma alternativa foi proposta. O
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método de obtencdo de nanocapsulas por deposicdo interfacial de polimero

pré-formado foi escolhido para a continuidade dos estudos.

A deposicéao interfacial de polimeros é um método de apenas uma etapa,
onde a fase organica €, geralmente, constituida por um solvente organico
miscivel com agua. O principio do método esta baseado no efeito Marangoni,
sendo que a variacdo de diametros de particulas esta relacionada a variagdo
da natureza quimica do solvente organico e a viscosidade da fase orgéanica.
Assim, a obtencdo de sistemas com diametros médios com diferenca
acentuada fica dificultada quando a formulacdo tem composi¢do similar e o

solvente orgéanico nao é variado.

Primeiramente as formulagdes NCi e NC: foram preparadas nas
concentracbes de 20,0 uL/mL (TCC) e 2,0 mg/mL (polissorbato 80); e 10,0
puL/mL (TCC) e 2,0 mg/mL (polissorbato 80), respectivamente. A figura 14
mostra que a distribuicdo foi monomodal para ambas, exceto por volume para
NCi. O tamanho médio de particulas para NC1 e NC:2 foi 715 nm e 401 nm,
respectivamente. A polidispersao foi 2,50 para NC1 e 1,76 para NC2. Estes
resultados demonstraram que a reducao pela metade da concentracdo de TCC

possibilitou distribuicdo monomodal (Fig. 14c e 14d).
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Figura 14. Gréficos de distribuicdo de tamanho da NC1 (esquerda) e NCz
(direita) por volume (@) e (c) e por numero (b) e (d).

Ainda buscando uma formulagdo com distribuicAio monomodal e

tamanhos de particulas inferiores a 1 um optou-se por diminuir a concentracao
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de TCC para 16,0 uL/mL e aumentar a concentracdo de polissorbato 80 para
16,0 mg/mL (NCs). Utilizou-se TCC saturado com rodamina B (RoB) para a
preparacdo de NCaros. A figura 15 mostra distribuigdo monomodal para
ambas. O tamanho médio de particulas foi menor (192 nm) para NCa-ros, que
contém rodamina B, se comparado com NCs (329 nm) sem rodamina B. A

polidispersao, para ambas, foi menor que 2,0.
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Figura 15. Gréficos de distribuicdo de tamanho da NCs (esquerda) e NCa-ros
(direita) por volume (@) e (c) e por numero (b) e (d).

Para verificar detalhadamente a polidispersao da populagdo nanométrica
a NCaros foi analisada por espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS). A
figura 16 mostra a distribuicdo de tamanho por intensidade, volume e nimero.
Os valores de diametro médio, por intensidade, e indice de polidispersédo (PDI)

das formulages NCa-ros, LNCL € NC. foram determinados (tabela 8).
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Figura 16. Gréficos de distribuicdo de tamanho da NCa-ros por intensidade (a),
por volume (b) e por nimero (c).

Tabela 8. Valores obtidos por espalhamento
de luz dindmico.

Formulacéao Diametro médio PDI
(hm)

NCa4-roB 188 0,08

LNCL 182 0,06

NCL 179 0,08

Em estudo prévio do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que
nanocapsulas poliméricas (NC) e nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC)
possuem diferentes propriedades mecanicas (FIEL e col., 2010). As
nanocapsulas de nucleo lipidico, que contém uma disperséo lipidica no nucleo,

mostraram-se mais rigidas que as nanocapsulas poliméricas, que contém
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apenas 0Oleo no ndcleo. Assim, para avaliar diferenca de permeacao
comparando-se nanocapsulas com propriedades mecéanicas diferentes, foram
preparadas formulacdes de nanocépsulas e de nanocapsulas de nucleo lipidico
contendo TCC saturado com rodamina B, caracterizadas quanto ao tamanho

de particula e polidispersdo para posteriores estudos de permeacao cutanea.

Preparou-se, ainda, a formulagdo NCs buscando-se uma distribuicao de
tamanhos ainda mais homogénea. Para isso, utlizou-se 8 mg/mL de
polissorbato 80 e 16 pL/mL de TCC. As formulacdes de nanocapsulas de
nacleo lipidico foram preparadas com monoestearato de sorbitano disperso no
0leo e PCL como parede. Essas formula¢des continham ou ndo rodamina B
(LNC1-roe € LNCi, respectivamente). A figura 17 mostra que todas as
formulacdes apresentaram distribuicdes monomodais apés analise por difracédo
de laser. O tamanho médio de particulas foi maior para NCs, (248 nm)
comparado as de nanocapsulas de nucleo lipidico LNC1-ros (159 nm) ou LNC:
(226 nm).
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Figura 17. Graficos de distribuicdo de tamanho da NCs (topo), LNCi-ros (Meio)
e LNC: (abaixo) por volume (a), (c) e (e) e por numero (b), (d) e (f).

Considerando que a saturagcdo do TCC com rodamina B foi baixa e a

particdo da rodamina B considerando sua hidrofilia poderia levar a uma
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concentracdo maior na fase continua do que na fase dispersa, optou-se por
ligar a rodamina B quimicamente ao polimero. Desta forma, a ligagcdo mais
estavel que a interagdo na fase dispersa levaria a identificacdo da posi¢do da
particula nas camadas da pele. As formulacdes foram caracterizadas quanto ao
tamanho de particula e polidispersédo para posteriores estudos de permeacéo
cutanea. As formulages contendo 10% do polimero marcado com rodamina B
foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-
formado, caracterizadas e analisadas quanto ao seu comportamento em

experimentos de penetracao cutanea.

A formulacdo ndo marcada de nanocapsulas de nucleo lipidico LNCs foi
proposta para se validar a preparacao de uma formulagdo com distribuicao de
tamanhos homogénea. Para isso, utilizou-se dois polimeros com diferentes
massas molares médias PCL Mw 14.000 e 114.000 g/mol, além do 6leo e
monoestearato de sorbitano. As distribuicbes granulométricas das
nanocapsulas de nucleo lipidico foram monomodais por volume (Fig. 18a) e por

namero (Fig. 18b). O tamanho médio de particulas foi de 148 nm.
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Figura 18. Gréficos de distribuicdo de tamanho da LNCs por volume (a) e por
namero (b).

A formulagdo ndo marcada de nanocapsulas poliméricas (NCg) também

foi proposta para validar a obtencdo desse tipo de formulacdo. Para isso,
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utilizou-se dois polimeros com diferentes massas molares médias PCL Mw
14.000 e 114.000 g/mol, além do oleo. As distribuicdes granulométricas das
nanocapsulas poliméricas foram monomodais por volume e ndmero (Fig. 19a e

19b). O tamanho médio de particulas foi de 155 nm.
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Figura 19. Graficos de distribuicdo de tamanho da NCs por volume (a) e por
namero (b).

A formulacdo marcada de nanocépsulas de nucleo lipidico LNCL foi
proposta para obter distribuicdo de tamanhos homogénea. Para isso, utilizou-
se PCL marcada, PCL Mw 114.000, além do monoestearato de sorbitano e
Oleo. As distribuicbes foram monomodais por volume e numero (Fig. 20a e
20b). O tamanho médio de particulas foi de 176 nm. Como a distribuicdo de
tamanho foi nanométrica, andlises de espalhamento de luz dindmico foram
realizadas (Fig. 21). As distribui¢cdes por intensidade, volume e nimero foram
monomodais (Fig. 21 a-c). O tamanho meédio de particulas foi 182 nm e o
indice de polidispersao inferior a 0,1 (Tabela 8), indicando homogeneidade na

distribuicao.
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Figura 20. Gréficos de distribuicdo de tamanho da LNC. por volume (a) e por
namero (b).
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Figura 21. Graficos de distribuicdo de tamanho da LNCL. por intensidade (a),
volume (b) e nimero (c).
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A formulacédo contendo polimero marcado de nanocapsulas poliméricas
(NC.) foi proposta para se obter distribuicdo monomodal. Para isso, utilizou-se
o polimero marcado e Mw 114.000 g/mol, além do 6leo. A figura 22 mostra
distribuicbes monomodais e tamanho médio de particulas de 170 nm. Realizou-
se analise de espalhamento de luz dindmico (Fig. 23). A figura 23 mostra que a
distribuicdo foi monomodal, o tamanho médio de particulas foi de 179 nm e o
indice de polidisperséo inferior a 0,1 (tabela 8), indicando homogeneidade de

distribuicao.
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Figura 22. Graficos de distribuicdo de tamanho da NCL por volume (a) e por
namero (b).
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Figura 23. Gréficos de distribuicdo de tamanho da NCv. por intensidade
(a), volume (b) e nimero (c).

Para fins de comparacdo os valores, obtidos por difracdo de laser, de
didametro médio e de polidispersdo (SPAN) das formulagcbes preparadas pelo
método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado sdo mostrados na
Tabela 9.

58



TAINA L. DE BRUM 5. Resultados e Discussao

Tabela 9. Valores obtidos por difracdo de laser.

Volume Numero

Formulacédo | SPAN | Dag3s Do,1 Do,s Doo | SPAN | Dags Do,1 Do,s Do,9
(um) | (um) | (um) | (um) (um) | (um) | (um) | (um)

NCi 2,50 |0,715/0,194 10,391 |1,272| 1,07 | 0,474 0,129 | 0,188 | 0,330
NC:2 1,76 |0,401|0,151|0,336 | 0,744 | 1,43 |0,395| 0,073 | 0,122 | 0,248
NCs 1,85 | 0,329 |0,111 | 0,265 | 0,602 | 1,72 | 0,311 | 0,039 | 0,076 | 0,170
NCa-roB 1,77 |0,192 | 0,034 | 0,159 | 0,356 | 1,37 | 0,192 | 0,035 | 0,065 | 0,124
NCs 1,90 | 0,248 |0,086 | 0,203 | 0,472 | 1,51 | 0,243 | 0,036 | 0,068 | 0,139
NCi-roB 1,56 | 0,159 | 0,067 | 0,134 | 0,276 | 1,29 | 0,158 | 0,034 | 0,063 | 0,116
LNC:1 1,97 | 0,226 | 0,079 |0,181 | 0,436 | 1,43 | 0,223 | 0,035 | 0,066 | 0,129
LNCs 1,43 | 0,148 | 0,066 | 0,128 | 0,249 | 1,28 | 0,147 | 0,034 | 0,063 | 0,114
NCs 1,32 | 0,155 | 0,073 0,137 | 0,254 | 1,25 | 0,153 | 0,039 | 0,069 | 0,125
LNCL 1,78 | 0,176 | 0,068 | 0,142 | 0,324 | 1,31 | 0,175| 0,034 | 0,063 | 0,117
NCL 1,68 | 0,170 | 0,068 | 0,140 | 0,303 | 1,31 | 0,167 | 0,034 | 0,063 | 0,117

5.4 Turbiscan Lab®

Nos testes de avaliagdo de estabilidade fisica, as formula¢gbes contendo
PVA apresentaram transmitancia menor que 0,2%. Dessa forma, apenas o
perfil de luz retroespalhada foi analisado. Os perfis de retroespalhamento
demonstram que as formulagdes NCigo-165 a MC204-100 apresentam
provavelmente excesso de 6leo (TCC) através da tendéncia a migracdo das
particulas caracterizada pelo fenbmeno de cremagem (figuras 24 a 28). Esta
técnica € vantajosa porqgue a amostra pode ser analisada sem diluicdo prévia.
O volume utilizado para analise das formulagdes NCig0-165 @ NC190-100 foi de 20
mL enquanto que para a formulagdo MCzos-100 foi de 5 mL devido ao volume
total desta ultima formulacdo. O menisco das formulacdes esta marcado nos

gréficos.
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Figura 24. Perfil de retroespalhamento da NCigo-165. O menisco esta marcado
na linha tragcada em 43,1 mm.
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Figura 25. Perfil de retroespalhamento da NCig0-120. O menisco esta marcado
na linha tracada em 42,7 mm.
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Figura 26. Perfil de retroespalhamento da NCi90-85. O menisco estd marcado na
linha tracada em 41,5 mm.
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Figura 27. Perfil de retroespalhamento da NCzig0-100. O menisco esta marcado
na linha tracada em 41,8 mm.

60



TAINA L. DE BRUM 5. Resultados e Discussao

Delta Backscattering

4%

2%

O%V o

-2%

-4%

Oomm 5mm 10mm 15mm 20mm 25mm 30mm 35mm 40mm 45mm

Figura 28. Perfil de retroespalhamento da MCzo4-100. O menisco esta marcado
na linha tracada em 16,3 mm.

5.5 Permeacdo cutanea

As figuras 29 e 30 mostram imagens em duas (2D) e trés dimensdes
(3D) obtidas por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) das
amostras apdés experimento de penetracdo cutdnea para LNCL e NC. ,
respectivamente, marcadas com rodamina B quimicamente ligada ao polimero.
Observou-se que as NCL foram capazes de penetrar mais profundamente
através da pele, enquanto que as LNCL permaneceram nas camadas mais
externas. Este resultado pode ser explicado pela maior rigidez das
nanocapsulas de nucleo lipidico comparada as nanocapsulas poliméricas
conforme estudo realizado com particulas similares preparadas com
metoxicinamato de octila e triglicerideos dos acidos caprico e caprilico, além de
monoestearato de sorbitano para as primeiras (FIEL e col., 2010). Portanto,
pode-se concluir que as particulas de LNCL apresentam grande capacidade
para atuarem como reservatorio na epiderme e estrato corneo. Aléem disso,
pode-se vislumbrar que variando-se a concentracdo de monoestearato de
sorbitano para valores inferiores pode-se modular a penetracdo das

nanocapsulas de nucleo lipidico.
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Figura 29. Imagens 2D (A e C) (barra 50 um) e 3D (B e D) da epiderme de pele
de porco no microscopio confocal de varredura a laser das LNCL em
profundidade (X,Z) e aumento 10X. A flecha amarela mostra a penetragéo dos
nanocarreadores nas camadas da pele.
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Figura 30. Imagens 2D (E e G) (barra 50 um) e 3D (F e H) da epiderme de pele
de porco no microscoépio confocal de varredura a laser das NCL em
profundidade (X,Z) e aumento 10X. A flecha amarela mostra a penetracao dos

nanocarreadores nas camadas da pele.
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Nao foi possivel obter formulacbes com distribuicdes monomodais
nanométricas com meédias de 200 e 800 nm pelo método de emulsificacéo-
difusdo. Através do método deposicao interfacial de polimero foi possivel obter
distribuicbes monomodais de nanocépsulas poliméricas e nanocapsulas de
nacleo lipidico com polimero covalentemente ligado a rodamina B. A
distribuicdo dos nanocarreadores nas camadas da pele foi determinada por
microscopia confocal de varredura a laser (CLSM). A técnica de microscopia
confocal demonstrou que as nanocapsulas poliméricas (NC) penetraram mais
profundamente que as nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC). Estes resultados
sdo promissores na aplicacdo de nanocapsulas para fins cosméticos e
dermatolégicos onde poder-se-ia modular a penetracdo cutanea, pelo uso de
nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) para efeito reservatério na epiderme ou
diminuindo a concentracdo de monoestearato de sorbitano para modular a

penetracdo em camada planejada da pele.
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