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RESUMO

A pele € o 6rgdo de maior extensdo do corpo humano e desempenha funcdes
fundamentais para 0 nosso organismo como um todo. A aplicacdo de antioxidantes
topicos € uma estratégia de evitar o envelhecimento cutaneo, protegendo o corpo da
acdo de radicais livres gerados no processo de envelhecimento. As nanoparticulas
poliméricas sdo um exemplo de nanocarreadores que podem ser aplicados em
formulacbes antienvelhecimento para melhorar a acdo destes ativos na pele. O
objetivo foi preparar nanoparticulas poliméricas de Poli(acido latico) com o tensoativo
Poloxamer PF68 e o ativo antioxidante vitamina E pelo método emulsdo-difusédo e
avaliar as caracteristicas térmicas, tamanho e a morfologia das nanoparticulas
obtidas. Para tal, foi preparado um sistema puro e outro com vitamina E a fim de
comparar do efeito do principio ativo nas nanoparticulas. Além disso, foram
comparados os sistemas em suspensao e os liofilizados. As técnicas utilizadas para
a caracterizacdo das particulas foram: Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourrier (FTIR), Analise termogravimétrica (TGA), Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC), Difracdo de Raio-X (XRD), Espalhamento Dinamico
de Luz (DLS), Microscopia Eletronica de Varredura (SEM).

Palavras chave: Envelhecimento cutaneo, nanoparticulas de PLA, método emulséo-

difusao.



ABSTRACT

The skin is the largest organ of the human body and performs fundamental functions
for our organism as a whole. The application of topical antioxidants is a strategy to
prevent skin aging by protecting the body from the action of free radicals generated in
the aging process. Polymeric nanoparticles are an example of nanocarriers that can
be applied in anti-aging formulations to enhance the action of these active substances
on the skin. The objective was to prepare polymeric nanopatrticles of Poly(lactic acid)
with the Poloxamer PF68 as surfactant and the antioxidant active vitamin E, by the
emulsion-diffusion method and to evaluate the thermal characteristics, size and
morphology of the nanoparticles obtained. It was prepared with a pure system and
another with vitamin E to observe the effect of the active compound on the
nanoparticles. In addition, suspension systems and the lyophilizates were compared.
The techniques used to characterize the particles were: Infrared Spectroscopy by
Fourrier Transform (FTIR), Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential Scanning
Calorimetry (DSC), X-ray Diffraction (XRD), Dynamic Light Scattering), Scanning
Electron Microscopy (SEM).

Key words: skin aging, PLA nanopatrticles, emulsion-diffusion method
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1. INTRODUCAO

Os produtos cosméticos sao definidos como todas as substancias ou formulagdes
destinadas a aplicacéo nas diferentes partes superficiais do corpo humano, visando a
sua limpeza, melhorar o seu odor e sua protecdo (COHEN-LETESSIER, 2008;
EPSTEIN, 2009; LODEN, 2014). Porém, nos Ultimos anos ocorreu o desenvolvimento
de novas formulagBes cosméticas, que desempenham algum grau de acéo fisiologica,
sendo denominadas de cosmecéuticos. Dessa forma, os cosmecéuticos sao produtos
cosmeéticos capazes de realizar uma acdo farmacolégica, como por exemplo: as
formulagcbes antienvelhecimentos, que sdo produtos cosméticos que interferem em
aspectos fisiologicos da pele. (COHEN-LETESSIER, 2008; EPSTEIN, 2009; RAMOS-
E-SILVA etal., 2013).

A perceptivel ansia da sociedade pela aparéncia jovem gera uma busca por
métodos e intervencbes que tem como objetivo retardar e amenizar sinais de
envelhecimento, que vem crescendo rapidamente (RAMOS-E-SILVA et al., 2013),
aumentando a procura por produtos cosméticos e cosmecéuticos que atuam contra o
envelhecimento e tornando este um mercado em ascensao.

O processo de envelhecimento cutdaneo pode ocorrer de duas formas: o
envelhecimento intrinseco e o extrinseco. O intrinseco ocorre naturalmente, sendo
resultado de fatores cronolégicos. Ja o extrinseco ocorre pela acdo de agressores
ambientais, radiacdo ultravioleta (UV), por exemplo, que causam o envelhecimento
prematuro e também é conhecido como fotoenvelhecimento (MUKHERJEE et al.,
2011).

A radiacdo UV é absorvida pela pele e gera radicais livres, tais como espécies
reativas de oxigénio (EROs), que causam danos oxidativos a moléculas e estruturas
celulares. Apesar da pele ter os antioxidantes naturais, eles podem ndo ser
suficientes, para combater o excesso de radicais livres que podem ser gerados pela
exposicao cronica a radicacdo UV. Todo dano néo reparado corretamente gera,
excesso de radicais livres, modificagbes na pele, que podem gerar rugas, diferentes
pigmentacdes na pele, irregularidades na sua superficie dentre outros sinais clinicos
do envelhecimento cutaneo (PALMER, 2010; MUKHERJEE et al., 2011).

Para proteger a pele das a¢fes nocivas dos EROs sdo necessarias diversas
medidas, como fazer uso de filtros solares, os quais protegem a pele contra a radiagao

UV, e a utilizacdo de produtos tépicos que contenham antioxidantes, para impedir e
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auxiliar no reparo de danos oxidativos, mantendo-se a pele mais saudavel (PALMER,
2010).

Para veicular esses antioxidantes é preciso estudar sobre 0s meios gue tornam possivel a
acao destes agentes exdgenos na pele. A nanotecnologia traz uma nova perspectiva para esta
area em face das novas possibilidades de materiais com carateristicas particulares como
veiculos promissores de ativos, sendo assim € uma grande aliada nesse quesito. No caso da
aplicacao de matrizes carreadoras, ela € muito utilizada para promover liberacéo diferenciada
de farmacos, além de protecéo de moléculas labeis, entre outros. Entretanto, as desvantagens
também existem, como 0s poucos estudos toxicoldgicos, alto custo, possiveis produtos de
degradacao indesejados (STEVANOVI; USKOKOQOVI, 2009).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
O objetivo deste estudo foi encapsular vitamina E em nanoparticulas de PLA
pela técnica de emulsdo-difusdo e caracterizar o sistema obtido com a finalidade de

avaliar possivel aplicacdo em formulacdo cosmética antienvelhecimento.

2.2 Objetivos Especificos
« Obter nanoparticulas de PLA pelo método emulsdo-difusao;
« Encapsular a vitamina E no sistema
o Caracterizar as particulas obtidas quanto ao seu tamanho, morfologia,

cristalinidade e propriedades térmicas.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Pele
3.1.1 Funcgbes E Constituicao

A pele é o 6rgdo de maior extensdo do nosso corpo e desempenha fungdes
fundamentais para o nosso organismo como um todo. Dentre essas fungdes podemos
citar: barreira protetora contra acbes mecanicas, quimicas, invasao de patdogenos e
radiacédo ultravioleta (UV); barreira contra perda d’agua, regulacéo de temperatura,
sistema de desintoxicacdo através da descamacdo da pele, sistema de defesa
primario, € um orgdo sensorial e define a aparéncia (DELAMBRA et al., 2008;
KILPATRICK-LIVERMAN et al., 2009).
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A pele é dividida em 3 camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme. Conforme
ilustrado na Figura 1, a epiderme € a porcdo superior, ndo é vascularizada sua
composicao consiste em camadas de células epiteliais que vao se diferenciando a
medida que séo deslocadas para camadas mais externas da pele; ja a derme, é uma
camada menos rica em células, quando comparada a epiderme, vascularizada e
composta por diversos tipos de fibras que garantem a forgca estrutural da pele
(DELAMBRA et al., 2008; NAYLOR et al., 2011).

Figura 1: Representacéo esquematica das estruturas cutaneas da pele

Epiderme

Derme

+~—1——Hipoderme

Fonte: elaborado pelo autor

A epiderme (Figura 2) é a camada mais superior da pele e os tipos celulares
que a compde sdo os queratindcitos, os melandcitos, células de Langerhans e células
de Mekel. Cada uma delas possui uma funcao especifica.

Os queratinécitos sdo as células mais abundantes e sdo eles os principais
componentes da barreira epitelial. As células da camada basal sdo mitoticamente
ativas e ficam aderidas a membrana basal, que separa a derme da epiderme. Essas
se multiplicam e uma delas segue o caminho de diferenciagcdo (na morfologia, na
forma, na polaridade) que vai ocorrendo a medida que vao se deslocando para a
camada mais superior da epiderme. Depois da camada basal vem a camada
espinhosa, em seguida a granular e por ultimo o estrato corneo. As células quando
chegam nessa Ultima camada entram no processo de morte celular e sdo conhecidas
como cornedcitos. Elas perdem suas organelas e seu nucleo, cessando toda sua

atividade metabdlica e transcripcional e sua matriz € preenchida por densos filamentos
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de queratina, formando a camada da pele que fica em contato com o ambiente
(DELAMBRA et al., 2008).

Os melandcitos estao distribuidos regularmente na camada basal, e tem como
funcdo produzir melanina e transporta-la para os queratindcitos, sendo entdo os
responsaveis pelo tom natural da pele. A melanina € uma proteina, encontrada como
pigmento, dentro dos melandcitos, sendo o principal agente contra efeitos deletérios
induzidos por raios UV (DELAMBRA et al., 2008; MARESCA et al., 2015).

As células de Langerhans sdo as responsaveis por reconhecer e eliminar
antigenos que ultrapassam a barreira epidérmica. Geralmente, elas se localizam na
camada espinhosa da epiderme (DELAMBRA et al., 2008). As células de Mekel estdo

localizadas na camada basal, e s&o mecanoreceptores (DELAMBRA et al., 2008).

Figura 2: Representacdo esquemética da epiderme

——> Sebo

Cornedcitos €=

> Células de
Langerhans

Queratinécitos em
diferentes etapas de g—— -
maturacdo

. o * ==—>> Melandcito

> Ceélulas de Mekel

Fonte: elaborado pelo autor

A derme (figura 3) se localiza abaixo da epiderme e ambas interagem formando a
estrutura da pele. Ela pode ser dividida em 3 camadas: camada papilar, sub-papilar e
reticular. E composta de diversos tipos celulares, nervos e vasos sanguineos e pelos
apéndices epidérmicos, como por exemplo, as glandulas sebaceas e sudoriparas.
Além disso, sua maior parte € de tecido conjuntivo amorfo e componentes fibrosos e
filamentosos, que formam a matriz extracelular (ECM). As camadas papilares e
subpapilares sao flexiveis, possuem finas fibras de colageno, fibras elasticas, sendo
rica em agua. A camada reticular é mais rigida, pois as fibras de colageno sdo mais
espessas e se conectam entre si por fibras elasticas, formando uma rede mais
complexa (DELAMBRA et al., 2008; KUWAZURU et al., 2007).
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Dessa forma, a derme confere a pele a sua forgca estrutural e robustez, auxiliando
em funcbes como protecdo mecanica, estimulo sensorial e regulagdo térmica
(DELAMBRA et al.,, 2008). O principal constituinte celular da derme s&o os

fibroblastos.

Figura 3: Representacédo esquematica da Derme

Fibras de
colageno

Fibroblastos <=

> Glicosaminoglicanas

Fibras

Vasos Sanguineos «—— elasticas

Fonte: elaborado pelo autor

Os fibroblastos sdo os responsaveis por produzir e organizar 0s componentes
da matriz extracelular (ECM) da derme, que séo as estruturas que conferem diversas
caracteristicas fundamentais para as funcdes da pele, séo elas as fibras de colageno,
fibras elasticas e proteoglicanas e glicoproteinas. (NAYLOR et al., 2011).

As fibras colagenas correspondem a 70% da massa seca da pele (BAUMANN,
2007). Responsaveis por conferir forca tensil a pele, através de suas fibras com
excelentes caracteristicas de resisténcia mecéanica. Dentre os diferentes tipos de
fibras coldgenas existentes na derme, os colagenos | e Il sdo os mais abundantes
(NAYLOR et al., 2011).

As fibras elasticas séo responsaveis pela capacidade da pele de deformar e,
depois, se recolher para o estado anterior (NAYLOR et al., 2011).

Por fim, as glicosaminoglicanas desempenham a funcdo de manter a
hidratacéo da pele, por serem cadeias polissacaridicas que possuem a capacidade
de se ligar a um volume de agua 1000 vezes maior que o seu. O principal componente
dessa classe € o acido hialurénico (BAUMANN, 2007; NAYLOR et al., 2011).
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A ultima camada da pele € a hipoderme (Figura 4). Ela € a camada subcutéanea,
composta por células gordurosas que auxiliam nas funcdes de termorregulacao,
armazenamento e provisionamento de energia e protecdo mecanica (DELAMBRA et

al., 2008).
Figura 4: Figura esquemética da Hipoderme

R /—/ = LS Vasos
Adipécitos <—7 Sanguineos

Fonte: elaborado pelo autor

3.1.2 Envelhecimento Cutaneo

Muitos sdo os sinais clinicos do envelhecimento cutaneo, que conferem uma
aparéncia envelhecida, como a perda de elasticidade da pele, a irregularidade na sua
superficie, a flacidez, o aparecimento de rugas, entre outros (TAKUR et al., 2008). O
processo € multifatorial e ocorre por 2 caminhos simultaneos: um é o envelhecimento
intrinseco, que é inevitavel e se da pelas alteracdes genéticas cronoldgicas, na qual a
renovacao das células da pele se torna mais lenta, entrando em um quadro conhecido
como senescéncia celular; e outro € o envelhecimento extrinseco, que € regido por
fatores externos, como raios ultravioletas, poluicéo, estilo de vida, habito de fumar etc.
Todos esses fatores fazem com que alteragbes se manifestem na pele, causando a
aparéncia envelhecida (NAYLOR et al., 2011; BAUMANN, 2007).

O principal motivo do envelhecimento intrinseco, segundo diversos
pesquisadores, é o encurtamento dos teldmeros, que ocorre com 0 avango da idade
(DELAMBRA et al., 2008; ROCHETTE et al., 2010; BAUMANN, 2007; RAMOS-E-
RAMOS-E-SILVA et al., 2013). Os telébmeros sao sequéncias de &acido
desoxirribonucleico (DNA) presentes na porcdo final de cada cromossomo das
células, e sua erosdo é resultante de processos continuos de replicacdo, sendo
considerado um “relégio” interno de envelhecimento. Na senescéncia replicativa

(Figura 5) é observado tanto o encurtamento dos teldomeros quanto uma mudanga de



21

morfologia celular (BAUMANN, 2007; DELAMBRA et al., 2008; RAMOS-E-SILVA et
al., 2013).

Além disso, os teldmeros sdo estruturas sensiveis a agentes externos, como,
por exemplo, radiacédo ultravioleta UV, apresentando-se 7 vezes mais sensiveis que
qualquer outra regido da fita de DNA. Esse fato pode levar a senescéncia celular
prematura (Figura 5), onde ha mudanca na morfologia da célula (DELAMBRA et al.,
2008; ROCHETTE et al., 2010). Quando uma célula entra em senescéncia é reparado
por enzimas chamadas telomerases, e a permanéncia dessas estruturas nos
cromossomos aumenta o periodo de vida celular (BAUMANN, 2007; RAMOS-E-SILVA
et al., 2013). Porém nédo € clara a presenca dessas enzimas em todas as células do
corpo, contudo, essas enzimas ja foram encontradas em queratinécitos basais e no

bulbo dos foliculos pilosos, mas parece ndo estarem presentes nos fibroblastos

Figura 5: Processo de Senescéncia celular

Células jovens em Células senis de tecidos
proliferacao envelhecidos

Mitoses sucessivas /
encurtamento dos
teldbmeros

Senescéncia Replicativa

Fonte: BUCKINGHAM, 2011

Além do encurtamento dos telébmeros, ainda existem outros fatores
relacionados ao envelhecimento intrinseco, como a etnia, que esta relacionada a
diferentes pigmentacdes da pele, variagbes anatdmicas, diferentes espessuras da
pele dependendo da regido do corpo, e mudanc¢as hormonais, como por exemplo, na
menopausa na qual a pele se torna mais fina e menos hidratada (RAMOS-E-SILVA et
al., 2013). Por outro lado, o envelhecimento extrinseco € algo controlavel, ja que é
resultante de fatores externos, tanto do meio ambiente como do estilo de vida. Porém,
uma exposicao cronica ndo controlada a esses fatores pode causar o envelhecimento
precoce. A principal causa do envelhecimento extrinseco é a exposi¢cao aos raios UV

do sol, mas outras causas também devem ser consideradas como o habito de fumatr,
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consumo excessivo de alcool, dieta, qualidade do sono, polui¢cdo, entre outros
(RAMOS-E-SILVA et al., 2013; BAUMANN, 2007)

A Figura 6 ilustra a diferenca entre esses dois tipos sinérgicos de
envelhecimento cutaneo, usando como exemplo o processo de envelhecimento dos
fibroblastos. A esquerda da Figura 6 vé-se o processo de envelhecimento intrinseco,
onde ocorre o encurtamento dos telémeros e 0 aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs), resultantes dos danos do DNA mitocondrial. Além disso, a
senescéncia celular pode dar origem a células com uma capacidade de proliferacao
reduzida, com fendétipo diferente, alterando a producgéo da matriz extracelular (ECM).
Ja no lado direito da Figura 5 observa-se o fotoenvelhecimento extrinseco, com danos
no DNA dos fibroblastos e com danos diretos as proteinas da ECM, causando o

envelhecimento precoce (NAYLOR et al., 2011).

Figura 6: Envelhecimento intrinseco x envelhecimento extrinseco
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Fonte: adaptado de NAYLOR et al., 2011




As consequéncias desses processos de envelhecimento sédo citadas na tabela 1.

Tabela 1: Funcfes e mudancas com a idade dos componentes e sistemas da pele

Célula/componente/sistema

Queratinécitos

Melanécitos

Células de Langerhans

Fibroblastos

Colageno

Elastina

Inibidores
metaloproteinas
Vascularizagcdo dérmica

Gordura subcutanea

Sistema enddcrino —vit. D

Sistema enddcrino

estrogénio

Sistema nervoso

de

Funcéo

Diversas ja citadas

Sintese de pigmento
para protecéo UV
Apresentacao
antigénica

Sintese e degradacédo
da ECM

Componente da ECM
Componente da ECM
Protege quebra de
colageno e elastina
Termoregulacao
Termoregulacao e
depdsito de energia

uv e

homeostase do calcio

Protecao

Aumenta a
vascularizagéo e
espessura da pele,

melhora a quantidade e
gualidade do colageno.
Sensacoes,

termorregulacao

(Fonte: adaptado de RABE et al., 2006)

3.2 Formulagdes Antienvelhecimento
Existem diferentes estratégias para prevencdo e amenizacdo dos sinais do

Mudanga com idade

Diminuicdo na proliferacdo

e diferenciacao,
sinalizacdo, funcdo de
barreira

Diminuicdo do numero de
melandcitos

Diminuicdo na quantidade e
fung&o imune

Diminuicdo a quantidade de
fibroblastos

Diminuicdo da biossintese
Diminuicdo a biossintese

Diminui¢cdo da fungéo

Perda estrutural

Perda estrutural

Diminuicdo da producédo

Diminuicdo da producao

Diminuicdo da inervacéo da
face e diminui tolerancia ao

frio
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envelhecimento cutaneo. No caso das rugas, um dos sinais mais aparentes que 0S
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consumidores buscam tratar, elas sé@o resultado de alteragcbes na camada dérmica,
mais especificamente alteracdes em 3 estruturas chave: colageno, elastina e 4cido
hialurénico. Muitos dos produtos comercializados hoje em dia visam acdo nessas
estruturas, porém € muito complexo se obter sucesso na administracdo de
formulagbes cosméticas topicamente aplicadas, pois seus principios ativos nem
sempre conseguem atingir as camadas mais profundas pele. Sendo assim, a
prevencdo do envelhecimento extrinseco é ainda a melhor escolha quando
comparada a estratégia de amenizar os sinais ja existentes (BAUMANN, 2007).

A exposicéo aos raios UV e outros fatores externos do dia-a-dia causa danos
diretamente no nucleo das células, formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e ainda outros radicais livres, que promovem a oxidacdo de acidos nucleicos,
proteinas, lipideos e outras estruturas presentes no local onde é formado, além de
interagir com fatores de transcricdo intracelulares que controlam informacdes
genéticas do DNA e RNA. A pele possui antioxidantes naturais que combatem o0s
radicais livres, porém nem sempre isso € o suficiente para evitar todos os danos
formados. Por mais que seja impossivel reverter os fatores genéticos associados ao
envelhecimento intrinseco, as alteracdes resultantes do envelhecimento extrinseco
podem ser evitadas ou retardadas (BURKE, 2008; PALMER, 2010).

A acgdo exacerbada dos radicais livres constantemente formados, geralmente
resultado de uma exposicéo cronica as radiacdes UV, leva ao estresse oxidativo, que
€ uma condicdo na qual ocorre um desequilibrio entre a formacédo dos radicais livres
e a capacidade do sistema biolégico de neutraliza-los imediatamente ou de reparar 0s
danos causados imediatamente. Com isso, esses danos se acumulam e comegam a
surgir sinais de uma aparéncia envelhecida da pele, como por exemplo, rugas,
manchas escuras, textura ressecada e perda de elasticidade (BURKE, 2008;
PALMER, 2010).

Para que a condicdo do estresse oxidativo, principal causador do
envelhecimento extrinseco, seja prevenida, existem algumas medidas possiveis que
podem ser tomadas, séo elas: evitar exposicéo ao sol pelo uso de protetores solares,
evitar a pratica de fumar e poluicdo, ter uma dieta rica em frutas e legumes, e fazer
uso de suplementos antioxidantes orais ou topicos (BAUMANN, 2007).

O uso de filtros solares é essencial, porém néo é suficiente. A aplicacdo de
antioxidantes tépicos € uma estratégia de suplementacgéao, ja que o poder natural do

corpo de combater essas espécies reativas ndo € intensa o bastante. Nao so esses
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antioxidantes evitam novos danos de ocorrer, como também revertem os ja existentes
(BURKE, 2008; PALMER, 2010). Por conta disso, muitos dos produtos
antienvelhecimento possuem em sua formulacdo algum componente antioxidante.

Sdo0 muitos os antioxidantes utilizados em formulacbes cosméticas
antienvelhecimento, podendo ser eles de origem natural ou sintética, por exemplo
vitamna C e E, co-enzima Q10, selénio, acido ferulico, cha verde, Aloe Vera,
idebenona, picnogenol, Camellia sinensis L., dentre outros (BURKE, 2008;
MUKHERJEE et al., 2011.)

A vitamina E é um conhecido agente antioxidante com efeito de neutralizacao
de radicais livres. Na natureza existem 8 compostos que podem ser denominados
como vitamina E, séo eles os -, a-, y- e d-tocoferdis e tocotriendis, porém o mais
abundante, mais potente e mais explorado ndo s6 em pesquisas, mas também
comercialmente, € o a-tocoferol, que € o principio ativo utilizado neste estudo
(YENILMEZ et al., 2011; KHAYATA et al., 2012; NEGRETTO et al., 2013).

Figura 7: estrutura quimica do a-tocoferol

HO

A vitamina E é frequentemente utilizada em produtos de cuidado com pele,
tanto por sua capacidade umectante quanto pelo combate ao envelhecimento cutéaneo
por possuir uma poderosa acao antioxidante (NEGRETTO et al., 2013).

A acdo de neutralizacdao de radicais livres pelo a-tocoferol ocorre nos
compartimentos lipofilicos do corpo, visto a caracteristica hidrofébica da sua estrutura.
Portanto, a defesa mais especifica realizada por este composto € contra a
peroxidacao lipidica, que pode ocorrer nas membranas celulares das células da pele,
que esta diretamente exposta a ambientes pré-oxidativos (radiacdo UV, poluentes,
etc) (YENILMEZ et al., 2011).

Uma molécula de a-tocoferol & capaz de neutralizar 2 radicais peroxidil,
responsaveis pela iniciagdo de oxidacao lipidica, o que protege a membrana celular e

retarda o processo de envelhecimento cutdneo (KHAYATA et al., 2012).
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Ingold e colaboradores demostraram o poder como terminador de cadeia
medindo a constante da taxa de inibicdo das reagfes em cadeia pela vitamina E de
radicais livres, pela auto oxidacado mediada por radicais em cadeia de estireno, no qual
a extracdo do hidrogénio é o fator limitante da reacdo (MCCAY, 1985).

ROO* + ArOH --------------- > ROOH + ArO* (1)
ROO* + ArQ" ---------=------ > produtos nao reativos (2

A liberacao de ativos na pele por produtos topicos é um desafio por conta das
caracteristicas de barreira do estrato cérneo que tem como consequéncia deposi¢ao
dos principios ativos na superficie da pele e sua baixa estabilidade, sobretudo das
vitaminas, por direta exposicdo a radiacdo UV. Por isso, a técnica de encapsulacdo
de principios ativos € comumente utilizada na area de cosmetologia e dermatologia
(YENILMEZ et al., 2011).

A vitamina E é um ativo instavel, pela sua facil degradacao por oxidagéo, por
iISs0, sua encapsulacdo oferece diversas vantagens, como por exemplo: evita-se que
0 ativo esteja em contato direto com os tecidos de aplicacao, o que culmina em menor
chance de irritacdo no local de aplicacéo, protecéo da vitamina E de fatores ambientais
aos guais ela é sensivel (exposicdo a luz, calor e oxigénio) (YENILMEZ et al., 2011,
NEGRETTO et al., 2013).

Todavia, ndo é apenas com a acdo do principio ativo que devemos nos
preocupar. Os produtos destinados a aplicacdo na pele tém sua acdo em diferentes
locais do tecido e o sucesso de sua aplicacdo depende de sua atividade e sua
concentragdo no alvo. Além disso, sua eficiéncia também deve ser significativa, pois
se o ativo for apresentado ao corpo em um veiculo ndo adequado ou em uma
concentracdo errada, ele ndo consegue desempenhar sua fungdo corretamente
(LODEN, 2014).

3.3 Nanotecnologia Em Cosméticos

A nanotecnologia é uma ciéncia em ascensdo dada a sua multidisciplinaridade,
que oferece aplicacbes em diversas areas. Uma das areas mais exploradas é a de
aplicacdes biomédicas. Para esse tipo de aplicacdo esses dispositivos em nano
escala sao desenvolvidos para interagirem com células e tecidos a nivel molecular de
forma que néo era possivel anteriormente (SILVA, 2004).

A induastria de cosmeéticos realiza grandes investimentos na area de

nanotecnologia, ja que particulas na nanoescala oferecem propriedades diferenciadas
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aos produtos quando comparadas as de escalas maiores, como por exemplo: cores
mais intensas, qualidade de acabamento, penetragédo mais profunda na pele, efeitos
mais duradouros, entre outros (RAJ et al., 2012).

Os processos de transportes biolégicos sao influenciados pelos atributos fisico-
quimicos nos nanocarreadores, tais como seu tamanho, formato, flexibilidade, ligantes
para reconhecimento em receptores biolégicos. Dentro do contexto de formulacdes
cosmeéticas, esses nanocarreadores sao utilizados como um principio ativo (TiOz, ZnO
em filtros solares por exemplo), como veiculo para liberacdo de um ativo ou como um
aditivo de formulacéo, podendo veicular vitaminas, antioxidantes, filtros quimicos UV,
substancias anti-acne e antienvelhecimento, dentre outros (ELSABAHY et al, 2012;
MIHRANYAN et al., 2012). Segundo Nasir (2010), particulas até 1000nm sao capazes
de penetrar na pele integra saudavel.

As possibilidades de sistemas nanoestruturados para aplicacdes cosméticas sédo
diversas e podemos citar: as nanoparticulas e nanocapsulas poliméricas, as
nanocapsulas de mdultiplas camadas (LbL), nanoparticulas lipidicas (sendo esses
lipideos solidos - SLNP ou liquidos - NLC), nanoemulsdes, nanocristais, micelas,

dendrimeros, lipossomas, dentre outros, como mostra a Figura 8.

Figura 8: Exemplos de nanocarreadores usados como veiculos de liberagédo

Tipo matriz Nanocapsula Dendrimero LbL

Fonte: MIHRANYAN et al., 2012.

Os nanosistemas e os ativos podem penetrar na pele por 3 vias: transcelular
(através das células), intercelular (pelos espacgos entre as células) e via apéndices

cutaneos, como foliculos pilosos e glandulas sebaceas, como mostra a Figura 9.
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O estrato corneo possui caracteristicas lipofilicas, e representa a principal barreira
a penetracdo, e € seguido de outras camadas da epiderme que contém diferentes
polaridades, mas em geral € um ambiente mais aquoso. Portanto, para que a
penetracdo seja possivel até camadas mais profundas, a nhanoparticula tem que ser
compativel com todos os compartimentos os quais ela passard. Ou seja, suas
caracteristicas de tamanho, lipofilicidade e carga sdo importantes fatores a serem
levados em consideracédo (SCHNEIDER et al., 2009; MIHRANYAN et al., 2012).

Figura 9: Vias de penetracéo na pele integra
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Fonte: adaptado de SCHAFFAZICK et al., 2003

Entretanto, ainda existem poucas informacdes disponiveis sobre a penetracao
dos produtos contendo nanotecnologia na pele, e mesmo ja existindo uma imensa
guantidade de produtos no mercado, 0s potenciais riscos para a saude humana e do
meio ambiente ainda ndo foram vastamente estudados (SCHNEIDER et al., 2009;
FORLONI, 2012).

Contudo, o desenvolvimento de carreadores de principios ativos, na escala
nanomeétrica, € interessante pois permite um sistema de liberagdo modificada, no qual
o carreador serve como um depoésito de ativo que é liberado lentamente no tecido
alvo, mantendo um nivel constante. Isso € vantajoso do ponto de vista terapéutico,

uma vez que, pode aumentar a eficacia terapéutica, minimizando as concentragoes
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de ativo no local de acéo, reduzindo o nimero de administracdo do ativo, seja para
fins terapéuticos ou cosméticos, aumentando a adeséo do paciente (PAPAKOSTAS
et al., 2011).

3.3.1 Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sao estruturas complexas, produzidas a partir de
diversos tipos de polimeros ou copolimeros, por ligagdo cruzada ou revestimento
superficial. As suas propriedades fisico-quimicas podem ser seletivamente
modificadas, aumentando sua estabilidade e alterando o perfil de liberacéo de ativos,
podendo se atingir uma liberacao sustentada (PAPAKOSTAS et al., 2011).

A utilizacdo das nanoparticulas na area biomédica pode ser muito vantajosa
por diversos motivos e dentre eles, pode-se pontuar: (a) polimeros sdo agentes
capazes de modular a liberacdo do ativo, promovendo uma cinética de liberacao
modificada; (b) o tamanho das nanoparticulas sendo proximo ao das moléculas
bioldgicas pode permitir a integracdo com unidades celulares; (c) as nanoparticulas
podem proteger e estabilizar formulacées com compostos labeis (SIMONE et al.,
2008).

As nanoparticulas podem se apresentar como nanoesferas ou nanocapsulas
(Figura 10). As nanocépsulas possuem o centro oleoso e uma membrana polimérica
e, geralmente, sdo estabilizadas por tensoativos. J& as nanoesferas sdo compostas
por uma matriz polimérica que contém os componentes ativos. Uma distribuicdo de
tamanhos estreita e monomodal é crucial para garantir a qualidade nanotecnoldgica.
Elas possuem algumas vantagens quando comparadas a formulacdes convencionais
como aumento de solubilidade, maior absorcdo de ativos, boa estabilidade,
biodegradabilidade e boa tolerabilidade. (GUTERRES et al., 2007; POLLETO et al.,
2011; MONTENEGRO, 2014).

Figura 10: Diferentes morfologias de nanoparticulas
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Fonte: MARTINS et al., 2014
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Essas particulas podem ser desenvolvidas com polimeros de fonte natural ou
sintética. Existem alguns polimeros naturais que podem ser usados em cosmeéticos
como a celulose, quitosana, entre outros. A vantagem € a baixa toxicidade desse tipo
de material. Se tratando de polimeros sintéticos para aplicacdo biomédica, inclusive
para aplicagdo topica, é importante que polimero seja biocompativel e biodegradavel.
Dentre os eles, 0os mais utilizados sé&o o poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido latico)
(PLA), poli(acido latico — co — glicolico) (PLGA), policaprolactona (PCL), dentre outros
(MIHRANYAN et al., 2012).

Apesar das nanoparticulas poliméricas estarem recebendo atencgéo
diferenciada devido a sua versatilidade, existe a preocupacao com a citotoxicidade e
acumulacdo de nanoparticulas, um olhar especial estd sendo dado aos polimeros
biodegradaveis. (PAPAKOSTAS et al., 2011; ELSABAHY et al, 2012).

Outro fator importante a ser considerado no desenvolvimento das
nanoparticulas sao as caracteristicas fisico-quimicas dos polimeros. Por exemplo, a
figura 11 mostra a influéncia da cristalinidade na permeabilidade a agua de 3
polimeros: PCL, D-PLA e D, L-PLA. Pode ser observado que, quando os polimeros
sao mais cristalinos, existe uma maior regularidade em suas cadeias e, com isso, a
taxa de difusdo de agua é menor, e a taxa de degradacao in vivo também € menor,
conferindo uma liberacdo do ativo mais lenta. Ja quando se opta pela utilizacdo de
polimeros mais amorfos, com cadeias menos regulares, existem mais espacos vazios
para uma maior difusdo da agua, o que aumenta a taxa de degradacéo in vivo e a
liberacdo do farmaco é mais rapida (SIMONE et al., 2008).

Também é possivel modular a cinética liberacdo do ativo e a sua eficacia por
meio de alteracfes quimicas na particula, as quais podem promover reconhecimento
biolégico, melhorar a biodistribuicdo, bioadesdo, melhores perfis de
biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além disso, diferentes métodos de obtencéo
produzem particulas de tamanhos, estrutura, morfologia, superficies diferentes,
influenciando as suas propriedades. Portanto, a escolha do polimero, do farmaco, dos
adjuvantes e do método de obtencao é crucial para obter um tipo de sistema especifico

para uma determinada aplicacéo.

3.3.2.Método Emulsao - Difusdo
Existem varios métodos de preparacéo de particulas poliméricas. Quando se

compara técnicas de obtencédo de particulas a partir da polimerizacdo de monémeros
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Figura 11: Esquema representativo da regularidade das cadeias poliméricas de PCL, D-PLA e
D, L-PLA e a difusdo da agua pelas mesmas

a) Maior regularidade

PCL Menor taxa de difusdo da agua

== Taxa de degradagéo in vivo mais baixa
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| Liberagédo do farmaco mais rapida

Fonte: TAVARES, 2016.

com a utilizacdo de polimeros pré-formados, esta Ultima é mais vantajosa, pois 0s
parametros sdo mais faceis de controlar e costuma ter maior rendimento. As técnicas
ja descritas nesse contexto sdo: emulsificacdo-evaporacdo do solvente, por
deslocamento do solvente, por salting-out e por difusdo do solvente (SOUTO et al.,
2012).

Esse método consiste em obter as nanoparticulas a partir de um sistema
emulsionado. Um sistema emulsionado € formado por duas fases liquidas imisciveis,
onde a fase interna estd em menor concentracdo, e a externa estd em maior
concentragdo, estabilizado por uma molécula anfifilica, um tensoativo. O tensoativo é
capaz de reduzir a tensao superficial das fases, tornando possivel a dispersédo de
goticulas da fase interna na fase externa. Nesse método, os solventes utilizados como
uma das fases e o0s tensoativos podem ser tdxicos, portanto, sua escolha deve ser
feita com cuidado de acordo com a aplicacéo desejada (GOU et al., 2011).

Esse método pode ser dividido em 2 etapas: a primeira consiste na preparacao
de um sistema emulsionado, onde as goticulas da fase interna sao o template através
do qual as nanoparticulas serdo formadas. Na segunda etapa ocorre a evaporacao do
solvente das goticulas e, consequente, precipitacdo do polimero que antes estava
dissolvido nele, ocasionando a formacao das particulas, como mostra o Figura 12
(ANTON et al., 2008; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009; GIRAUD et al., 2013).
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Com a evaporacao do solvente da fase interna é formada uma suspenséo de
particulas poliméricas. A estabilidade dessa suspenséo pode ser afetada por diversos
fatores, porém particulas em tamanhos submicrons tendem a sedimentar mais
lentamente, o que confere uma maior estabilidade. Todavia € possivel que ocorra
agregacao das particulas, reduzindo a sua estabilidade (GUTERRES et al., 1995).

Outro fator importante a ser considerado é que o tamanho e a morfologia das
particulas obtidas s&@o similares ao das goticulas pds-evaporacdo do solvente.
Segundo Galindo-Rodriguez e colaboradores (2004), isso sugere que cada particula
formada corresponde a uma goticula da emulsdo, e o tamanho da goticula é
determinante na definicdo do tamanho da particula. Para se obter goticulas menores
e, consequentemente, particulas menores muitas vezes € necessaria a utilizacdo de
agitacdo mecanica de alta energia, para aumentar o cisalhamento da fase interna,

porém, pode aumentar o custo do processo (GOU et al., 2011).

Figura 12: Esquema geral de obtencdo de nanoparticulas
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No esquema geral de obtencdo de nanoparticulas, o sistema é composto por
uma fase aquosa e uma fase organica. A fase aquosa é formada por &gua e
tensoativo, ja a fase organica por um solvente organico, o polimero e o farmaco. Essas
duas fases sdo misturadas, sob agitacdo, o que gera uma emulsdo resultante. Em
seguida, para a fase de evaporacgdo do solvente, se adiciona mais agua ao sistema,
de forma que ele fique mais diluido. ApOs a evaporagdo, se obtém uma suspensao de

nanoparticulas soélidas em agua.

Figura 13: Esquema do método emulsdo-difuséo
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Fonte: GUINEBRETIERE et al., 2002

No caso do método de emulsédo-difusédo (Figura 13), o solvente orgéanico
utilizado é parcialmente miscivel com a agua, o que facilita a difusédo do mesmo para
a abundante fase externa aquosa. Durante esse processo, o tamanho inicial das
goticulas da emulsao é reduzido, por conta da rapida difusdo do solvente para a fase
aguosa, resultante da parcial miscibilidade com a agua, conforme ilustrado na Figura
14. A difusé@o seguida da evaporacao do solvente permite, enfim, a precipitacdo do
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polimero e consequente formagédo da particula (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009;
HASSOU et al., 2009).

Figura 14: llustracéo da evaporagéo do solvente

Fonte: elaborado pelo autor

Segundo Vauthier & Bouchemal (2009), alguns fatores podem influenciar o
tamanho da particula obtida pelo método de emulsdo-difusdo, como por exemplo:

e Miscibilidade do solvente com a agua: quanto maior a miscibilidade entre as
duas fases, mais rapida € a difusdo do solvente para a fase aquosa externa,
e reduzem as chances de ocorrerem instabilidades que aumentem o
tamanho das goticulas;

e O aumento da velocidade de agitacdo reduz o tamanho de particula;

e O aumento de concentracéo do tensoativo reduz o tamanho de particula;

¢ O aumento da concentracdo de polimero aumenta o tamanho de particula,

assim como sua polidisperséo.

3.3.3 Liofilizagcao

Para a obtencéo das particulas na forma de pd, é necessario que elas passem
por uma etapa de secagem. A fim de se estudar as particulas em forma de soélida, foi
escolhida a técnica de liofilizacao.

A liofilizac&o consiste em uma técnica na qual se remove a agua da amostra
congelada por sublimacédo e dessor¢cdo, sob vacuo. Esse processo gera diferentes
tipos de estresse no material durante o congelamento e secagem, portanto,
geralmente se utiliza componentes que protegem a formulagdo, como o0s
crioprotetores (ABDELWAHED et al., 2006).

Durante o congelamento a porcéo liquida da suspensao é resfriada e cristais
de &gua pura vao se formando. A medida que 0 processo continua, mais agua pura

vai sendo congelada, causando um aumento de concentracdo do liquido restante. Isso
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acarreta um aumento de viscosidade que inibe a continuacao da cristalizacdo da agua

remanescente. Essa por¢ao restante, rica em particulas, se solidifica, formando uma

fase amorfa e/ou cristalina. Essa alta concentracdo de particulas é o que pode induzir

agregacdo e, em alguns casos, fusdo irreversivel de particulas. Além disso, o

congelamento também pode gerar um estresse mecanico das particulas,
desestabilizando o sistema (ABDELWAHED et al., 2006).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Poli(acido latico), 1240 g/cm?® (Nature Works — Igeo 4043D)
Poli(etilenoglicol)-b-poli(propilenoglicol)-b-poli(etilenoglicol), Pluronic® F-68
(poloxamer), Mn 8.400 g/mol (Sigma-Aldrich®)

Vitamina E galénica (Farmacia Universitaria — UFRJ)

Diclorometano (Sigma-Aldrich®)

Etanol (Sigma-Aldrich®)

4.2 Equipamentos:

Analisador termogravimétrico, TA Instruments, TGA Q500 - V6.7 Build 203
(IMAJUFRJ);

Difratdmetro Rigaku Ultima IV Zetasizer Nano S90 (Malvern Instruments)
Calorimetro diferencial de varredura, Rigaku, modelo TAS 100, EUA.
Espectometro de infravermelho, Perkin Elmer Spectrum Versao: 10.4.2,
Frontier FT-IR/FIR (IMA/UFRJ);

Liofilizador, Liotop, L101 (IMA/UFRJ);

Metalizador com alvo de platina (Leica EM ACE600)

Microscopio eletrdnico de varredura Quanta FEI 250

Zetasizer Nano S90 (Malvern Instruments)

4.3 Método

O método utilizado para a obtencdo das nanoparticulas de PLA foi o método de

emulsao-difuséo, ilustrado na Figura 15.

A fase orgéanica tem como componentes 40mL de agua e 4,8mg (4% p/p)

poloxamer F-68 como tensoativo do sistema. A concentracdo de tensoativo PF68
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precisou ser ajustada para melhor estabilidade da emulsédo resultante do método. Com
a utilizacdo da concentracdo (w/v) do método descrito por (LIU, et al., 2005;
RAVIKUMARA; TIYABOONCHAI; MADHUSUDHAN, 2013), houve separacao de fase
em um curto periodo de tempo. Portanto, foi feito um estudo, no qual foram testadas
as concentracdes (w/w), como descreve o estudo de (GUINEBRETIERE et al., 2002)
de 1 - 4% (w/w) de PF68 em relacdo a quantidade de PLA do sistema, e a
concentracdo que apresentou resultado satisfatério de estabilidade pelo periodo de
tempo necessario para a preparacédo da emulsao foi a de 4%.

A fase organica foi preparada a partir de uma mistura de solventes:
diclorometano (DCM), que dissolve os 120mg PLA, e o etanol, que desempenha a
funcdo como co-solvente a fim de melhorar a miscibilidade do DCM com a agua. A
proporcdo usada de DCM:etanol foi de 2:1 e, a partir dessa solucdo, 20mL foram
usados na preparacdo da emulsdo. No sistema com o ativo, a vitamina E foi
adicionada na fase orgéanica na proporcéo de 10:1 polimero:vitamina E. A funcdo do
etanol como co-solvente esta relacionada a uma adaptacdo do método de emulséo-
difusdo. Uma das caracteristicas deste método € o solvente utilizado na fase organica,
que deve ser parcialmente miscivel com a 4gua para que a difusdo ocorra de forma
adequada nas etapas subsequentes. Porém o PLA utilizado neste estudo, ndo se
mostrou soluvel em solventes organicos puros desta natureza e, por isso, foi feita uma
mistura binaria de DCM, que é completamente imiscivel com a agua, e etanol, miscivel
com a agua, a fim de gerar um efeito melhor de miscibilidade das fases componentes
da emulséo, assim, o processo de difusdo dessa mistura para a fase externa aquosa
ser facilitada durante a etapa de evaporacdo do solvente (RAVIKUMARA;
TIYABOONCHAI; MADHUSUDHAN, 2013)

Para a preparacdo da emulsédo, a fase organica foi gotejada sobre a fase
aguosa sob agitacdo de Ultra Turrax® T-18 na poténcia de 11.000 rpm, sob banho de
gelo para que o aquecimento causado pela agitacdo de alta energia ndo fosse o
suficiente para evaporar o solvente. Em seguida, a emulsao foi submetida a ultrassom
de ponteira com 60% de sua poténcia (poténcia méxima de 500w) para reducédo das
goticulas durante 3 minutos, também sob banho de gelo.

Para a fase de evaporacéo, foram colocados 240 mL de agua destilada (4 vezes

0 volume da emulséo) em um bécher e, sob agitagdo mecéanica, a emulséo foi vertida
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Figura 15: llustragdo do método de emulséo-difusao
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nesse volume de &gua, para que o etanol presente na fase interna arraste o
diclorometano, sob temperatura ambiente. O elevado volume de agua auxilia nesse
processo de difusdo do solvente para a fase externa aquosa para que a goticula de
PLA solidifique e as particulas serem formadas. Apds 24 horas de evaporacgéo, sob
temperatura ambiente e agitacdo mecanica, parte das suspensdes de particulas foram

estocadas para posteriores caracterizacdes e a outra parte foi congelada em
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Ultrafreezer (LIOTOP) a temperatura de -68 °C a -72 °C por, aproximadamente 1 hora
e, em seguida, colocado no Liofilizador para o processo de secagem a uma
temperatura de -49 °C e pressédo de 72 mmHg por 96h.

4.4 Caracterizacado Dos Sistemas

4.4.1 Difracéo de Raios-X (XRD)
Foram obtidos difratogramas do PLA, do poloxamer, das nanoparticulas de PLA e das

nanoparticulas de PLA com vitamina E, por meio do difratdmetro Rigaku Ultima IV,
com monocromador de cobre (CuKa A = 1.54A) e detector contador de cintilagéo. As
andlises foram feitas a temperatura ambiente em 40 kV, 20 mA, 0,01°/s e a faixa de
analise compreendeu de 26=1,2° a 60°. O calculo da cristalinidade das amostras deu-

se através do método de Rulland utilizando o software Fitky.

4.4.2 Andalise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica foi utilizada para caracterizar o perfil de degradacéo
do PLA, do poloxamer e dos sistemas desenvolvidos. As medidas de TGA foram
obtidas através do equipamento Analisador Termogravimétrico TGA Q-500 da marca
TA Instruments, no intervalo de aquecimento de 40 a 700 °C, com taxa de

aguecimento de 10°C/min.

4.4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As amostras de PLA, de poloxamer, das nanoparticulas de PLA e PLA com
vitamina E foram analisadas sob o fluxo de N2 de 50 ml/min, com a taxa de
aquecimento de 10°C/min e na faixa de -80°C até 250°C.

Os valores das entalpias e das temperaturas de fusao e cristalizagao (AHf e
AHc, Tm e Tc) obtidos por DSC foram utilizados no calculo do grau de cristalinidade

de cada material (Xc). O Xc foi calculado segundo a equacé&o abaixo:

H
f . 100

X.% =
‘ AHf1009
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O AHs é a entalpia de fusdo da amostra determinada experimentalmente e AHf100%
€ a entalpia de fusdo do pla hipoteticamente 100% cristalino. Para calcular a
cristalinidade dos materiais, o calor de fusdo do polimero 100% cristalino foi extraido
da literatura (AHr00% = 93 J/g) (apud PEREIRA; MORALES, 2014).

4.4.4 Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)

As andlises de FTIR foram efetuadas na faixa de 400 a 4000 cm™, analisadas a
25°C, em aparelho Perkin Elmer Spectrum versédo: 10.4.2 e modelo Frontier FT-
IR/FIR, com cristal de seleneto de zinco, utilizando KBr para analise das

nanoparticulas.
4.4.5 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O diametro médio hidrodindmico da particula e o indice de polidispersao
referente a distribuicdo do tamanho foram determinados por espalhamento dinamico
de luz, utilizando o equipamento Zetasizer Nano S90 (Malvern Instruments). Foram
analisadas as amostras liofilizadas e a suspenséo de particulas. A fim de garantir uma
total homogeneizacdo das amostras ressuspensas, foi utilizado um agitador de
solucgdes (ultrassom de banho) continuamente durante 3 minutos. Todas as amostras

foram analisadas a uma temperatura de 25 °C.

4.4.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

A analise de SEM foi realizada com o objetivo de identificar a morfologia das
nanoparticulas desenvolvidas. Para tal, as amostras em forma de p6 foram fixadas na
superficie de stubs metalicos com auxilio de uma fita de carbono que apresenta a
superficie adesiva e condutora. Os stubs contendo as amostras foram levados ao
metalizador com alvo de platina (Leica EM ACE600) e recobertas no mesmo com uma
camada de aproximadamente 20 nm de ouro a fim de torna-las condutoras e
possibilitar a obtencéo das imagens.

As imagens das amostras foram obtidas a partir do uso do detector de elétrons
secundarios (ETD) e utilizou como diferenca de potencial 20 kV para a aceleracdo dos
elétrons. As analises foram realizadas no Microscoépio eletrénico de varredura Quanta
FEI 250.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Difracdo de Raios-X - XRD

Na andlise de Difracdo de Raios-X foi observado o perfil cristalino dos
polimeros puros e dos sistemas desenvolvidos. Na Figura 16, a seguir, sdo mostrados

os difratogramas.

Figura 16: Difratograma de Raio-X dos sistemas e polimeros puros
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No difratograma do PLA puro, aparentemente a contribuicdo amorfa é elevada,
por ndo serem observados picos estreitos que sado caracteristicos de materiais
cristalinos. No estudo de Kuchnier (2014), o mesmo perfil de pico largo no eixo 20 foi
observado e foi concluido que ha uma clara contribuicdo amorfa, assim como nos
resultados obtidos. A fim de analisar e confirmar o perfil cristalino deste material, o
grau de cristalinidade foi ainda calculado por DSC, cujos resultados seréo discutidos
em seguida.

Quando se observa os difratogramas, os picos referentes a presenca do
poloxamer e do PLA sé&o identificados nos sistemas, o que indica que realmente houve
uma mistura fisica dos dois polimeros puros. Porém, outros picos s6 séo detectados
no sistema puro e no sistema com vitamina E. Entéo, de alguma forma a mistura fisica
do poloxamer com o PLA mudou o perfil cristalino dos sistemas, resultando em picos
gue s6 aparecem nos difratogramas dos mesmos, efeito esse que é exacerbado no
sistema com vitamina E. Ja que o aparecimento desses picos € observado em ambos
os sistemas desenvolvidos, ele € provavelmente resultado do método de preparacao

das particulas, mais especificamente no momento da formacao da particula solida.
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Em relacédo a tendéncia do grau de cristalinidade, o sistema puro se mostrou
menos cristalino que o sistema com vitamina E. Uma das explica¢gGes para esse efeito,
segundo Hyvonen et al. (2005), é a rapida evaporacado do solvente orgéanico e rapida
precipitacdo do polimero no sistema, ndo tendo este tempo para se organizar. A
consequéncia € a queda nos valores de cristalinidade do sistema. J& no sistema com
vitamina E, por ela se apresentar na forma de Oleo, a evaporagdo do solvente
hidrofébico desse sistema (DCM) esta ocorrendo de forma mais lenta quando
comparada ao sistema puro, 0 que permite um tempo maior para as cadeias se
organizarem durante essa etapa de, a ponto de resultar em maior cristalinidade do

sistema que contém a vitamina oleosa (HYVONEN et al., 2005).

5.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi utilizada com o intuito de avaliar o perfil de
degradacdo dos componentes puros e dos sistemas desenvolvidos a fim de comparar
0s resultados. Além disso, checar se € observado decaimento em baixas
temperaturas, caracteristico de presenca de solvente organico nos sistemas, e a
perda de massa caracteristica de 4gua. A seguir, na Figura 17, estao os termogramas

dos polimeros puros, da vitamina E e dos sistemas.

Figura 17: Termogramas dos componentes puros e dos sistemas desenvolvidos
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Foram obtidos os parametros Tonset (temperatura na qual se inicia o
processo de degradacgdo), Tpeak (temperatura correspondente a maior perda de

massa) e a quantificacdo do residuo de cada material (Tabela 2).

Tabela 2: Tonset, Tpeak € residuo dos componentes puros e dos sistemas

MATERIAL Tonser Teeak  RESIDUO
PLA PURO 346°C 325°C 0,94%
POLOXAMER 410°C 393°C 1,53%
VITAMINA E 308°C 343°C 0
SISTEMA 240°C 246°C
11,28%
PURO 374°C 383°C
SISTEMA 250°C 250°C
10,43%
COMVIT. E 384°C 380°C

Na analise dos termogramas, das Tonset € Tpeak Obtidas pela técnica do TGA, é

possivel observar que os sistemas desenvolvidos possuem uma menor resisténcia
térmica quando comparados aos polimeros puros, ja que ambos comecam a degradar
em temperaturas mais baixas. Isso pode ser justificado pela forma como esses
materiais se apresentam: os polimeros puros sao pellets e a vitamina E um dleo
denso, enquanto os sistemas se encontram em forma de po fino. Sendo assim, o calor
oriundo da técnica de TGA se difunda mais rapidamente pelos sistemas em p6 do que
pelos outros componentes em pellet e em 6leo, o que faz com que ele se degrade em
temperaturas menores, ja que fundem mais homogeneamente.
Quando sdo avaliados os sistemas, também é observado que eles geram residuo ao
final da analise. Esse residuo pode ser resultado das alteracfes nas caracteristicas
dos polimeros e novas interagbes nos sistemas resultantes do processo de
preparacao e secagem das particulas, que tem como consequéncia um diferente perfil
de degradacao diferenciado. Visto que todos os componentes dos sistemas tém sua
estrutura quimica basicamente carbénica, é possivel que o residuo seja carbono.

Na analise dos termogramas dos sistemas, ocorrem dois eventos de
degradacéo, comportamento esperado ja que sao misturas fisicas dos componentes
utilizados em sua preparacdo. O primeiro evento, mais significativo, possivelmente
esté relacionado com o PLA, ja que compde a maior parte dos sistemas e possui Tonset

menor que o poloxamer, que pode ser relacionado com o segundo evento de perda,
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menos significativo. Isso fica evidente quando se observa as Derivadas das perdas de
massa dos sistemas (dTGs), demonstradas a seguir, na Figura 18. Quanto a vitamina
E, € possivel que ela esteja sofrendo degradacédo juntamente com o PLA, ja que sua

Tonset € mais proxima ao do PLA que aquela correspondente ao poloxamer.

Figura 18: dTGs dos sistemas desenvolvidos
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Por fim, ndo se observa perda de massa correspondente a solvente organico
Oou agua nos sistemas, o0 que indica que o0 processo de evaporacao do solvente e a
liofilizacdo foram eficazes na retirada destes em ambos os sistemas. Além disso, ndo
€ possivel observar a presenca dos solventes organicos utilizados na preparacao das
particulas nas caracterizagdes dos sistemas, pois sua pressao de vapor é menor que
as do DCM e do etanol. Portanto, se a liofilizacao foi capaz de remover a agua dos

sistemas, ela também se torna perfeitamente capaz de remover os residuos de
solventes presentes neles.

5.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os dados da técnica de calorimetria diferencial de varredura foram obtidos da
primeira corrida de todos os materiais, ja 0 que se busca & analisar como 0s
componentes usados no preparo das particulas interagiram entre si através da sua

histéria térmica. Na Figura 19, a seguir, estdo representados os graficos referentes
aos polimeros puros e os sistemas desenvolvidos.
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Figura 19: Calorimetria diferencial de varredura dos polimeros e dos sistemas.
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Na avaliacdo dos polimeros puros, vé-se que o PLA apresenta, em forma de
uma descontinuidade da linha base do gréfico, sua temperatura de transi¢ao vitrea
(Tg) em 66°C e sua temperatura de fusdo (Tm) em 175°C. Proximo a Tm, h&a um pico
exotérmico, em 156°C, caracteristico dos poliésteres, que passam por uma
reorganizacdo de cadeia antes de fundir. J& o poloxamer, apresenta apenas o pico
referente a Tm, na temperatura de 51°C.

Em ambos os sistemas € possivel se observar que h& contribuicdo de ambos
os polimeros puros que os compdem em forma de uma mistura fisica, ja que estéao
presentes picos separados de fusdo com Tm de valor préximo as vistas nos graficos
dos polimeros puros.

No grafico correspondente ao sistema puro, se observa 4 manifestacdes
térmicas, sendo elas trés picos endotérmicos (44°C; 59°C; 171°C) e um pico
exotérmico (76,1°C). Os dois primeiros picos podem estar relacionados a diferentes
organizacdes das cadeias do poloxamer oriundas do método de preparo da particula,
pelo qual essas cadeias se organizaram de forma a criar 2 popula¢cdes de cristais,
uma composta por cristais menores ou menos perfeitos na temperatura de 44°C, e
outra de cristais maiores e/ou mais perfeitos que fundem na temperatura de 59°C. O
pico mais intenso do grafico € o que se apresenta na temperatura de 171°C. Este esta
relacionado ao PLA presente no sistema, por ser o componente em maior quantidade
e pela temperatura préxima ao valor do PLA puro utilizado no preparo da particula. O

deslocamento do pico da Tm esta relacionado com o método de preparo e também
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ao fato do sistema ser uma mistura fisica entre dois polimeros, o que faz com que as
cadeias de PLA ndo se organizem tdo bem como no seu estado puro e, por isso,
cristais menores e/ou menos perfeitos sdo criados na matriz da particula
correspondente ao PLA, diminuindo, assim a sua temperatura de fusao.

No sistema com vitamina E também sdo observadas 4 transi¢fes térmicas,
porém de perfis diferentes daquelas vistas no sistema puro. Elas ocorrem nas
temperaturas 55,7°C, 132,8°C, 167,2°C (endotérmicas) e 69,9°C (exotérmica). Assim
como no sistema puro, a mistura fisica do poloxamer e do PLA resultaram em menores
valores de Tm. Porém a diferenca é que, quando se observa os picos correspondentes
a contribuicdo do poloxamer e do PLA, no sistema com vitamina E, ocorre 0 oposto:
vé-se um pico referente ao poloxamer que se apresenta na temperatura de 52,7°C, e
outros referentes ao PLA, nas temperaturas de 132,8 °C e 167,2°C. Ou seja, nesse
sistema, o poloxamer possui apenas uma populagcéo de cristais menores e/ou menos
perfeitos que os vistos no poloxamer puro. JA& o PLA possui duas populacbes de
cristais ambas de cristais menores e menos perfeitos quando comparadas com o PLA
puro.

Os picos exotérmicos vistos no PLA puro e nos sistemas desenvolvidos
ocorrem devido a uma caracteristica dos poliésteres de realizar rearranjo das cadeias
antes de fundir. Por isso, antes da Tm é possivel observar um pico que se assemelha
com um evento de cristalizacdo, mas que, na realidade, € o rearranjo caracteristico
referente ao PLA presente nos sistemas.

Quando se avalia a intensidade dos picos referentes ao PLA nos dois sistemas,
€ observado que o sistema com vitamina E possui dois picos, enquanto o sistema puro
possui apenas um pico. Sendo assim, a presenca da vitamina E no sistema promoveu
novas interacdes com o PLA, de forma que favoreceu o melhor empacotamento das
cadeias, aumentando assim a cristalinidade do sistema. Isso pode ser confirmado com
o calculo da cristalinidade através da entalpia de fusdo desses picos em questéo
(Tabela 3).

Dessa forma, na andlise por DSC se observou que os polimeros puros mudam
seus perfis térmicos ao serem submetidos ao método de obtencdo das particulas.
Além disso, vé-se que a vitamina E favorece um melhor empacotamento do PLA do
sistema, quando comparado ao sistema puro, 0 que pode ser vantajoso quando se

trata de liberacdo mais lenta do ativo, ja que, como ja dito anteriormente, quanto mais
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cristalino o sistema, maior € a dificuldade de liberar o ativo, promovendo uma liberacéo

mais lenta do mesmo.

Tabela 3: Graus de cristalinidade determinados por DSC

MATERIAL GRAU DE CRISTALINIDADE (Xc)

PLA 23%
Sistema puro 10%
Sistema com

i ) 25%
Vitamina E

Os resultados obtidos por DSC, corroboram com os obtidos por DRX, ja que
através do calculo de grau de cristalinidade pela entalpia dos sistemas, se observou
que o sistema com vitamina E de fato é mais cristalino que o sistema puro. Porém, o
grau de cristalinidade do PLA puro, que nao foi detectavel por DRX por conta do halo
de contribuicdo amorfa do polimero, é possivel ser calculado pela técnica de DSC.
Com isso, quando compara Xc do PLA puro com o do sistema puro, pode ser
observado que o método de preparo das particulas tem consequéncias nos perfis

cristalinos dos polimeros utilizados.

5.4 Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada com o objetivo de obtencéo de dados referentes
a incorporacdo do PLA, poloxamer e da vitamina E nos sistemas de particulas
desenvolvidos. Observa-se no espectro de FTIR que as bandas correspondentes aos
polimeros puros e a vitamina E estao presentes também nos espectros dos sistemas
preparados, o que é um indicativo da presenca dos polimeros e o ativo utilizados na
obtencdo nas particulas em questdo. Todavia, existem bandas dos componentes
puros que se sobrepdem no espectro (Figura 20). Por isso, € importante a avaliagao
do numero de onda de cada pico caracteristico para melhor determinar quais bandas

correspondem a qual componente em cada um dos sistemas.
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Quando se compara os sistemas desenvolvidos com 0S componentes puros,
se observa a presenca das bandas caracteristicas descritas tanto na literatura quanto

nos resultados obtidos na analise, como descrito nas tabelas 4 a 6 abaixo.

Figura 20: espectros FTIR dos componentes puros e dos sistemas puro e com
vitamina E.

Vit. E

VA

Sistema c/ Vit. E

(U: _\/’-\’\/ﬁ
Sl
< | Sistema Puro
O
| o=
«©
= PLA Puro
a ~——
©
—
|_
Poloxamer

\\ff

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Ntmero de Onda (cm™)

Tabela 4- espectros FTIR da vitamina E da literatura e utilizado na dissertacao

Vitamina E
' Resultados
Dados da obtidos - Resultados obtidos - )
, P ) ) P Grupo funcional
literatura {cm™) Vit. E pura Sistema com vit. E (cm™)
(em™)
3470 - - 0-H (estiramento)
C-0-C (referente ao grupo
1260, 1209 1204 24 1264 638
fenol)
1212 120424 - C-O-H
1378 1366,13 136478 metil
1090 107758 1083,55 ether group

Fonte: Adaptado de BRACCO et al, 2007, DOUDIN, 2016



48

Tabela 5: espectros FTIR do PLA da literatura e utilizado na disserfacdo.

PLA
Dados da PLA puro Sistema Sistema com vit. E Grupo funcional
literatura (em™) puro (em™)
(em™) (em™)
~3400 - 3362,75 3377,03 0O-H (estiramento) -
ndo visto em PLA
SeCo
3000-2800 2923,65 299528 294412 C-H (estiramento)
1760-1750 174862 1750,72 175371 C=0 (estiramento)
1640-1650 - - 1632,57 C=C (estiramento)
absor¢ao de agua)
1489, 1452, 1453238 1453.21 1453,37 C-H (flexao)
1412, 1383
1337,1315 1382 45 1351,89 C-H (flexdo)
1190-1180 118043 118189 1151,93 C-0-CeC-0
(estiramento /
alcool)
1040-1060 1042 64 104381 1044 C-0-CeC-0O
(estiramento /
alcool)
948 - 956,52 952,96 C-0CeC-O
(estiramento /
alcool)

Fonte: Adaptado de WRONA ef al,, 2017

Tabela 6: espectros FTIR do poloxamer da literatura e utilizado na dissertacao

Poloxamer
Dados da Poloxamerpuro  Sistema puro Sistema Grupo funcional
literatura (cm™) {em™) (em™) com vit. E
(em™)
3500 - - O-H (estiramento) -
nio visto em PLA
Seco
2884 2881,39 - - C-H (estiramento)
1114 11015 112733 112723 C-O (estiramento)

Fonte: Adaptado de PANDITA et &/, 2011.



49

A banda referente ao estiramento da ligacéo O-H (relacionado com a presenca
de umidade na amostra analisada) esté presente nos espectros correspondentes aos
sistemas, mas ndo esta presente nos polimeros e no ativo puro. E comparando os
sistemas entre si, na Figura 1, vé-se que essa banda é muito mais intensa no espectro
do sistema com vitamina E do que no sistema puro. Isso pode ser justificado pelas
condi¢des de acondicionamento de cada um deles. O sistema puro foi armazenado
em dessecador a vacuo, assim como o PLA puro e o poloxamer utilizados na analise
do FTIR. J& o sistema com vitamina E teve a necessidade de ser acondicionado em
geladeira, fora do dessecador, ja que o ativo € sensivel a calor, resultando em maior
umidade presente e uma maior intensidade da banda correspondente a presenca de
agua na amostra. A agua presente na amostra ndo é relacionada a presenca do PLA,
ja que a sua capacidade de absorvé-la é baixo (VYAVAHARE, 2015), e sim a presenca
do poloxamer por ser a porc¢do higroscopica do sistema. Sendo ele um copolimero em
bloco anfifilico composto por monémeros de 6xido de etileno (bloco hidrofilico) e éxido
de propileno (bloco hidrofébico), a agua vista neste espectro esta aderida a esta
porcao do sistema com vitamina E.

Os resultados obtidos por FTIR apresentaram todas as bandas caracteristicas
do PLA, do poloxamer e da vitamina E individualmente. Entretanto, nos sistemas
muitas delas se sobrep8em, por conta da similaridade quimica das suas estruturas,
além da baixa concentracdo do poloxamer e da vitamina, ndo sendo possivel

comprovar a presenca concomitante destes.

5.5 Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Os sistemas obtidos foram analisados por Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS) para determinagéo do tamanho de particula. Os resultados séo referentes aos
sistemas ainda em suspensao e depois de liofilizados. Na Figura 21, a seguir, estdo
representados os graficos de distribuicdo de tamanhos.

Quando se compara ambos os sistemas entre si, observa-se que em ambos 0s
casos, as particulas que passaram pelo processo de secagem por liofilizagdo
apresentam tamanhos maiores quando comparadas aquelas que permaneceram em
suspensao. Isso ocorre por conta do processo de congelamento pelo qual as
suspensdes de particulas devem passar para que possam ser liofilizadas. Durante o
congelamento, as moléculas de agua vao se transformando em cristais, 0 que causa

na “expulsao” das particulas presentes nessa porc¢ao de gelo recém formado para a
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Figura 21: Graficos de distribuicdo de tamanhos de particula dos sistemas. (A) Sistema puro em
suspenséo; (B) Sistema puro liofilizado; (C) Sistema com vitamina E em suspenséo; (D) Sistema com

) ; vitamina E liofilizado.
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fracdo ainda na forma liquida. A medida que a suspens&o vai chegando & temperatura
de congelamento, as particulas ficam cada vez mais confinadas em menores volumes,
se aproximando umas das outras, 0 que tem como consequéncia agregacdo do
sistema (ABDELWAHED et al., 2006; KHAYATA et al., 2006). Como o DLS detecta o
raio hidrodindmico da particula, quando estas estdo agregadas, ndo € possivel se
avaliar o tamanho real de cada uma individualmente. Esta hipétese da agregacao das
particulas em questado sera analisada por Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM).

As particulas em suspensao do sistema puro e do sistema com vitamina E estao
com tamanhos aproximados, 0 que pode indicar que a vitamina E se distribuiu
homogeneamente pelas particulas formadas. Isso ocorre por ela se apresentar em
forma oleosa e ter uma estrutura carbénica hidrofébica, interagindo bem com PLA e,
sobretudo, com o poloxamer que € um tensoativo e interage com compostos oleosos.
Sendo essa distribuicdo da vitamina homogénea, ndo hd um aumento significativo

nem do tamanho de particula e nem no indice de polidisperséo (PDI).
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J& no caso das particulas liofilizadas, o PDI no sistema com o ativo é mais
elevado que no sistema puro. Uma das possibilidades de explicagdo para o PDI ser
tdo diferente sdo as diferentes interacdes que foram criadas pela vitamina E no
processo de congelamento e liofilizacdo, que gera agregados de particulas com
diferentes forcas de interagdes mudltiplas entre si e, por consequéncia, formam-se
diferentes populacdes de agregados durante o processo de secagem das particulas.
Portanto é possivel que a vitamina E ndo esteja somente no interior das particulas
formadas, mas também adsorvida na superficie, sendo responsavel por essas
interacdes que ndo ocorrem Nno sistema puro.

Quando se avalia o tamanho médio de particula, ha uma diferenca de quase
600nm entre o sistema puro (1540nm) e o sistema com a vitamina E (951nm). Isso
ocorre justamente por conta de diversos tamanhos de populacdes de agregados mais
heterogéneos, que faz com que a média do sistema com a vitamina E seja menor,
apesar de serem observadas algumas populacdes de particulas maiores do que as
vistas no sistema puro, também se observa populacfes menores que contribuem para
a reducado da média dos tamanhos dos agregados. Portanto a liofilizacdo muda de fato

as caracteristicas das particulas.

5.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (FEG-SEM)

A morfologia das particulas e confirmacao da agregacao das particulas foram
analisadas através de imagens obtidas por FEG-SEM. A Figura 22.A mostra as
particulas correspondentes ao sistema puro e na 22.B as particulas do sistema com
vitamina E. Pode-se afirmar que o formato das particulas é esférico de superficie
levemente rugosa. Além disso, é possivel se observar a agregacao resultante do
processo de liofilizacdo, ja que ndo se vé particulas individualizadas, corroborando
com os dados de Espalhamento de Luz Dindmico nos quais se vé que as particulas

liofilizadas tinham como resultado um maior raio hidrodindmico médio.

6. CONCLUSAO
O método de emulséo-difuséo realizado neste estudo foi capaz de promover a

formacao de nanoparticulas resultantes da mistura fisica dos componentes escolhidos

para a sua formacao.
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Figura 22: Micrografias dos agregados de particulas: (A) sistema puro; (B) sistema com
vitamina E

Foram realizadas caracterizacdes eficazes na determinacao das propriedades
térmicas, de cristalinidade do sistema, além do tamanho e morfologia das particulas
obtidas.

A partir dessas caracterizacdes, pode-se concluir que o sistema obtido possui
potencial aplicacdo em formulacbes tbpicas antienvelhecimento de liberacédo
modificada de ativos antioxidantes, por se tratar de um sistema cristalino, como
discutido anteriormente. Entretanto, quando estas passaram pelo processo de
secagem por liofilizagdo, ocorreu agregacéo, o que pode dificultar a sua penetracao
na barreira da pele integra para a¢ao direta antioxidante nos queratindcitos.

7. SUGESTOES
. Realizar ensaio in vitro em queratindécitos;

. Realizar testes de retencdo das particulas em orelha de porco, para que
se avalie se as particulas secas sédo capazes de ultrapassar a barreira da pele;
. Desenvolver metodologia para céalculo da taxa de encapsulacdo da
vitamina E por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

. Realizar analise de Ressonancia Magnética Nuclear de Solidos para se
avaliar as por¢des mais e menos rigidas dos sistemas, afim de entender melhor
as interagfes entre os componentes;

. Realizar teste de estabilidade acelerada para se avaliar as melhores
condicdes de acondicionamento das particulas e obter uma previsao do

tempo de prateleira.
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