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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de nanoparticulas (NPs)
biodegradaveis, incluindo NPs revestidas com quitosana (CS) e a
utilizacdo de promotores de permeacdo (SPEs), visando a liberagdo
transdémica do terpinen-4-ol (T40OL). Trés diferentes sistemas de NPs
foram desenvolvidos: NPs de zeina, NPs de zeina na presenca de SPEs e
NPs de zeina revestidas com CS. As NPs foram preparadas pela
adaptagdo de um processo de precipitacdo em antisolvente. Todos os
sistemas investigados apresentaram forma esférica e mostraram
tamanhos em torno de 200 nm, com uma estreita faixa de distribuicao de
tamanho. As NPs também foram caracterizadas por microscopia
eletronica de transmissdo (TEM), tendo sido obtidos dados que
confirmaram os valores do tamanho obtidos por espalhamento de luz
dindmico (DLS). As suspensdes de NPs contendo T4OL apresentaram
valores de eficiéncia de encapsulacdo (EE) préximos a 90%. O
revestimento das NPs com CS foi confirmado através das medidas de
tamanho das particulas e de potencial zeta ({). Foi avaliada a
estabilidade das suspensdes de NPs de zeina contendo T4OL em funcéo
do tempo. As NPs na presenga ou auséncia de SPEs foram estaveis por
até 20 dias, enquanto para as NPs na presenca ou auséncia de CS a
estabilidade foi até o 30° dia. As NPs de zeina também foram avaliadas
quanto a liberagdo, permeacdo e retencdo de T4OL através da pele de
orelha suina, em um modelo da cdmara de difusdo de Franz. Foi
estudado ainda o efeito dos SPEs sobre a permeagdo cutanea do T40L
contido nas NPs, tendo sido observada uma melhora na permeacdo do
T40L e que sua liberacdo ocorre de maneira mais controlada. Os
resultados mostram que as NPs de zeina estudadas sdo sistemas
nanoestruturados promissores para a entrega prolongada T4OL,
exibindo potencial para ser utilizado em terapia anti - melanoma.

Palavras-chave: nanoparticulas de zeina, quitosana, terpinen-4-ol,
permeacdo cutanea, liberagcdo controlada.






ABSTRACT

This study describes the development of biodegradable nanoparticles
(NPs), including NPs recovered with chitosan (CS) and the utilization of
skin penetration enhancers (SPESs), aiming the T4OL deliveryin the skin.
Three different NP systems were developed: zein NPs, zein NPs in the
presence of SPEs and zein NPs recovered with CS. Zein NPs were
prepared using a modified antisolvent precipitation process
(desolvation). All investigated systems presented spherical format and
showed sizes at ca. 200 nm, with a narrow range of size distribution.
The NPs were also characterized through transmission electronic
microscopy analysis, being obtained data that confirmed the obtained
size values by dynamic light scattering (DLS). The suspensions of NPs
containing T40OL presented EE values of ca. 90%. Recovering of NPs
with CS was confirmed by means of measurements of size particles and
zeta potential (£). The stability of zein NPs suspensions were evaluated
as a function of the time.The NPs in the absence and in the presence of
SPEs were stable until the period of 20" day, while for the NPs in the
presence and in the absence of CS the stability occurred until the 30"
day. The delivey, permeation and retention of zein NPs T4OL through
pig ear skin were also evaluated, using a Franz diffusion cell apparatus.
The influence of the SPEs on the cutaneous permeation of T40L
contained in the NPs was also studied, being reported an improved
T40L permeation and that its release occurs in a more controlled
fashion.The results show that the zein NPs studied here are promising
nanostructured systems for the prolonged T4OL delivery, exhibiting a
potential to be used in anti-melanoma therapy.

Keywords: zein nanoparticles, chitosan, terpinen-4-ol, cutaneous
permeation, controled release.
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25

INTRODUCAO

O objetivo ha muito tempo desejado de direcionar os farmacos para
locais especificos no corpo humano, onde a a¢éo farmacoldgica é desejada,
poupando outros tecidos, tem sido perseguido ativamente durante os
Gltimos anos, e o0s recentes avancos da nanotecnologia tém proporcionado
desenvolvimentos significativos nesta area. De uma forma genérica, a
nanotecnologia refere-se a um campo da ciéncia e da tecnologia aplicada,
no qual o controle da matéria é efetuado em nivel molecular.

De fato, as recentes investigacdes na area de nanoparticulas (NPs)
para aplicacBes na area biomédica tém-se baseado na premissa de que estes
nanomateriais podem ser sintetizados e funcionalizados de forma a
atingirem o local desejado.

A zeina tem sido extensivamente investigada pela sua capacidade
de formar NPs por auto-associagdo para encapsulacdo de compostos
bioativos. Também tém sido desenvolvidas particulas nanométricas que
podem ser usadas para liberagdo controlada de farmacos com aplicacdo
biomédica, no qual, tem demonstrado um bom potencial de liberacéo tanto
in vitro como in vivo (PATEL, 2010; LAI, 2011; LUO et al., 2010;
REDDY; YANG, 2011).

O céncer de pele é o mais frequentemente desenvolvido pela
populagdo brasileira, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores
diagnosticados em todas as regiGes geogréaficas do pais. (RICOTTI, 2009).

Numerosos fatores de risco estdo associados com o
desenvolvimento de cancer de pele. Estes incluem a exposi¢do a radiagdo
ultravioleta (UV), fatores fenotipicos, tais como o tipo de pele, cores dos
olhos e do cabelo, a tendéncia para queimar ao invés de bronzear, a
presenca de sardas e pintas, predisposicao genética e exposicao prolongada
cronica a radiacdo solar, por exemplo, em marinheiros e em agricultores
(CUMMINGS, 1997).

O cancer de pele do tipo melanoma representa uma pequena
porcentagem de 4%, sendo a principal causa de morte por doenga de pele.
Caracteriza-se pela alta capacidade de infiltracdo no sistema nervoso central
(SNC), com predominancia em adultos brancos (POPIM, 2008). O
prognostico de pacientes com melanoma metastatico é desfavoravel, com
sobrevida média de oito a nove meses. Relatos de varias partes do mundo
demonstram um crescente aumento na sua taxa de incidéncia (4 a 8%),
sendo o maior aumento registrado no periodo de 2004 e 2005, de
aproximadamente 9% (RICOTT], 2009).

Atualmente, ndo se tem medicacdo de uso tépico comercial para o
melanoma, embora exista uma grande disponibilidade de tratamentos
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convencionais com farmacos quimioterdpicos e/ou  compostos
imunoterdpicos e hormonais, porém, os mesmos ndo tém sido eficientes
guanto a busca de melhorias clinicas significativas. A principal causa é a
perda da eficacia dos farmacos ao longo do tratamento, uma vez que as
células de melanoma, por exemplo as do tipo B16F10, desenvolveram
diversos mecanismos de resisténcia. Por esta razdo, a pesquisa por novos
agentes antitumorais é crescente.

Os compostos naturais tais como os originados de recursos
genéticos vegetais biologicamente ativos, tém atraido a atencdo de
pesquisadores em busca da cura para diversas doencas. Notadamente a
medicina popular vem direcionando estudiosos na procura por novos
fitoterapicos. A Melaleuca alternifolia (familia: Myrtaceae), é uma planta
de origem australiana comumente conhecida como a arvore de cha. O
principal produto dela extraido é o seu 6leo essencial (TTO - tea tree oil),
de grande importancia medicinal por possuir comprovada acdo bactericida e
antifingica contra diversos patdgenos humanos, sendo utilizado em
formulagdes topicas. Atualmente, o TTO é empregado como agente
antimicrobiano ou preventivo em escala farmacéutica ou cosmética e a sua
indicacdo vai desde a utilizagdo tépica em lesbes, queimaduras, picadas de
inseto, gel para espinhas e cremes para a pele e até dentifricios (Oliveira, et
al., 2011).

O terpinen-4-ol (T40L) é principal componente do TTO,
representando aproximadamente 40% da composicdo do 6leo essencial.
Recentemente, estudos in vitro demonstraram eficAcia da Melaleuca
alternifolia e do (+)-T40OL na inibicdo das células M14 do melanoma
(Calcabrini, Stringaro, Toccacieli, Meschini, Marra, Colone, et al., 2004;
Maccari, 2011). Outros autores demonstraram elevada citotoxicidade da
Melaleuca alternifolia em células cancerigenas do pulméo (A549), mama
(MCF-7) e prostata (PC-3) (Xia L et al., 2009).

Neste trabalho, foram preparadas e caracterizadas NPs de zeina,
gue num segundo momento foram utilizadas para o desenvolvimento de um
sistema de liberacdo de T4OL. Com o objetivo de compreender a
fundamentacéo tedrica que cerca o presente trabalho, é apresentado a seguir
uma revisao bibliografica sobre tema em estudo.
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11 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1  Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais que tém
recebido considerdvel atencdo nos ultimos anos, particularmente aquelas
preparadas a partir de polimeros biodegradaveis (CUVREUR, 1995). As
particulas obtidas podem ser na forma de nanoesferas e nanocapsulas e séo
obtidas pela auto-associacdo de polimeros que varia geralmente de 10 a
1000 nm (QUINTANAR-GUERRERO, 1998; SOPPIMATH et al., 2001).

Os sistemas coloidais poliméricos por apresentarem distinta
composi¢do interna, permitem a encapsulagdo de principios ativos com
caracteristicas  fisico-quimicas bem diferenciadas, desde moléculas
altamente hidrofébicas a principios ativos hidrofilicos (QUINTANAR-
GUERRERO, 1998).

A principal vantagem da nanoencapsulacdo é a obtencdo de acdo
prolongada, ou controlada, do principio ativo incorporado ou encapsulado.
Outras vantagens na utilizacdo de sistemas poliméricos para a encapsulacao
de farmacos ou ativos cosméticos incluem em mascarar as propriedades
fisico-quimicas intrinsecas da substancia, melhorar sua interacdo com
membranas, facilitar sua absor¢do ou penetracdo cutdnea e reducdo do
namero de administracdo (REDDY; YANG, 2011).

Os sistemas nanoparticulados carreadores de farmacos tém sido
focalizados principalmente por permitir a otimizagdo da velocidade
controlada e do regime de dosagem das substancias. As NPs, constituidas
por polimeros biodegradaveis, quando comparadas com outros sistemas
coloidais, como lipossomas, apresentam maior estabilidade em fluidos
bioldgicos e em condi¢bes de armazenamento devido as matérias-primas
empregadas na sua producdo, o que pode facilitar a estocagem a
temperatura ambiente e aumentar o tempo de prateleira do medicamento.
Além disso, seus métodos de preparacdo possibilitam a producdo em escala
industrial (BEDARD et al., 2010; MARCHESSAULT, 2005).

Estes tipos de sistemas apresentam-se como carreadores de
farmacos e tém apresentado uma melhora na seletividade e eficiéncia das
formulagdes. Sistemas nanoestruturados estdo sendo propostos como
carreadores coloidais, usados para liberar varios farmacos na pele e no
estrato corneo. Uma liberacdo controlada do fArmaco podera suprir a pele
por um periodo de tempo mais prolongado, podendo-se também considerar
que um tratamento no local afetado é capaz de reduzir a absor¢do sistémica
e os efeitos colaterais ( COUVREUR, 2002).
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Em virtude de todo este quadro, ha um corrente interesse na
utilizacdo de NPs poliméricas. NPs, nanoesferas e nanocapsulas (Figura 1)
podem ser preparadas de acordo com a composicao e o processo utilizado.
As nanocapsulas sdo constituidas por uma pelicula polimérica disposta ao
redor de um ndcleo oleoso, podendo incorporar o ativo diretamente no
ndcleo e/ou por adsorcdo na parede polimérica. S8o chamados de sistemas
do tipo reservatdrio, onde é possivel identificar um nucleo diferenciado. Por
outro lado, as nanoesferas constituem um sistema monolitico, em que ndo é
possivel identificar um nicleo diferenciado. Neste caso, o farmaco
encontra-se homogeneamente disperso ou solubilizado no interior da matriz
polimérica (BEDARD et al., 2010; KIM, J.;: VAN DER BRUGGEN, 2010;
SANTOS, 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanoesferas e nanocdpsulas sdo preferidos sobre os filmes e
microparticulas para a entrega do farmaco e outras aplicacbes médicas
porque os materiais nanométricos correspondem a tamanhos caracteristicos
de unidades funcionais naturais em organismos vivos, 0 que permite que as
NPs sejam capazes de interagir com as biomoléculas. Devido ao seu
tamanho adequado, as NPs podem difundir no tecido e séo geralmente
feitas de forma eficiente pelas células proporcionando uma oportunidade
para a entrega efetiva de agentes terapéuticos (REDDY; YANG, 2011).

Figura 1 - Representagdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas:
a) principio ativo dissolvido no ndcleo oleoso das nanocapsulas; b) principio ativo
adsorvido na parede polimérica das nanocapsulas; c) principio ativo retido na
matriz polimérica das nanoesferas; d) principio ativo adsorvido ou disperso
molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

Nanocapsulas Nanoesferas

B Matriz
polimérica

Parede
polimérica

Fonte: (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As NPs podem apresentar sitios de reconhecimento celular na sua
superficie e encapsular substancias ativas (farmacos, aromas e particulas
magnéticas). A liberacdo do principio ativo pode ocorrer por difusdo
gradativa através da matriz (sistema matriciais) ou pela degradacdo da



29

matriz (sistemas reservatorios) mediante algum estimulo quimico ou fisico,
tais como mudancas de pH, forca ibnica, temperatura, pressdo, atrito,
umidade, etc (BEDARD et al., 2010; GAUCHER et al., 2005).

Varias técnicas sdo descritas na literatura para a preparacdo de
micro e nanoparticulas. Entretanto, 0 método de obtencdo de particulas
representa um fator crucial para as suas caracteristicas fisico-quimicas
como distribuicdo de tamanho e morfologia, 0 que, em contrapartida,
determina o comportamento destas em relagdo a encapsulacéo e liberacdo
de principios ativos. A metodologia escolhida para obtencdo é de extrema
importancia para controlar a cinética e termodindmica do processo. Dentre
os métodos empregados para a preparacdo de NPs pode-se mencionar: 1)
coacervacdo; 2) emulsdo seguida da evaporacdo 3) secagem por aspersao;
4) processo dispersdo liquido - liquido e 5) processo de precipitacdo em
antissolvente (dessolvata¢do) (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Apesar de extensa pesquisa e desenvolvimento, apenas algumas
NPs de entrega de farmacos atualmente sdo aprovadas pela Food and Drug
Administration (FDA) e disponiveis para o tratamento do céncer. Duas
formulagdes de lipossomas comerciais estdo disponiveis nos Estados
Unidos. O Doxil (Caelyx) e Dauno Xome sdo os primeiros medicamentos
anticancer revestidos por lipossoma aprovados pela FDA, e estdo
disponiveis no mercado. Uma terceira formulagéo lipossomal foi aprovada
na Europa para tratamento de cancer de mama, o Myocet. Também foram
desenvolvidas NPs de paclitaxel aderido a albumina, sendo a formulagdo
aprovada pelo FDA para o tratamento de cancer de mama (CARUTHERS;
WICKLINE; LANZA, 2007; HALEY; FRENKEL, 2008).

Estes exemplos mostram a importancia da expansdo do campo de
desenvolvimento de NPs como vetores para a entrega de farmacos
terapéuticos em oncologia e como essa metodologia pode quebrar algumas
das barreiras fisioldgicas e farmacoldgicas para o tratamento eficaz contra o
cancer (HALEY; FRENKEL, 2008).

1.1.1.1 Polimeros biodegradaveis

Uma classe de polimeros de interesse crescente sdo 0s
biodegradaveis, que vém se destacando cada vez mais, devido a busca por
um material com durabilidade em uso e degradabilidade ap6s o descarte.
Tais materiais vém sendo muito aplicados na area médica (fios de sutura,
implantes, sistema de liberacdo controlada de farmacos, enxerto vascular,
etc) em decorréncia de sua biocompatibilidade, capacidade de dissolu¢cdo no
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interior do organismo e propriedades mecanicas adequadas a tais aplicagcdes
(AHMED 0. ELZOGHBY, 2012; FIALHO et al., 2003).

Varios polimeros naturais e sintéticos tém sido explorados para
desenvolver biomateriais para engenharia de tecidos e a entrega de
farmacos. As proteinas sdo preferidas sobre os polimeros sintéticos para
aplicac6es médicas, pois sdo bio- e citocompativeis, biodegradaveis, sem
toxicidade, abundantes, de custo relativamente baixo e ao mesmo tempo,
sdo hidrofébicas e insoliveis em agua. Além disso, como materiais de
suporte para o crescimento celular, é mais facil manter as fungdes da matriz
extracelular com proteinas do que com polimeros sintéticos (GOMEZ-
MARTINEZ; ALTSKAR; STADING, 2012). Adicionalmente, as proteinas
possuem grupos funcionais (carboxila, amino) que possibilitam a
modificacdo da superficie (alteracdo das cargas) dependendo do pH.
Portanto as proteinas podem ser facilmente moduladas para responder aos
diferentes valores de pH do meio para liberacdo de varios tipos de produtos
farmacéuticos (REDDY; YANG, 2011).

Devido as vérias vantagens das proteinas vegetais, tem sido
estudada a possibilidade da utilizacdo destas para desenvolver hidrogéis,
filmes, fibras, nano- e micro-particulas para aplicagdes médicas, engenharia
de tecidos e principalmente a incorporagdo e liberacdo de farmacos. No
entanto, modificagcBes quimicas, tais como a reticulagdo sdo muitas vezes
necessarias para alcancar as propriedades mecanicas e estabilidade
requeridas. Entre as proteinas vegetais, a zeina tem demonstrado o potencial
para aplicacdo em engenharia de tecidos e transporte de farmacos (REDDY;
YANG, 2011). Proteinas de soja e trigo também tém sido relatadas como
sendo adequadas para engenharia de tecidos, porém, pouco viadveis para 0
desenvolvimento de NPs (AHMED O. ELZOGHBY, 2012).

As NPs elaboradas com proteinas vegetais representam uma nova
abordagem que apresenta algumas vantagens em relacdo a entrega do
farmaco utilizando proteinas animais. Tais proteinas vegetais hidrofobicas,
como zeina e gliadina, tém a capacidade de produzir a liberacdo sustentada
de farmacos (REDDY; YANG, 2011). As proteinas vegetais em
comparacdo as proteinas de origem animal, apresentam menor custo e
reduzem o risco de propagacdo de doencas, como a encefalopatia
espongiforme bovina (doenca da vaca louca) (AHMED O. ELZOGHBY,
2012).

1.1.1.2 Estabilidade e caracterizacio das nanoparticulas

O estudo de estabilidade de farmacos e medicamentos, descrito
pela resolucdo RE n°1/05 ANVISA determina a quantificacdo dos produtos
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de degradacdo, assim como o correspondente método analitico utilizado. A
estabilidade é definida como o tempo durante o qual a especialidade
farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente mantém,
dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e
uso, as mesmas condigdes e caracteristicas que possuia quando da época de
sua fabricacdo (SILVA, K. E. etal., 2009).

Os estudos de estabilidade sdo classificados em acelerado e de
longa duracdo. O estudo acelerado é projetado para aumentar a velocidade
de degradacdo quimica e/ou alterac@es fisicas no produto farmacéutico pela
utilizagdo de condigdes drasticas de armazenamento, com o propoésito de
monitorar as reacdes de degradacdo e estimar o prazo de validade nas
condi¢cBes normais de armazenamento (ANVISA, 2004). Ja o estudo de
longa duracéo € realizado em condigdes normais de armazenamento com o
objetivo de confirmar os dados obtidos no estudo acelerado.

Os testes de estabilidade dos produtos sdo de suma importancia por
fornecerem indicagfes sobre o comportamento do produto, em determinado
intervalo de tempo, frente a condi¢cbes ambientais que visam acelerar as
alteracdes a que possa ser submetido, desde a fabricacdo até o término da
validade (ANVISA, 2003). A estabilidade dos produtos farmacéuticos
depende de fatores ambientais como temperatura, umidade, luz e de outros
fatores relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e
quimicas, de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacéo, tipo e propriedades
dos materiais de embalagens (PALUDETTI, 2004).

Independentemente do processo de preparagdo para obtencdo das
NPs poliméricas, os produtos sdo obtidos como suspensdes coloidais
aquosas, as quais normalmente ndo possuem tendéncia a separacao de fases.
Entretanto, durante o tempo de armazenamento, as NPs podem sofrer
agregacao, resultando na formacédo de precipitados. Além disso, problemas
de estabilidade quimica do polimero ou das demais matérias-primas,
também podem ocorrer. A consequéncia de uma estabilidade fisico-quimica
limitada, em fungdo do tempo, constitui um obstaculo para a aplicabilidade
industrial das suspensdes aquosas de NPs (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O processo de caracterizacdo fisico-quimica desses sistemas na
maioria das vezes engloba a distribuicdo de tamanho de particula,
determinacdo do potencial zeta, pH e da concentracdo do principio ativo
associado as NPs e o seu teor (SCHAFFAZICK et al., 2003;
SCHAFFAZICK 2002).

A avaliacdo do tamanho médio da particula é um dos parametros
fisico-quimicos mais importantes deste sistema coloidal, pois através dele é



32

possivel monitorar a tendéncia a precipitacdo e sedimentacdo das
suspensdes (SCHAFFAZICK et al., 2003; SCHAFFAZICK 2002).

O potencial zeta representa o potencial de superficie das particulas,
o qual é influenciado por mudangas na interface com o meio dispersante,
em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou
da adsor¢do de espécies idnicas presentes no meio aquoso da dispersdo. Em
moédulo, um valor relativamente alto de potencial zeta representa uma boa
estabilidade da suspenséo coloidal (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O acompanhamento do valor de pH das formulagBes indica a
estabilidade das suspensdes nanoparticuladas. AlteracGes nos valores em
funcdo do tempo podem estar associadas & degradagdo do polimero, de
algum outro componente da formulagdo ou até mesmo com a difusdo do
farmaco das nanocépsulas para meio aquoso (GUTERRES, S. S. et al.,
1995).

1.1.2  Terpinen-4-ol

Os produtos bioativos extraidos de 6leos essenciais (OES) tém sido
cada vez mais investigados devido as propriedades apresentadas por muitos
deles, tais como acdo antimicrobiana, antioxidante, acdo farmacoldgica e
anticancer. Os terpenoides sdo uma das principais classes de compostos
presentes nos OEs, os quais sdo encontrados em quase todos os alimentos
naturais. Estes tém sido associados com um menor risco de contrair doengas
crdnicas como as cardiacas e/ou cancer. Entre os OEs, 0 TTO (Tea tree oil)
¢ 0 que vem sendo muito estudado, devido as suas propriedades
farmacoldgicas (HYUN-JIN KIM, 2004; KATHERINE A. HAMMER,
2012a; TAGA I, 2012).

O TTO é extraido da planta Melaleuca alternifolia (familia:
Myrtaceae) (Figura 2) nativa da Australia, sendo cultivada em outros paises
em menor escala, inclusive no Brasil. O TTO é obtido por hidrodestilacéo
das folhas da Melaleuca alternifolia. O 6leo essencial desta planta possui
uma mistura complexa de cerca de 100 diferentes compostos,
principalmente de monoterpenos, sesquiterpenos e 0s seus alcoois
correspondentes, sendo os principais T4OL, y-terpineno, a-terpineno, a-
terpineol, a-terpinoleno e 1,8-cineol (HAMMER et al., 2006; HYUN-JIN
KIM, 2004; KATHERINE A. HAMMER, 2012a). Como ha uma variedade
de compostos nesse 6leo, ha uma série de padrdes que tenta defini-los e
limita-los porque as variacOes de lote para lote pode ser devida as condicdes
de plantio dessa espécie. Essas variacdes influenciam na producdo da
substancia ativa pela planta, assim como suas propriedades antibacterianas,
antiflngicas, anti-inflamatdrias e analgésicas (HYUN-JIN KIM, 2004).
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Figura 2 - Folhas da planta Melaleuca alternifolia (Myrtaceae).

Atualmente hd um padrdo internacional regularizador 1SO 4730
“6leo de Melaleuca tipo T4OL” e farmacopéia Europeia, que estabelece
limites maximos e minimos para 14 compostos do 6leo. Os principais
componentes sdo 0 T40L e 1,8-cineol. Em relagdo ao T4OL € exigido um
teor minimo de 30% e para o 1,8-cineol um teor maximo de 15%, sendo
que T40L é o principal responsavel pelas propriedades medicinais,
principalmente anti-inflamatoria, antiflngica, antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena, assim como efeitos antivirais e inseticida, enquanto o 1,8-
cineol é responsavel por causar alergia a pele. Dessa forma, é interessante a
presenca de maiores quantidades de T4OL e menores quantidades de 1,8-
cineol no TTO. Dados publicados mostram que o TTO causa irritagdo da
pele somente em altas concentragdes e as reacdes alérgicas aparecem em
individuos com pré-disposicdo e a causa provavelmente é a presenca de
muitos compostos que sofrem oxidacdo através da exposicdo a luz e/ou ar
(HYUN-JIN KIM, 2004; TAGA 1, 2012).

A Figura 3 apresenta a estrutura quimica do T4OL. Esse
monoterpenoide estd presente em varios 0Oleos essenciais de diversas
plantas, dentre os quais podem ser citados 6leo de Melaleuca alternifolia,
Alpinia zerumbet (SANTOS B.A, 2011), Camellia sinensis, Eucalyptus
globulus, Laurusnobilis, Artemisia, Cinnamomum, Citrus, Cuminum,
Cupressus, Cymbopogon, Lantana, Lippia, Myrisfica, Origanum,
Pimpinella, Rosmarinus, Salvia e Thymus, entre outras. Devido as suas
excelentes caracteristicas, inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=Vlo5oegB4aFnWM&tbnid=84MpvbYn0FO9SM:&ved=0CAUQjRw&url=http://manteigascapilar.blogspot.com/2010_12_24_archive.html&ei=AM6VUt_cJZDLsAT_vYLgAg&bvm=bv.57155469,d.cWc&psig=AFQjCNGUfCv415rRe7_mMbJFQnqWQ6bIig&ust=1385635677779887
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Figura 3 - Estrutura quimica do monoterpeno (-) T4OL.
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Por exemplo, Greay et al. (2010) estudaram o efeito do TTO e do
T40L contra duas linhagens de células de tumor murino agressivos,
mesotelioma AE 17 e melanoma B16. Os resultados indicaram que além de
induzir a morte celular, também inibiu o crescimento destas células
tumorais agressivas, 0 que destaca o potencial anticancerigeno e a atividade
de TTO e TAOL(GREAY et al., 2010).

Em outro trabalho, também foi realizado o estudo em relagédo ao
cancer de pele, o qual demonstrou a eficicia do TTO e do (+)-T4OL na
inibicdo das células de melanoma humano M14 em teste in vitro
(CALCABRINI et al., 2004). Outros autores demonstraram elevada
citotoxicidade do TTO, que apresenta em sua COMPOSIGA0
aproximadamente 40% de T40L, em células cancerigenas do pulmdo
(A549), mama (MCF-7) e prostata (PC-3) (LIU et al., 2009).

Estudos do efeito antitumoral do T4OL sobre o cancer de pulméo
do tipo ndo pequenas células (representam 80% de todos o0s casos)
indicaram que T4OL induziu o efeito citotdxico. Pela primeira vez foi
demonstrado que o T4OL induz apoptose em células de cancer de pulmao
em humanos, in vitro e in vivo (CHIEH-SHAN WU, 2012).

Doll-Boscardin et al (2012) investigaram o potencial citotéxico in
vitro dos Oleos essenciais das folhas jovens e adultas de Eucalyptus
benthamii e alguns de seus componentes (a-pineno, T4OL e y-terpineno)
em linhas de células Jurkat (leucemia de células T), J774A.1 (tumor de
macrdfagos murino) e Hela (cancer cervical). Em relacdo ao éleo essencial
a partir de folhas jovens de E. benthamii as células Jurkat revelaram uma
resposta mais sensivel quando comparadas com as células J77A.1. O 6leo
essencial obtido a partir de folhas adultas de E. benthamii demonstraram o
mesmo comportamento para estas duas linhas de células. Dados
semelhantes também foram observados para a-pineno, y-terpineno e T40OL
sendo que os terpenos a-pineno e y-terpineno ndo mostraram atividade
contra J77A.1. No que diz respeito a citotoxicidade contra as células Hela,



35

verificou-se que a-pineno, y-terpineno e T4OL ndo exibiram efeito nesta
células tumorais. Em geral, os 6leos essenciais a partir de folhas jovens e
adultas de E. benthamii demonstraram algum grau de citotoxicidade contra
as linhagens celulares tumorais estudadas, que confirma o seu potencial
antitumoral (PATRICIAMATHIAS DOLL-BOSCARDIN; TOMOE
NAKASHIMA, 2012).

Recentemente foi estudada a eficiéncia do T4OL para induzir o
crescimento de células de leucemia humana MOLT-4. Os resultados
exibiram tanto citoxicidade como morte celular (PATOMPONG KHAW-
ON, 2012).

Terzi e colaboradores (Terzi, et al. 2012) estudaram o efeito de
cinco compostos naturais (Timol, eugenol, carvona, T4OL e cineol) como
agentes potencialmente fungicidas. Foram testados em 12 diferentes
espécies de fungos micotoxigénicos envolvidos em vérias doencas em
plantas. As atividades antifungicas de T4OL, eugenol, carvona, 1,8-cineol
(eucaliptol) e timol foram analisadas in vitro com concentragdes das
moléculas que variam 0-2%. Os compostos testados mostraram efeitos
toxicos sobre o crescimento in vitro de todas as espécies de fungos, mas
com diferentes niveis de acgdo. Entre os cinco componentes naturais
testados, trés grupos potenciais podem ser identificados: timol, eugenol e
carvona foram toxicas para os fungos nas concentragcBes mais baixas
(metade da concentraco méaxima eficaz (ECsp) = 0,017%). T4OL foi eficaz
em concentragdo intermediaria (ECso = 0,047%), enquanto 1,8-cineol foi
toxico apenas com a concentracdo mais elevada (ECsy = 0,248%). Também
foi realizado o estudo das propriedades antimicdticas do TTO e seus
principais componentes (T40OL, y-terpineno e 1,8-cineol) in vitro sobre
quatro fungos patogénicos em cereais. O efeito dos trés principais
componentes do TTO foi mais ativo que o 6leo e, entre 0s compostos
testados o0 T4OL foi mais eficaz (TERZI et al, 2012).

Garozzo e colaboradores estudaram a atividade antiviral in vitro do
TTO e os seus componentes principais, T4OL, a-terpineno, y-terpineno, p-
cimeno, terpinoleno e a-terpineol. Os resultados mostraram que o TTO
possui atividade antiviral contra virus da gripe A/PR/8 subtipo HIN1 e que
a atividade antiviral tem sido principalmente atribuida ao T4OL, o
componente ativo principal do éleo. O TTO se caracteriza como farmaco
promissor no tratamento da infeccdo pelo virus da gripe (GAROZZO,
2009).

O TTO também é utilizado em produtos farmacéuticos e
cosméticos como, por exemplo, ingrediente de perfumaria, ativo ou
promotor de penetracdo. No entanto, relatos sobre a absor¢do na pele sdo
raros. Desta forma foi investigada a capacidade do T4OL para penetracdo
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na pele humana. Os experimentos de liberagdo e permeacéo in vitro foram
realizados em uma célula de difusdo de Franz com membrana e a epiderme
humana. Para o estudo de liberacdo in vitro do T4OL foram preparados trés
tipos de formulagdes (um creme, uma emulsdo e uma pomada) em trés
diferentes concentracdes. A ordem de classificacdo das taxas de liberagcdo
segue a mesma ordem que as concentragfes usadas de TTO (10%> 5%>
3%). Em relagdo a permeacéo in vitro, 0 TAOL é capaz de permear na
epiderme humana com muita facilidade, sendo que a permeacgéo depende da
formulagdo utilizada. Neste estudo a permeacdo foi mais eficiente para a
emulsdo, seguido da pomada e por Gltimo do creme (REICHLING et al.,
2006).

Mondello et al. (2006) estudaram in vitro e in vivo a atividade anti-
Candida do T40L e do 1,8-cineol. Estudos demonstraram que T4OL possui
uma maior atividade antimicrobiana e, em contrapartida, 1,8-cineol exibiu
uma atividade muito mais baixa. No modelo experimental em ratos em
relacéo & infecgdo vaginal, T4OL foi tdo ativo como TTO na aceleragdo da
liberacdo na vagina de todas as cepas de Candida examinadas. Os
resultados sugerem que T40OL é um mediador provavel in vitro e in vivo de
atividade de TTO. Esta é a primeira demonstracdo in vivo de que o T40L
pode controlar infecgdes vaginais. O composto puro é uma promessa para o
tratamento de candidiase vaginal (MONDELLO, 2006).

Recentemente, foi comprovado que TTO e T4OL exibiram eficacia
terapéutica significativa em relagdo ao modelo comentado anteriormente e
que o tratamento oral com TTO tem atividade terapéutica, mesmo contra a
candidiase oral (KENTARO NINOMIYA, 2012).

O TTO também tem sido promovido por apresentar propriedades
inseticidas e repelentes, o0 que sugere potencial para uso em tratamentos de
feridas ou protetores contra flystrike (dermatobiose). Foram realizados
estudos laboratoriais para avaliar os efeitos inseticida e repelente do TTO
de Melaleuca alternifolia contra diferentes estagios da mosca-varejeira
Lucilia cuprinas. Os resultados mostram que TTO tem forte efeito
inseticida e repelente contra a Lucilia cuprina e que na maioria dos casos
estes efeitos ocorrem em suficientemente baixas concentragdes, sugerindo
potencial viabilidade para o desenvolvimento comercial no tratamento de
flystrike e feridas. Também foram preparadas formulagcdes de TTO com
outros inseticidas, reduzindo a mortalidade em comparacdo com o0s
larvicidas utilizados isoladamente. O TTO também tem atividade
antimicrobiana e cicatrizante, propriedades que podem ajudar na
cicatrizacdo de feridas e proteger contra as infeccfes secundarias que
contribuem para morte por flystrike. No entanto, deve-se destacar que 0s
estudos relatados foram conduzidos em laboratério e os ensaios com
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animais vivos serdo necessarios para confirmar os resultados
(CALLANDER; JAMES, 2012).

O TTO também é recomendado como um agente antisseptico em
lavagens de proteses e enxaguantes bucais e é muito empregado devido as
propriedades antimicrobianas, sendo incorporado como ingrediente ativo
em muitas formulac@es topicas para o tratamento de infecgdes cutaneas. E
amplamente disponivel para venda na Austrdlia, Europa e América do
Norte e é comercializado como um remédio para varias doencas, a fim de se
evitar a utilizacio de antibidticos. E topicamente aplicado, como por
exemplo, em infeccBes bacterianas, flngicas, virais e inflamatorias
(CARSON, 2006; KATHERINE A. HAMMER, 2012b; THOMSEN,
2013).

A avaliagdo quantitativa da penetracdo percutanea de terpenos €
uma questdo importante para a previsdo de sua atividade (por exemplo,
como promotores de penetragdo) ou para a compreensdo do mecanismo de
sua acdo na pele. A absorcdo e retencdo de dois terpenos, ()-linalol e
T40L, no estrato cdrneo foi determinada, com aplicagdo in vivo usando-se
dois veiculos topicos: solucdo oleosa (6leo de semente de uva) e carbopol
hidrogel, que continham 5% (m/m) dos terpenos. O veiculo hidrogel
garante melhor absor¢do de terpenos no estrato cérneo que em solugdo
oleosa (CAL K, 2006).

Recentimente foram desenvolvidos nanocarreadores para liberagdo
e protecdo do T4OL. As NPs de lipideos estabilizadas com polietilenoglicol
(PEG) foram preparadas e caracterizadas. Os resultados mostraram tamanho
homogéneo das NPs, alta carga, estabilidade e liberagdo controlada. As NPs
carregadas com T4OL foram testadas contra Candida albicans ATCC
11231, sendo que esta é muito resistente ao tratamento com antibidticos por
ser capaz de formar biofilmes, que sdo estruturas complexas que tornam a
infeccdo dificil de tratar. As NPs foram capazes de romper esta estrutura
(LI, 2012).

1.1.3 Zeina

1.1.3.1 Histérico

O milho ¢ utilizado principalmente para alimentagdo, mas uma
quantidade crescente vem sendo utilizada para biocombustivel e aplicacfes
na area da ciéncia de materiais. A producdo mundial de milho é de cerca de
560 milhdes de toneladas anualmente, sendo que os Estados Unidos
produzem sozinhos cerca da metade desta quantidade. O milho é
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processado essencialmente por trés métodos: moagem a Seco,
processamento alcalino e moagem Umida (GOMEZ-MARTINEZ et al.,
2012; SHUKLA; CHERYAN, 2001). Este processo envolve transformacées
quimicas, bioquimicas e operagdes mecénicas com o objetivo de separar o
grdo de milho em fracdes relativamente puras: germe (com alto teor de
6leo), fibra (proveniente do pericarpo dos grdos), amido (61%) e gluten
(7%) de alto teor proteico (> 60%), o qual é constituido pelas proteinas
glutelina, globulina, albumina e prolamina. O contelido de proteinas em
diferentes tipos de milho varia entre 6 a 12% da massa seca dos graos,
sendo que aproximadamente 80% das proteinas estdo contidas no
endosperma. Dentre as prolaminas, a principal é a zeina que representa
cerca de 50%, tornando-se a principal proteina contida no endosperma do
grdo (SHUKLA; CHERYAN, 2001).

1.1.3.2 Composigao e estrutura

As proteinas do milho podem ser divididas, de acordo com sua
solubilidade, em quatro fragdes e sdo constituidas de aproximadamente
20% de globulinas (solGveis em solucdo salina) e albuminas (sollveis em
agua), 40% prolaminas (insolGveis em agua e sollveis em alcool 70%) e
40% de glutelinas (insolGveis em &gua e alcool). As proteinas desses dois
altimos grupos sdo também conhecidas como proteinas de reserva. As
prolaminas sdo comuns em todos 0s cereais e sdo ricas em prolina e
glutamina (NELSON, 1969; SHUKLA; CHERYAN, 2001). A familia da
zeina consiste de uma mistura de polipeptideos que podem ser
identificados, por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDSPAGE), em 6 fragdes que podem ser divididas em
classes: d-zeina (10 kDa), S-zeina (16 kDa e 14 kDa), a-zeina (19 kDa e 22
kDa ) e y-zeina (27 kDa). A o-zeina representa a classe mais abundante,
perfazendo 60-70% do total, seguido y-zeina (10-20%), S-zeina (10%) e o-
zeina (1-5%) (MOMANY, 2006; PRASANNA, 2001; SHUKLA;
CHERYAN, 2001). Todas as fracdes de zeina sdo consideradas anfifilicas
porque contém ambos residuos de aminodcidos hidrofilicos e hidrofébicos
(NONTHANUM, 2012).

Em relacdo a composicdo de aminoacidos da zeina, as analises
mostram predominancia de grupos residuais fortemente apolares, como
leucina (20%), prolina (10%) e alanina (10%) e baixo contetido de residuos
de lisina e triptofano (PRASANNA, 2001; SHUKLA; CHERYAN, 2001).
A presenca desses aminoacidos confere a zeina maior carater hidrofébico
que, por exemplo, permite a preparagdo de NPs para encapsulacdo de
diversos compostos hidrofobicos (ZHONG; JIN, 2009). Além das
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excelentes propriedades para desenvolvimento de NPs, também é muito
utilizada para preparacgao de filmes comestiveis para cobertura de alimentos
(CHO; LEE; RHEE, 2010) e medicamentos (XU, 2011), protegendo-os da
umidade e de processos de oxidagao.

1.1.3.3 Caracteristicas

A zeina é uma proteina com massa molecular variando de 19-22
kDa (KIM, S.; XU, 2008; PRASANNA, 2001). As zeinas sdo consideradas
seguras (GRAS) e como ingrediente alimentar pelo FDA, contendo 75% de
residuos de aminoacidos lipofilicos e 25% de aminoacidos hidrofilicos
(PRASANNA, 2001). A solubilidade da zeina é devido a presenca de
grupos hidrocarbonetos nas cadeias laterais, a zeina é insolivel em &gua,
acetona e &lcoois anidros (exceto metanol), porém sollvel em alcoois, éter
etilico, solugdo alcalina (pH 11 ou superior) e glicois, entre outros. A alta
reatividade quimica da zeina é determinada pela presenca de seus grupos
funcionais (amina, amida, carboxila e hidroxila) (SHUKLA; CHERYAN,
2001; SIGMA, 2003).

1.1.3.4 Algumas aplicacGes da zeina

A zeina tem sido extensivamente investigada pela sua capacidade
de formar NPs por auto-associacdo para encapsulacdo de compostos
bioativos em alimentos tais como 6leo de peixe (ZHONG; TIAN;
ZIVANOVIC, 2009) e OEs (PARRIS 2005), entre outros (LUO et al.,
2011b; ZHONG; JIN, 2009). Também tém sido desenvolvidas particulas
nanométricas que podem ser usadas para liberagcdo controlada de farmacos
com aplicacdo biomédica (PATEL, 2010; LAl, 2011; LUO et al., 2010;
REDDY; YANG, 2011). O desenvolvimento de NPs de zeina tem
demonstrado um bom potencial de liberagdo tanto in vitro como in vivo.

NPs de proteinas também vém sendo estudadas como veiculo de
entrega de nutrientes, como riboflavina em sistema digestivo artificial,
sendo que este tipo de aplicacdo é muito limitado até o momento. Foram
desenvolvidas, por CHEN et al.(2010), microesferas de proteina isolada de
soja (SPI), zeina e complexo SPI-zeina como veiculos de entrega de
riboflavina em condicBes de jejum e prandial em um sistema digestivo
artificial. O estudo demonstrou que microesferas de SPI e zeina no
compartimento do estbmago ocorreu em 15 min. Ja as microesferas do
complexo SPI-zeina forneceram liberacdo controlada de riboflavina, dentro
de 4 horas ap6s a administracdo oral e perfis de absorcdo de nutrientes
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proximas de zero, tanto no estado de jejum como no prandial. A
incorporacdo dessas microesferas pode retardar a liberagdo de riboflavina
apds administragdo por via oral, que pode ser desejavel, por que isso iria
aumentar a probabilidade de atingir o intestino para a absor¢do em estado
intacto e ativo (LINGYUN CHEN, 2010).

As NPs de zeina foram preparadas para encapsulacdo da vitamina
D3 (VD3) e/ou revestidas com carboximetilquitosana (CMCS) na auséncia
e presenca de célcio como reticulante, sendo utilizado para reticular CMCS
para obter um revestimento denso e mais espesso. O tamanho variou de 86-
200 nm e a EE (eficiéncia de encapsulagdo) aumentou de 52,2% para 87,9%
quando revestidas com CMCS e na presenca de célcio, apresentaram
estrutura esférica. As interacdes do tipo ligacao de hidrogénio, eletrostatica
e hidrofébica foram consideradas como sendo as principais forgas para a
formagdo de complexos de NPs. As NPs revestidas proporcionaram melhor
liberacdo controlada da VD3 tanto em meio de tampéo fosfato salino (PBS)
quanto no trato gastrointestinal similar. A fotoestabilidade foi
significativamente maior ap6s o encapsulamento. A encapsulacdo de
nutrientes hidrofébicos em NPs de zeina com revestimentos de CMC
representa uma abordagem promissora para aumentar a estabilidade
quimica e propriedades de liberacdo controlada (LUO, 2012).

As NPs de luteina/zeina foram preparadas com sucesso pela técnica
de dispersdo da solucdo melhorada por fluidos supercriticos. Os resultados
mostraram elevada carga e alta EE, sendo que os parametros estudados
(temperatura, pressdo, propor¢do luteina/zeina e taxa de fluxo)
influenciaram significativamente na morfologia, carga, tamanho e EE. O
perfil de liberacdo, préximo de ordem zero, sugere que as NPs
desempenham um papel controlado na liberacdo de luteina (HU, D. et al.,
2012).

Luo e colaboradores desenvolveram com sucesso um sistema
quitosana (CS)/zeina para encapsular os compostos selenito e a-tocoferol,
tendo sido verificado que as propriedades antioxidante e as propriedades de
liberagdo dos compostos encapsulados foram significativamente
melhoradas (LUO et al., 2010; LUO et al., 2011a).

A zeina foi investigada para utilizacdo como um sistema de
distribuicdo de farmaco por via oral. As microparticulas de zeina carregadas
com prednisolona foram obtidas pelo método de coacervacdo. Para
investigar a adaptabilidade deste método para outros farmacos, as
microparticulas de zeina foram carregadas com hidrocortisona, que
apresenta estrutura semelhante a da prednisolona, ou mesalazina, que é
estruturalmente diferente. Foi obtida com éxito a encapsulagdo dos
farmacos investigados, sendo que os resultados foram excelentes quando a



41

hidrocortisona foi encapsulada, ja que se apresentou resistente ao processo
digestivo do estdmago e do intestino delgado, levando o sistema a oferecer
vantagens sobre os comprimidos disponiveis comercialmente. No entanto,
as grandes doses de mesalazina usadas clinicamente fazem com que a
quantidade de microparticulas necessarias para uma dose de mesalazina nao
seja pratica. Estes resultados sugerem que existe um potencial para formular
um sistema de entrega baseado em microparticulas de zeina (LAU et al.,
2013).

As NPs com estrutura compacta e esférica, e com distribui¢do de
tamanho estreito foram preparadas pelo processo de atomizagdo eletro-
hidrodindmica (eletrospray) a partir da proteina zeina, com concentragdo
variando de 2,5 a 15%. Foram obtidos tamanhos de 175 - 900 nm, com
aumento da concentracdo do polimero. A morfologia das NPs ndo se alterou
apds a incorporacdo de curcumina e o EE foi de 85-90%. As NPs de zeina
se apresentaram estaveis durante trés meses de armazenamento a 23 °C e
43% umidade relativa. Com o encapsulamento, a curcumina apresentou boa
dispersdo em uma matriz aquosa de alimentos, o leite semi-desnatado,
tornando possivel estender o uso de curcumina como um corante em
produtos alimentares aquosos (GOMEZ-ESTACA et al., 2012).

Recentemente, foi realizada a preparacéo de particulas coloidais de
zeina:quercetina pelo método de precipitacdo de cossolvente (co-
precipitacdo), utilizando caseinato de sddio como um estabilizador
eletroestérico. As particulas esféricas obtidas foram caracterizadas de
acordo com o tamanho, carga de superficie e morfologia. O tamanho das
particulas e carga de superficie de zeina:quercetina variaram de 130-161 nm
e de -30 a -41 mV, respectivamente. A caracterizacdo do estado sélido
(difracio de raios X e DLS) e medigdes espectrofotométricas
(espectrofotometria de UV e FTIR) confirmaram as alteracfes das
caracteristicas da quercetina devido ao aprisionamento das particulas
coloidais na matriz do biopolimero. Os resultados do estudo do caréater
antioxidante demonstraram que 0 aprisionamento das particulas coloidais
de quercetina levou a uma maior estabilidade quimica durante o pH alcalino
e a fotodegradacdo sob irradiacdo UV. O fato de que os componentes
utilizados para a preparacdo de particulas coloidal sdo comestiveis, sugere
que a formulacdo desenvolvida possa ser promissora para a area de
liberacdo de compostos bioativos em produtos alimentares (PATEL et al.,
2012).

Os OEs tém sido extensivamente estudados por demonstrarem
propriedades antioxidantes e antimicrobianas, no entanto, a solubilidade em
agua limita sua aplicacdo. Dessa forma, estudos para melhorar a
solubilidade dos OEs vém sendo realizados via nanotecnologia.
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Recentemente foi realizado estudo com os OEs timol e carvacrol: os fendis
foram encapsulados em NPs de zeina utilizando o método de disperséo
liquido-liquido, com a finalidade de melhorar a solubilidade, mantendo suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes. A morfologia, estrutura e
propriedades da atividade antioxidante e antimicrobiana das NPs foram
estudadas demonstrando que a encapsulagdo de OEs em NPs de zeina pode
melhorar a sua solubilidade em até 14 vezes sem prejudicar sua capacidade
de desativar os radicais livres. Dessa forma, a utilizacdo da
nanoencapsulagdo aumenta o potencial para aplicacdo de OEs para
conservacgdo de alimentos e no controle de bactérias patogénicas humanas
(WU; LUO; WANG, 2012).

Foram desenvolvidas microparticulas biodegradaveis para
administragdo de antibi6tico com a finalidade de manter niveis eficazes de
tetraciclina em bolsa periodontal para o tratamento de infecgdes localizadas
a partir de dois polimeros bhiocompativeis poli(acido lactico-co-glicélico)
(PLGA) e zeina, os quais foram compactados em dispositivo monolitico.
Nesse estudo, verificou-se ser eficaz a liberacdo controlada de tetraciclina,
e, portanto, pode ser adequada para entrega de agentes antimicrobianos no
tratamento periodontal (DE SOUSA, 2012) .

Zou et al. (2012) realizaram a preparagdo, caracterizacdo e
avaliacdo da citotoxicidade das NPs de zeina carregadas com procianidinas
(CPs) extraidas de oxicocos (cranberries). A CPs tem efeito preventivo sobre
as infecgBes urinarias. As NPs foram preparadas em quatro proporgdes em
massa de CPs-zeina (1:8; 1:6; 1:4 e 1:2), nas quais apresentaram aumento
no tamanho de particula de 392 nm a 447 nm com o aumento das razfes de
massa CPs-zeina. J& o { (mV) e EE (%) foram acompanhados por uma
diminuicdo de 20,9 mV e 77% (propor¢do em massa 1:8) para 14,2 mV e
55,5% (propor¢do em massa 1:2), respectivamente. Com o aumento no teor
da proteina na solugdo ocorreu maior encapsulacdo de CPs, o que pode
explicar 0 aumento no tamanho das particulas. Morfologicamente, as NPs
de CPs-zeina sdo esféricas. Entre outras propriedades, NPs de CPs-zeina
diminuem a citotoxicidade das células de leucemia promielocitica de
humanos (HL-60) em comparacdo com a solugcdo de CPs (ZOU et al.,
2012).

Estudo demonstrou que a zeina pode aumentar a proliferacdo
celular. Além disso, foi demonstrado que zeina interage com as membranas
das células e pode ser utilizada como veiculo para farmacos peptidicos
através das membranas celulares. As excelentes propriedades da zeina
tornaram-na adequada para o desenvolvimento de sistemas de entrega de
genes. Desta forma, nanoesferas de zeina encapsulando DNA foram
formadas pelo método de coacervacdo simples, sem o uso de solventes
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fortes ou temperaturas, resultando na preservacao da integridade do DNA e
obtendo tamanhos adequados. As esferas foram capazes de proteger o DNA
encapsulado contra a degradacdo, e a natureza hidrofébica da zeina resultou
em esferas capazes de realizar a liberagdo sustentada do DNA,
apresentando-se biocompativel com as células. A zeina parece ser uma
excelente ferramenta para a entrega de DNA com a capacidade de obter
aplicacOes especificas, incluindo a entrega de genes pela via oral e injecdo
intramuscular (REGIER, 2012).

1.1.4  Quitosana

A quitosana (CS) (Figura 4) é um polissacarideo biodegradavel de
carater cationico devido a presenca de grupos aminos em sua estrutura. E
um copolimero formado por unidades de 2-desoxi-N-acetil-D-glucosamina
e 2-desoxi-D-glucosamina unidas por ligagdes glicosidicas f-1-4, sendo
obtida pela desacetilagdo da quitina, um polimero encontrado
abundantemente na natureza, sendo extraido principalmente do
exoesqueleto de crustaceos, insetos e de alguns fungos (LARANJEIRA;
FAVERE, 2009; SINHA et al., 2004).

Figura 4- Estrutura molecular da CS.
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A CS ¢ disponivel em diferentes faixas de massa molecular (50
kDa - 2000 kDa) e grau de desacetilacdo (40% - 98%), os quais variam de
acordo com os tipos e condi¢Bes de polimerizacao e desacetilagdo. A massa
molecular e o grau de desacetilacdo sdo os principais fatores que afetam o
tamanho das particulas, a formacdo de particulas e agregacdo (RAY, 2011;
TIYABOONCHAI, 2003). A CS é uma base fraca com valores de pKa
entre 6,2 e 7,0, tornando-se sollvel em solucdes de acidos fracos (pH <
6,5), devido a protonacdo dos grupos NH,. O acido acético é o solvente
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mais empregado para sua solubilizagdo. Torna-se insolivel em pH neutro
ou alcalino, pois os grupos aminos de sua molécula sdo desprotonados e o
polimero perde suas cargas (GEORGE; ABRAHAM, 2006;
KRAJEWSKA, 2004; LARANJEIRA; FAVERE, 2009; OKUYAMA et
al., 2000; QIN etal., 2006; SINHA et al., 2004).

A CS, por apresentar uma série de propriedades, como a
biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxidez, hidrofilicidade e
atividade antifungica e antibacteriana, tém mostrado potencial para diversas
aplicagBes na medicina, cosméticos, engenharia de tecidos e sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, entre outras, sendo utilizada na forma de
filmes, géis e esferas. Além disso, pode ser obtida a partir de diversas fontes
naturais a um baixo custo (PIRES, 2009; DASH et al., 2011; HEJAZI,
AMIJI, 2003; KONG et al., 2010; LARANJEIRA; FAVERE, 2009;
PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).

Nos Ultimos 20 anos, tem havido consideravel interesse na area
farmacéutica para o desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos mais
eficazes baseados em CS. Além de inimeras aplicagdes, a CS mostrou
caracteristicas promissoras como agente auxiliar na entrega de farmacos,
sendo possivel devido ao carater catibnico baseado nos grupos aminos
primarios, que sao responsaveis por varias propriedades como mucoadesao,
gelificacdo in situ, transfeccdo de genes, aumento da permeacao e liberagéo
controlada de farmacos (BERNKOP-SCHNURCH, 2012).

Desde a descoberta de polissacarideos na superficie de células e a
alta afinidade da CS por membranas celulares, varios pesquisadores tém
utilizado a CS e seus derivados como materiais de revestimento para
sistemas nanoestruturados (CALVO, 2001).

A CS e seus derivados tém sido utilizados com sucesso como
agentes de revestimento para aplicagdo médica, principalmente no combate
ao cancer, tendo capacidade para aumentar o tempo de circulagdo no sangue
e atingir os tecidos tumorais especifico. Esses revestimentos também
permitem melhorar a absor¢do do farmaco através de vias nasal ou ocular,
devido a mucoadesdo e/ou as propriedades permeabilidade dos
polissacarideos (LEMARCHAND, 2004).

1.1.5 Céancer
1.1.5.1 Aspectos Gerais
O céancer pode ser definido como uma doenca caracterizada pela

multiplicacdo e propagacdo descontrolada de formas anormais das células
corporais, abrangendo um conjunto de mais de cem tipos da doenca. O
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cancer é uma patologia de etiologia multifatorial, que afeta todos os grupos
etarios, resultando principalmente de alteragBes genéticas, fatores
ambientais e do estilo de vida (FEARON, 1990; POPIM, 2008).
Representa um sério problema de salde puablica tanto em paises
desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento. Uma caracteristica
marcante do cancer € o fato de que em um estagio avangado da doenga as
células cancerosas sdo capazes de invadir determinados tecidos e érgaos,
gerando ali outros tumores malignos, em um processo conhecido como
metastase (DAZARD, 2000). Dividindo-se rapidamente, tais células tendem
a ser muito agressivas e incontrolaveis (POPIM, 2008). Assim, os diversos
tipos de cancer diferenciam-se entre si pela velocidade de multiplicagéo das
células e a capacidade de invadir tecidos e orgdos (desenvolvimento das
chamadas metéstases).

Atualmente o cancer é uma das maiores ameacas para a saude
publica mundial. De todos os casos de cancer, 80 a 90% estdo associados a
fatores ambientais. No meio ambiente sdo encontrados um grande nimero
de fatores de risco. As mudangas provocadas no meio ambiente pelo ser
humano, os habitos e o estilo de vida adotada pelas pessoas podem
determinar diferentes tipos de cancer, como por exemplo: o cigarro
predispbe ao cancer de pulmao, a exposi¢do excessiva ao sol pode causar
cancer de pele, e alguns virus podem causar leucemia. Os fatores de risco
ambientais para o cancer sdo denominados cancerigenos ou carcinégenos, e
atuam alterando a estrutura genética das células. O surgimento do cancer
depende da intensidade e duracdo da exposicdo das células aos agentes
causadores de cancer (BRASIL, 2013).

Outros fatores estdo em estudo, tais como alguns componentes dos
alimentos que sdo ingeridos, porém, muitos sdo ainda completamente
desconhecidos. Também outro fator importante é o envelhecimento, que
traz mudancas as células que aumentam a sua suscetibilidade a
transformacgdo maligna. Esta caracteristica, somada ao fato de que as células
das pessoas idosas foram expostas por mais tempo aos diferentes fatores de
risco de cancer, explica em parte 0 porqué deste ser mais frequente nestes
individuos. Os casos de canceres que se devem exclusivamente a fatores
hereditarios, familiares e étnicos sdo raros, apesar de o fator genético
exercer um importante papel na oncogénese (BRASIL, 2013).

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), no Brasil,
as estimativas para o ano de 2014 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 580 mil novos casos de cancer. A previsao é que o tumor
de pele do tipo ndo melanoma, o mais frequente na populacdo feminina e
masculina, atinja 182 mil novos casos. Depois deste, 0 que mais acomete
homens é o cancer de prostata (69 mil) e as mulheres o cancer de mama (57
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mil). Em seguida, para ambos 0s sexos ocorrem o cancer de cdlon e reto (33
mil), pulmdo (27 mil) e estbmago (20 mil), reforcando a magnitude do
problema do cancer no pais. Ao todo sdo 19 os tipos de cancer mais
incidentes, sendo 14 na popula¢do masculina e 17 na feminina (BRASIL,
2013).

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS) fez uma projecao de 27
milhdes de novos casos de cancer para 0 ano de 2030 em todo o0 mundo, e
17 milhdes de mortes pela doenga. Os paises em desenvolvimento serdo 0s
mais afetados, entre eles o Brasil (BRASIL, 2011).

1.1.5.2 Céancer de pele

O cancer de pele se apresenta sob a forma de duas variantes:
melanoma e ndo melanoma (DAZARD, 2000). O tipo mais frequente de
cancer de pele na populacéo brasileira é o0 ndo melanoma. O ndo melanoma
apresenta-se sob a forma de carcinoma basocelular e carcinoma
epidermoide com 70% e 25 % dos casos, respectivamente. Porém, como 0s
casos de ndo melanoma séo diagnosticados precocemente, o indice de cura
é elevado (FIGUEIREDO, 2003; ROCHA, 2002).

O melanoma é uma neoplasia maligna originada a partir dos
melandcitos (células produtoras de melanina, substancia que confere
pigmentacdo a pele) (Figura 5), sendo a principal causa de morte por
doencas de pele, caracterizando-se pela alta capacidade de infiltragdo no
SNC, com predominancia em adultos brancos. Os melanomas também
podem surgir nos olhos ((vea, conjuntiva e no corpo ciliar), meninges e em
varias superficies mucosas (GARBE, 2012).
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Figura 5 - Lesdo dos melandcitos nos tecidos cutaneos.

Melanécito Melanoma

Epiderme

Derme

Fonte: (SAMPAIO, 2001).

Apesar de representar uma baixa porcentagem dos canceres de pele
(4%), o melanoma é de extrema gravidade, pois apresenta alta
probabilidade de ocorréncia de metastase (ROCHA, 2002). O prognoéstico
de pacientes com melanoma metastatico é desfavoravel e, apesar dos
grandes avangos no seu tratamento, ele ainda é responsavel por um niimero
consideravel de 6bitos (SOUZA, 2004), representando 90% das mortes
associadas a tumores cutaneos (GARBE, 2012). Embora represente apenas
4% dos tipos de cancer de pele, relatos de varias partes do mundo
demonstram um crescente aumento na sua taxa de incidéncia (4 a 8%)
(RICOTTI, 2009).

Dentre os fatores de risco que contribuem para a génese das lesdes
de pele, os fatores genéticos e exposicdo a radiagdo UV ja estdo bem
definidos (CASTILHO, 2010). Os raios UV, além de facilitarem mutacdes
genéticas, exercem efeito supressor no sistema imune cutineo
(GALLAGHER, 2006). Em paises tropicais, as pessoas com exposicdo
prolongada crénica como marinheiros e agricultores constituem o grupo de
maior risco e, neste caso, a possibilidade de desenvolverem céncer de pele
aumenta de forma acentuada com o avanc¢o da idade (FRIEDMAN, 1999).

A radiacdo UV penetra na pele e, de acordo com o comprimento de
onda, interage com as diferentes células localizadas nas diferentes camadas
(MONTAGNER, 2009). De acordo com o comprimento de onda, 0 espectro
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da UV é subdividido em trés bandas: UVA, UVB e UVC. Os raios UVA
apresentam o comprimento de onda mais longo (315-400 nm), penetram de
modo mais profundo na pele e atingem queratindcitos da epiderme e
fibroblasto da derme (KRUTMANN, 2001), sendo indutores de processos
oxidativos. A banda UVB (280-315 nm) é mais absorvida na epiderme e
afeta predominantemente os queratindcitos, sendo responsavel por danos
diretos ao DNA, foto imunossupressdo, eritema, espessamento do estrato
cérneo e melanogénese. Os raios UVC (100-280 nm) sdo carcinogénicos e
contém o pico de absorcéo pelo DNA puro.

Cada tipo de onda atua de modo especifico. A radiacdo UVA age
indiretamente através da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
que atuam na ativacao de fatores envolvidos na transcricdo do DNA. Esse
processo resulta em mutagcfes no DNA mitocondrial (HERNANDEZ-
PIGEON, 2007; KRUTMANN, 2001). A radiagdo UVB, por sua vez,
também gera ROS, porém sua principal acdo € a inducdo direta de dano ao
DNA (STEGE, 2000). Os raios UVC sdo absorvidos pelo DNA e provocam
sua mutagdo. Essa interagdo cria fotoprodutos diméricos como pirimidinas,
que podem estar relacionadas a lesGes cutdneas pré-malignas, porém sem
elucidacéo de relevancia com outras manifestagdes do fotoenvelhecimento
(SVOBODOVA, 2012).

Devido a destruicdo da camada de ozdnio, a incidéncia de raios
UVB, intrinsecamente relacionados ao cancer de pele, vem aumentando
progressivamente, permitindo, inclusive, que raios UVC se aproximem
mais da atmosfera terrestre. J& a incidéncia dos raios UVA independe da
camada de oz6nio e, portanto, causa cancer de pele em individuos que se
expdem ao sol, sobretudo em horéarios de alta incidéncia, continuamente e
durante muitos anos (POPIM, 2008).

Embora seja perfeitamente prevenivel, o melanoma esta atingindo
proporcdes alarmantes. A taxa de incidéncia vem aumentando mais
rapidamente que qualquer outro tumor. Segundo o INCA, o cancer de pele
sera responsavel por 31,5% dos tumores previstos no pais para 2014, além
de causar um envelhecimento precoce e lesdes nos olhos (BRASIL, 2013).
O céancer de pele pode aparecer de repente ou pode desenvolver-se a partir
ou em torno de pintas. Apresenta-se como uma mancha de contornos
irregulares, em diferentes tons de castanho e negro.

Segundo os dados do INCA, o cancer de pele do tipo ndo
melanoma é o mais incidente em homens na maioria das regides do Brasil,
com um risco estimado de 85/100.000 na Regido Sul, 55/100.000 na Regido
Nordeste, 53/100.000 na Regido Sudeste e 25/100.000 na Regido Norte;
enquanto que na Regido Centro-Oeste (44/100.000). Nas mulheres é o mais
frequente nas regides Sul (87/100.000), Centro-Oeste (66/100.000),
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Nordeste (61/100.000) e Norte (28/100.000); enquanto que na Regido
Sudeste (56/100.000). Quanto ao melanoma, sua letalidade é elevada;
porém sua incidéncia é baixa (2.960 casos novos em homens e 2.970 casos
novos em mulheres a cada ano). As maiores taxas estimadas em homens e
mulheres encontram-se na Regido Sul (BRASIL, 2013).

Mesmo com todos 0s avangos na compreensdo dos mecanismos
envolvidos neste tipo de céancer, o tratamento do melanoma € ainda
insignificante, representando um dos tumores sélidos mais dificeis de tratar
atualmente (JACK, 2006). Para o tratamento deste tipo de enfermidade
podem ser utilizadas a cirurgia, quimioterapia e radioterapia, dependendo
do tipo e do estdgio da doenca (RICOTTI, 2009; SOENGAS, 2003).
Apesar dos agentes quimioterdpicos teoricamente alcangarem os sitios
metastaticos, atualmente os tratamentos disponiveis ndo promovem
beneficios terapéuticos significativos. Assim, levando em consideracéo a
elevada resisténcia dos melanomas metastadticos aos  agentes
quimioterapicos, é fundamental a investigacdo de novos farmacos e novas
estratégias terapéuticas (SOENGAS, 2003).

116 Pele
1.1.6.1 Anatomia, histologia e fisiologia

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, recobrindo uma area de
aproximadamente 2 m? que faz contato entre nosso corpo e o0 ambiente
externo, agindo como um envoltério de protecdo ao meio externo e como
um controlador da perda de fluidos corporais, evitando assim a entrada de
substancias estranhas e nocivas ao organismo. Desempenha muitas funcées
importantes no organismo humano, tais como a protecdo fisica, quimica,
microbiologicas e UV, manutencdo da temperatura corporal, fungdes
sensoriais (sensacdes de calor, frio, pressdo, dor e tato) e imunoldgicas.
Trata-se de um 6rgdo muito complexo, possuindo grande variedade de
células (CORREA, 2005, FOLDVARI, 2000; HADGRAFT, 2001;
MONTEIRO-RIVIERE, 2006; PUZZI, 2006).

A pele é formada por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme
(Figura 6), sendo que cada camada é definida pela posi¢do, morfologia e
estado de diferenciacdo dos queratindcitos. A primeira camada, sendo a
mais externa, é composta pela epiderme; a camada intermediaria pela
derme; e a camada profunda, a hipoderme (GUTERRES, SILVIA S.;
ALVES; POHLMANN, 2007; MONTEIRO-RIVIERE, 2006).
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Figura 6 - Estrutura da pele.
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Fonte: (SAMPAIO, 2001).

A epiderme é a camada mais externa da pele e sua espessura varia
de 100 e 150 um. A epiderme da origem aos anexos cutaneos: unhas, pelos,
glandulas sudoriparas e glandulas sebéaceas. E constituida por quatro
camadas, sendo que a camada mais superficial é o estrato cérneo ou camada
cornea. Mais abaixo se encontram as camadas granular, espinhosa e basal
(FOLDVARI, 2000; GAIKWAD, 2013).

A camada basal, também chamada de camada germinativa, a mais
profunda e que realiza contato com a derme, é formada por células jovens,
colunares, em multiplicacdo constante e sS40 responsaveis por renovar as
células da epiderme. A camada basal apresenta células que estdo em
constante divisdo, que migram para cima para formar sucessivamente o
camadas espinhosa, granular e basal. Como parte deste processo, as células
gradualmente perdem seus nlcleos e submetem-se a alteracBes na
composicdo, morfologia e estado de diferenciacdo dos queratindcitos. As
células tornam-se queratinizadas a medida que migram para a superficie
(FOLDVARI, 2000; GAIKWAD, 2013; SAMPAIOQ, 2001).

O estrato cdrneo é a camada mais externa da epiderme, sendo a
principal barreira fisica a entrada de substancias na pele e a perda de agua.
E formado por dois sistemas heterogéneos, compostos por queratindcitos
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(também conhecidos como cornedcitos), embebidos em uma matriz lipidica
intercelular, organizada em bicamadas lamelares nas quais se alternam
dominios hidrofilicos e lipofilicos, que podem servir de caminho para o
transporte de farmacos (BARRY, B. W., 2002; GAIKWAD, 2013,
GUTERRES, SILVIA S. et al., 2007; HADGRAFT, 2001).

A derme é um tecido resistente e elastico que proporciona
resisténcia fisica ao corpo frente as agressGes e fornece nutrientes a
epiderme. E constituida por elementos fibrilares, como o colageno e a
elastina e outros elementos da matriz extracelular, como proteinas
estruturais, glicosaminoglicanos, ions e agua (FOLDVARI, 2000;
GAIKWAD, 2013; SAMPAIQ, 2001).

Ja a hipoderme é denominada como um tecido adiposo que protege
0 corpo contra traumas fisicos, além de servir como reserva energética e
barreira térmica. Os foliculos pilosos e ductos sudoriferos encontrados nesta
camada se comunicam com 0 meio externo através da superficie da pele,
constituindo uma rota de passagem de substancias (EL MAGHRABY;
BARRY, 2008; GAIKWAD, 2013; SAMPAIO, 2001).

1.1.6.2 A pele como via de administragdo

A pele representa uma via importante e atrativa para administragéo
de substancias, devido aos problemas associados com outras rotas de
administragio, como a via oral e parenteral. E considerada como uma rota
ndo invasiva e capaz de evitar a degradagdo de varios farmacos.

A utilizacdo da pele como via de administracéo de farmacos é uma
opgdo interessante, pois além de seu efeito cutdneo (tratamento local)
possibilita a obtencdo de um efeito sistémico (terapias transdérmicas)
(PRAUSNITZ, 2004). A administracdo transdérmica de drogas proporciona
muitas vantagens sobre outras vias tradicionais de administracdo (EL
MAGHRABY et al., 2008; HADGRAFT, 2001). A rota de administracao
transdérmica ndo sé fornecem niveis plasmaticos constantes, resultado da
liberacdo continua de farmaco por determinado periodo, mas também tem
outras vantagens como a menor incidéncia de efeitos colaterais, devido a
auséncia de picos de concentracdo, o fato de ndo ser invasiva, e a
possibilidade da medicacdo poder ser terminada por remocao rapida da sua
aplicacdo na superficie da pele.

Ao mesmo tempo, a administracdo transdérmica de farmacos tem
algumas desvantagens, sendo que a principal delas é a natureza de barreira
da pele, que apresenta um obstaculo significativo para a maioria dos
medicamentos a serem permeados, sendo que somente farmacos
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relativamente potentes( alta solubilidade, permeacdo) sdo adequados para a
administracdo transdérmica. Isso leva alguns pacientes a desenvolver
dermatite de contato no local de aplicagdo, a partir de um ou mais dos
componentes do sistema, necessitando a interrupcdo (GAIKWAD, 2013;
HADGRAFT, 2001).

O percurso atraves do qual ocorre a permeacdo é largamente
dependente de caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, sendo
importantissimo a capacidade de distribuicdo em cada fase da pele. A
permeacdo transdérmica pode ser visualizada como uma série de
combinac¢des em sequéncia como: (a) adsor¢do de uma molécula penetrante
na superficie da camada do estrato corneo, (b) difusdo através do estrato
cérneo e da epiderme e, finalmente, (c) através da derme. A camada de
tecido viavel e os capilares sdo relativamente permeaveis e a circulacdo
periférica é suficientemente répida, assim a difusdo através do estrato
corneo é o passo limitante (GAIKWAD, 2013).

As moléculas podem penetrar no estrato corneo através de trés
rotas: via transcelular, intercelular e pelos apéndices. Em condigdes
normais, a penetracdo através dos apéndices ndo é muito significativa,
devido a baixa predominancia dos mesmos na pele (EL MAGHRABY et
al., 2008). O numero de foliculos, o didmetro de abertura e o volume
folicular sdo fatores que interferem na liberacdo de farmacos nesses
apéndices (HADGRAFT, 2001; OTBERG et al., 2004).

Na via transcelular, as moléculas atravessam as membranas das
células e encontram um meio hidrofilico no interior das mesmas. Na rota
intercelular, as moléculas interagem com a matriz lipidica intercelular, sem
penetrar pelas células (BARRY, B., 2002; HADGRAFT, 2001).

O estrato coOrneo apresenta caracteristicas fisico-quimicas
diferenciadas, permitindo a passagem tanto de moléculas hidrofilicas (em
menor grau) quanto lipofilicas, mas apenas moléculas de baixa massa
molecular. O farmaco devera ter afinidade para ambas as fases lipofilicas e
hidrofilicas. As caracteristicas extremas de particionamento ndo sdo
propicias para a entrega bem sucedida do farmaco através da pele. O
farmaco devera ter um ponto de fusdo baixo. Uma vez que a pele tem pH
de 4,2 a 5,6, as solugdes que tém esta faixa de pH sdo usadas para evitar
danos na pele. Entretanto, para alguns farmacos, pode haver também
absorcao transdérmica em valores de pH em que a forma néo ionizada do
farmaco é predominante (BARRY, B., 2002; GAIKWAD, 2013;
HADGRAFT, 2001).

Os avancos na tecnologia transdérmica para liberacdo de farmacos
tém sido rapidos devido a sofisticacdo da ciéncia de polimeros, que agora
permite a incorporacdo de polimeros em sistemas transdérmicos em
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guantidade adequada. A taxa de liberacdo a partir destes sistemas pode ser
adaptada pela variacdo da composicao polimérica. A selecdo de membranas
poliméricas é muito importante para planejar uma membrana adequada para
ocorrer uma permeacéo controlada (GAIKWAD, 2013).

A falta de permeabilidade é um problema considerdavel na
permeacdo (entrega) de medicamentos para e através da pele. Uma busca
para promover a permeacgdo através da pele, devido a pouca penetracdo do
farmaco envolve a incorporagdo de compostos quimicos para intensificar o
sistema de entrega transdérmica de farmacos, como etanol, propilenoglicol,
terpenos (euginol, limoneno) e acidos graxos (acido oleico), entre outros.
Outra forma para diminuir esta falta de permeabilidade sdo os mecanismos
fisicos, tais como iontoforese e fonoforese, que podem ser utilizados para
determinados tipos de farmacos (GAIKWAD, 2013).

Estudos vém demonstrando que d-limoneno pode melhorar a
permeacdo de ambos os farmacos hidrofilico (como propanolol, succinato
de sumatriptano) e lipofilico (como a testosterona, cetoprofeno,
indometacina e estradiol) (AMNUAIKIT et al., 2005; BARRY, 2012). A
proposta para melhorar a permeagdo do farmaco na pele &, principalmente,
aumentar a difusividade do farmaco na pele, modificando a camada
intercelular e perturbando a estrutura altamente ordenada de lipidios.

O composto bufalin é bem conhecido pela sua cardiotoxicidade,
com possibilidade de causar efeito colateral grave. E um composto de
pequena massa molar (386,5 g mol™), com uma lipofilicidade adequada
(log P = 2,78). No entanto, a solubilidade em agua é baixa (33 pg mL™), o
que limita a forca de permeacdo através da derme. Devido a taxa de
penetracdo baixa, foi necessario utilizar melhoradores quimicos para a
administragdo transdérmica. Os terpenos, especialmente d-limoneno, foram
os mais eficazes entre os promotores quimicos utilizados, aumentando
significativamente a taxa de permeacao de bufalin em até 22 vezes. O &cido
oleico também foi utilizado, porém ndo foi tdo eficiente como os terpenos
utilizados, d-limoneno, 1,8-cineol e L-mentol (YANG et al., 2013).

Krishnaiah e colaboradores estudaram a permeabilidade do
cloridrato de nicardipina na pele e para melhorar a velocidade de permeacéo
foi utilizado d-limoneno como promotor de permeacdo. Quando se
adicionou d-limoneno a formulacéo a permeacdo foi de cerca 8 vezes maior
(KRISHNAIAH; SATYANARAYANA; BHASKAR, 2002).

A absorcdo percutanea de farmacos também tem sido aumentada
por uma ampla variedade de acidos graxos, sendo o mais popular o acido
oleico. Através de varios estudos com &cidos graxos como SPEs com
diferentes cadeias de hidrocarbonetos, concluiu-se que cadeias alquilicas
saturadas com comprimento de 10 e 12 carbonos ligadas a grupos de cabeca
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polar fornecem um potente promotor (BARRY, 2012). Em contrapartida,
para promotores de absorcdo contendo cadeias alquilicas insaturadas,
cadeias de 18 carbonos aparentam ser ideais. Para estes compostos
insaturados, espera-se que a configuracdo cis perturbe mais a estrutura dos
lipideos intercelular do que a configuracdo trans, uma vez que a Ultima
difere pouco do analogo saturado (GUTERRES, SILVIA S. et al., 2007;
BARRY, 2012)

Além disso, os acidos graxos se mostraram promotores eficientes
tanto para substancias lipofilicas como hidrofilicas. Os acidos graxos tém
sido usados para melhorar a administracdo transdérmica, o estradiol,
progesterona, o aciclovir, 5-fluorouracila e &cido salicilico, entre outros
( BARRY, 2012).

Por exemplo, Santoyo e Ygartua empregaram acido laurico
(saturado), o &cido oleico (monoinsaturado), &cidos linoleico e linolénico
(poliinsaturados) para promover o fluxo de piroxicam. O pré-tratamento do
tecido com os &cidos graxos aumentou a quantidade de piroxicam retido no
interior da pele e também diminuiu os valores de tempo de laténcia em
cerca de trés vezes (SANTOYO; YGARTUA, 2000).

A di-hidroergotamina (DHE) foi sugerida como potencialmente
vidvel para a administracdo transdérmica. Na tentativa de aumentar a
distribuicdo transdérmica do farmaco, trés promotores, o acido oleico,
cloridrato de procaina e uréia, foram avaliados in vitro, utilizando células de
difusdo de Franz. O &cido oleico foi o potenciador mais eficaz testado,
tendo aumentado a absorcao percutanea de DHE por 208 vezes. Verificou-
se que o cloridrato de procaina e o &cido laurico reforcaram a absor¢édo
transdérmica de DHE por 2 a 3 vezes, respectivamente. Por outro lado, a
formulacdo contendo ureia ndo mostrou qualquer diferenca significativa em
relacdo ao controle (NIAZY, 1991).

O é&cido oleico demonstrou ser eficaz para dois farmacos, acido
salicilico e 5—fluorouracila, sendo que o fluxo de &cido salicilico aumentou
28 vezes e o fluxo de 5-fluorouracila aumentou 56 vezes através da
membrana da pele humana in vitro (GOODMAN; BARRY, 1989). Esfor¢cos
consideraveis tém sido dirigidos a investigar os mecanismos de acdo do
acido oleico como promotor de absorcdo na pele humana. Fica claro a partir
de inimeros relatos na literatura de que o0s promotores interagem e
modificam os dominios lipidicos do estrato corneo, e como seria de se
esperar, para acidos graxos de cadeia longa com uma configuragdo cis
obtiveram-se os melhores resultados ( BARRY, 2012).
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OBIJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar NPs proteicas a partir de zeina para permeagdo
cuténea de (-)-T40L.

1.2.2

Objetivos Especificos
Preparar NPs de zeina utilizando a técnica de dessolvatacao;

Estabelecer os pardmetros de controle do processo de obtengdo de
NPs de zeina tais como, concentragdo de zeina, concentragdo de
surfactante, concentracdo do ativo, propor¢do do solvente,
velocidade e tempo de agitagéo;

Caracterizar a morfologia das NPs obtidas através de técnicas
como microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), espalhamento
de luz estatico (SLS) e dindmico (DLS);

Avaliar a EE de T40L nos diferentes sistemas utilizando zeina
como matriz polimérica;

Estudar a estabilidade cinética das dispersGes de NPs obtidas por
meio de medidas de pH, distribui¢do de tamanho, potencial zeta ()
e perda do T4OL (lixiviagdo) das NPs para a fase aquosa durante o
periodo de armazenamento;

Avaliar a liberacdo, permeacdo e retencdo cutdnea do T40L
encapsulado a partir dos diferentes sistemas, através dos calculos
dos parametros de permeabilidade.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

A zeina, composta por quatro classes, a-zeina (19 kDa e 22 kDa),
p-zeina (16 kDa e 14 kDa), y-zeina (27 kDa) e J-zeina (10 kDa), foi
utilizada como biopolimero para preparacdo das NPs. Os surfactantes
utilizados foram o Pluronic F-68 (F68) é um copolimero em bloco formado
por poli-6xido de etileno—poli-6xido de propileno-poli-Oxido de etileno
[(PEO)76 - (PPO)y - (PEO)76], com M,,~8400. E comercialmente disponivel
como polimero anfifilico ndo idnico. O Tween 80 (T80) com M = 1310 g
mL™. Também foram utilizados como estabilizantes trés surfactantes
catidnicos, o brometo n-tetradecil trimetilaménio (TTABr), com M =336 g
mol™, o brometo n-dodecil trimetilaménio (DTABr) com M = 308 g mol™ e
brometo n-hexadecil trimetilaménio (HTABr) com M = 364 g mol™, foram
empregados como estabilizantes na formagédo de NPs. O T4O0L (Figura 6),
com massa molar de 154 g mol™, foi utilizado na encapsulacéo nas NPs. A
CS (Figura 7) com massa molar numérica média de aproximadamente M =
5000 g mol™ e com grau de desacetilacdo de 75 a 85% foi utilizada para
revestir as NPs. O R-(+)-limoneno (M = 136 g mol™), 4cido oléico (M =
282g mol™) e propilenoglicol (M = 76 g mol™) foram utilizados como
promotores de permeacéo.

Para o estudo da liberagdo in vitro foi utilizada a membrana de
acetato de celulose regenerada, com diametro de corte de 3500 Da. No
estudo de permeabilidade foram utilizadas peles de orelhas suinas, que
foram obtidas em um abatedouro local situado na cidade de Antbnio Carlos,
SC. Uma solucdo tampéo (PBS) pH 7,4 (2,38 g de Na,HPOy,; 0,19 g de
KH,PO, e 8,0 g de NaCl por litro de H,O ultrapura, ajustada com acido
fosforico para pH 7,4) foi preparada.

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados
como obtidos. Os solventes utilizados foram etanol e acetonitrila (Vetec;
ambos em grau HPLC) e agua Milli-Q (Billerica, MA, USA). Quando
necessario, os solventes foram degaseificados em um ultrassom, sob vacuo,
por 30 min.
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2.2 METODOLOGIA
2.2.1  Otimizacéo do experimento para obtencéo de NPs de zeina

As nanoparticulas foram preparadas por dois métodos:

Primeiramento as nanoparticulas foram preparadas através do
método de dispersdo liquido-liquido, como sugerido por Zhong e Jin com
pequenas modificacbes (ZHONG; JIN, 2009). A solucdo protéica foi
preparada pela solubilizacdo da zefna em etanol 85% (20 mg.mL™). Esta
solucdo foi entdo dispersa sobre a solugdo aquosa na presenca de
surfactante F68 (1% da fase aquosa) sob diferentes velocidades de agitacdo
de 3500 a 10000 rpm.

As NPs de zeina também foram preparadas utilizando o processo
de precipitacdo em antissolvente (dessolvatacéo). A zeina na concentragdo
de 20 mg. mL™ foi dissolvida em mistura binéria de solventes etanol/agua
(85:15 v/v). Esta solucdo foi entdo gotejada (3 mL da solugdo de zeina) a
uma taxa constante de 6 mL h™ em 9 mL da soluc&o aquosa sob agitacéo
magnética de 500 a 1000 rpm na presenca de surfactante F68 (1% da fase
aquosa). O solvente organico foi eliminado por evaporagdo em rotavapor
sob vacuo (Figura 7).

Apds a determinacdo das melhores condi¢des para obtencdo das
NPs de zeina foram testados os surfactantes T80, F68, TTABr, DTABr e
HTABr em diferentes concentracgdes.

Figura 7 - Método da preparagéo das NPs de zeina.

== B

———

Solugao de zeina NPs de zeina 7I§valiorag§o do
Etanol / Agua solvente organico

Fonte: Adaptado de (BRAHATHEESWARAN DHANDAYUTHAPANI, 2012)

2.2.2 NPs de zeina com encapsulacdo do T4OL na presenca e
auséncia de promotores de permeacéo (SPES)

As suspensbes de NPs de zeina carregadas com T4OL foram
preparadas utilizando o processo de precipitagdo em antissolvente
(dessolvatacdo). Neste processo, 50 mg mL™ de zeina foram inicialmente
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dissolvidas em um solvente binario etanol/agua (87:13) e em seguida T4OL
(100% m/m de zeina) e T4OL + SPEs (20% m/m de zeina) foram
adicionados individualmente. Os SPEs estudados foram R-(+)-limoneno,
propilenoglicol e acido oleico. Os sistemas foram determinados como: Bl
para NPs com T4OL encapsulado, na presenca dos SPEs de B2 com
propilenoglicol; B3 com limoneno e B4 com acido oleico.

A solugdo resultante foi, em seguida, homogeneizada durante 30
min. Para cada amostra, 3 mL de solu¢do foram gotejadas a uma taxa
constante de 6 mL h™ em 9 mL da soluc&o aquosa contendo concentrages
diferentes do surfactante TTABr, sob agitagdo magnética a 1000 rpm. O
solvente orgéanico foi removido por evaporacdo sob pressdo reduzida,
conforme esquematizado na Figura 8.

Figura 8 - Método da preparagéo das NPs de zeina para encapsulagdo do T4OL.

T40L E ﬁ
Solugéo zena/MOL + zeina

etanol / H,0

NPs de zeina

Evaporagéo do
solvente organico

Fonte: Adaptado de (BRAHATHEESWARAN DHANDAYUTHAPANI, 2012)

2.2.3  NPs de zeina com encapsulacdo do T4OL e/ou revestida com
guitosana

As suspens@es de NPs de zeina foram preparadas conforme o item
2.2.1. Neste processo, 5 mg mL™ de zeina foram inicialmente dissolvidas
em etanol 87%. Em seguida, T4OL (100% m/m de zeina) foi entdo
adicionado. A solugdo resultante foi, em seguida, homogeneizada durante
30 min. Para cada amostra, 3 mL desta solucéo de zeina contendo T4OL foi
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gotejada a uma taxa constante de 6 mL h™ em 9 mL da solugdo aquosa
contendo Pluronic F-68 (0,5 g/100g de fase aquosa) como estabilizante, sob
agitacdo magnética a 1000 rpm. Na Tabela 1 estd representada a
composi¢do de cada sistema. O solvente organico foi removido por
evaporacao sob pressdo reduzida, utilizando um rota evaporador.

As suspensdes de NPs revestidas foram preparadas utilizando o
mesmo procedimento que as NPs carregadas com T40L. O revestimento
das NPs com a CS foi obtido pela mistura simples da suspensdo das NPs,
com uma solucéo do polissacarideo, em concentracfes distintas (Figura 9).
A solucdo de CS foi preparada em 1% (v/v) de &cido acético sob agitagcdo
magnética a temperatura ambiente, até a completa dissolugéo.

Tabela 1 - Composicdo das NPs de zeina.

Amostras Zeina T40L F-68 Fracdo CS/zeina  pH
(mgmL™) (@ mm) (% Vi) (% m/m)

Al 5,0 - 0,5 - 5,6

A2 5,0 - 0,5 - 6,5

A3 5,0 100 0,5 - 5,6

A4 5,0 100 0,5 - 6,5

A5 5,0 100 0,5 0,15 3,8

Figura 9 - Método da preparagdo das NPs de zeina para encapsulagdo do T4OL
com revestimento de CS.

D =
R O =i
GRS

Solucao de zeina T40L + zeina NPs de zeina
Etanol / H,0

NPs de zeina
revestida com CS

Fonte: Adaptado de (BRAHATHEESWARAN DHANDAYUTHAPANI, 2012).

2.2.4 Determinagdo da EE do T4OL nas suspensdes de NPs

A quantificacdo do T4OL nas amostras foi realizada em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu LC-10A
incluindo uma bomba LC-10AD, equipado com um detector UV/VIS SPD-
10AV, unidade controladora SCL-10Av, injetor de amostras Rheodyne
7125 e estacdo de trabalho Class VP. As analises foram realizadas em
sistema de fase reversa e modo isocratico, nas seguintes condicdes: a fase
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movel utilizada foi acetonitrila:agua (55:45, v/v); coluna Agilent Zorbax
Eclipse C18 (XDB, 150 mm x4,6 mm, com um tamanho de particula de 5
um e tamanho de poro de 100 A) e uma pré-coluna (4,0 mm x 2,0 mm) foi
utilizada para proteger a coluna analitica foram usadas aplicando uma taxa
de fluxo de 1,3 mL min?, volume de inje¢do correspondente a 20 pL e
deteccdo no UV em 200 nm. A metodologia utilizada baseia-se no método
desenvolvido por Nielsen e Nielsen (2006) e validado previamente
MACCARI, F. L. R. (2011).

2.2.5 Curva de calibragdo para determinacdo da concentracdo do
T40L

Para construgdo da curva de calibracdo foram preparadas oito
solugcdes de TAOL em concentracdes na ordem crescente, iguais a 5, 10, 20,
30, 40, 50, 70 e 100 ug mL™ em baldes volumétricos de 5 cm®. Em
seguida, as amostras foram injetadas e as leituras foram realizadas a
temperatura de 25 °C. A partir do cromatograma, foram obtidas as areas no
comprimento de onda (A) de 200 nm. O procedimento foi realizado em
triplicata. As areas médias, correspondentes a trés determinacdes para cada
diluigdo de T40OL, foram plotadas no eixo das ordenadas e as concentracGes
(ng mL™), no eixo das abscissas, para a obtencdo da equacéo da reta.

2.2.6  Doseamento do T4OL nas suspensdes aquosas de NPs

Apbés o preparo das suspensbes de NPs, as amostras foram
submetidas a um procedimento de ultrafiltragcdo/centrifugacdo a 4000 rpm
por 30 min utilizando uma membrana de filtragdo Amicon-Ultra-0,5
(celulose regenerada, corte (NMWL) de 100 kDa, Millipore Corp., USA). O
sobrenadante foi removido, diluido em 87% de etanol e analisado quanto ao
teor T40OL por CLAE nas condi¢Ges descritas em 2.2.4. A EE (%) foi
calculada pela diferencga entre a quantidade de T4OL adicionado a solucéo
de zeina e a quantidade presente no sobrenadante (ndo encapsulada).

2.3 CARACTERIZAGAO FISICO-QUIMICA DAS
NANOPARTICULAS

As suspensdes de NPs de zeina foram avaliadas quanto ao tamanho
de particula, PDI, { e morfologia. Nas se¢Bes seguintes sdo descritos 0s
métodos utilizados para (i) determinacdo do tamanho e PDI das NPs; (ii)
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determinacdo do ( das NPs; (iii) TEM, (iv) determinacdo do pH da
dispersdo e (v) DLS e SLS.

2.3.1 Determinacéo do tamanho e PDI das NPs

A determinacdo da distribui¢do de tamanho e PDI das NPs de zeina
foi realizada a 25 °C utilizando medidas de DLS. Para esta determinag&o foi
utilizado um equipamento Zetasizer Nano da Malvern do Laboratério de
Catalise Biomimética do Departamento de Quimica - UFSC. O instrumento
operou com laser de He-Ne, L = 633 nm e a detecgdo foi feita em um dnico
angulo de 173°. O diametro médio das particulas coloidais em suspensao
foi determinado em triplicata, sendo que cada medida foi composta por 3
corridas.

2.3.2 Determinacgéo do ¢ das NPs

As medidas do { das NPs foram realizadas no equipamento
Zetasizer Nano da Malvern (Malvern Instruments, Reino Unido) a 25 °C. O
instrumento opera com laser de He-Ne, A = 633 nm e a deteccdo foi feita
em um Unico angulo de 173°. O potencial de superficie das NPs foi
determinado por medidas da mobilidade electroforética (Ug). Os valores
foram convertidos em ( (mV) utilizando a relagcdo de Smoluchowski, num
campo elétrico de 150 V cm™, conforme a equacéo de Henry (Equacéo 1),

¢= 3_rl_E (1)
2 ¢ f(Ka)

Sendo 1 o indice de refracdo, € a constante dielétrica e f(Ka) a fungéo de
Henry, que foi calculada como sendo 1,5, utilizando a aproximacgéo de
Smoluchowski.

Todas as medidas de { foram realizadas com suspensdes diluidas
das NPs utilizando uma média de trés determinacdes.

2.3.3  Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM)

A TEM ¢ uma das técnicas mais utilizadas para a caracterizacdo de
NPs, fornecendo informacdo visual direta da morfologia, do tamanho,
dispersdo e a forma de sistemas nanoparticulados em solucdo. A preparacédo
da amostra consistiu na deposicdo de 4 pL da amostra, a uma diluicio
previamente estimada, sobre grades de cobre revestidas com uma fina
camada de carbono. As amostras foram secas por 24 horas a temperatura
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ambiente antes da analise. As imagens das amostras foram obtidas em um
microscdpio eletrénico de transmissdo JEM-1011 TEM com voltagem de
aceleracdo maxima de 100 kV, operando a 80 kV, no Laboratério Central
de Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC.

2.3.4  Determinacédo do pH

O pH das amostras foi determinado utilizando um peagémetro modelo
PHS-3B da Phtek, previamente calibrado com solugdes-tampdo em pH 4,0,
7,0 e 10. As medidas foram realizadas através da inser¢do direta do
eletrodo.

2.3.5 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e estatico (SLS)

A distribuicdo de tamanho, bem como o tamanho médio das
particulas e o PDI das suspensfes de NPs foram determinados por DLS e
SLS, utilizando um goniémetro ALV-CGS 8F S/N 069, equipado por
quatro detectores, com faixa de deteccéo de 32° a 150° e operando com um
laser de 22 mV He-Ne em um comprimento de onda de 632,8 nm. A
dependéncia angular do espalhamento de luz dindmico I=I (q,t) e do
espalhamento de luz estatico I=1 (g) das amostras foram observadas em
angulos que variaram entre 40° e 140°, em intervalos de 10°, durante 300 s
para cada angulo. Para os experimentos, 1 mL de cada suspensdo (em
diluigbes previamente estimadas) e com temperatura constante de 25,0
0,1 °C foram analisadas em cubetas cilindricas (SCHARTL et al., 2007).
Todas as amostras foram filtradas com filtro de PTFE, 0,45 um (Rotilabo-
Spritzenfilter, unsteril). O raio hidrodindmico (Ry) das NPs em suspenséao
foi obtido a partir da andlise CONTIN, usando a equacdo 2 de Stokes-
Einstein.

Ry= KeT_ (2)
6mn Do

Esta técnica foi realizada através de colaboracdo com o Centre de
Recherche sur las Macromolecules Vegetales (CERMAV) em Grenoble, na
Franca. As analises foram realizadas pela doutoranda Tatiane Popiolski.
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2.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE CINETICA DAS SUSPENSOES

A suspensdo de NPs contendo T4OL foi submetida a um estudo de
estabilidade preliminar, através da analise das NPs imediatamente ap6s o
preparo (tempo zero) e apos 4, 8, 12, 16, 20, 24 e 30 dias de
armazenamento. As amostras foram submetidas as condi¢bes de
temperatura ambiente (25 °C) sendo avaliadas visualmente quanto ao seu
aspecto macroscopico (cor, odor, precipitacbes e separacdo de fases),
analises de pH, tamanho, PDI, { e perda do T4OL (lixiviagdo) das NPs para
a fase aquosa conforme metodologias descritas no item 2.3. Todas as
amostras foram realizadas em triplicata.

25 LIBERACAO, PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN
VITRO

Neste trabalho, ap6s a caracterizacdo fisico-quimica das NPs foi
realizado o estudo de liberacéo, permeacéo e retencdo cutanea, de modo a
avaliar a dose do composto ativo que ficaria retida na pele e a forma de
liberacdo da formulagdo, visando assim garantir que o farmaco fique retido
na concentragdo e local desejado. O estudo in vitro de liberagéo,
permeabilidade e retencdo cutanea foi realizado em cadmaras de difusdo de
Franz dispostas em um banho termostatizado com agitacdo multiponto
(Dist).

2.5.1 Estudo de liberagéo in vitro do T40OL

Os experimentos de liberacdo in vitro do T4OL foram realizados com
membrana sintética de acetato de celulose (Spectra/Por®3; MWCO 3500 g
mol™) usando-se 0 modelo da cAmara de difuséo de Franz (Figura 10) com
um volume de receptor de 10 mL e uma é4rea de difusdo de 1,77 cm®. Uma
solucdo tampéao de PBS contendo 1% (m/v) de Tween 80 foi incluida como
0 meio receptor e o sistema foi continuamente agitado (£ 800 rpm). O
sistema foi mantido a 37 °C para simular as condi¢@es in vivo, com o
auxilio de um banho termostatizado. As solucfes com concentracdes pré-
definidas de cada formulacdo foram colocadas separadamente no
compartimento doador. Em intervalos de tempo de 1, 2, 3,4, 5,6 e 7 h, 400
ML de cada amostra foram retirados do receptor e imediatamente
substituidas com solucdo PBS/ Tween80 (para solubilizacdo do farmaco).
As concentracdes de T4OL das amostras foram determinadas por CLAE.
Para descrever o modelo cinético de liberacdo do T4OL nas formulagdes
testadas, foram testadas equacgdes cinéticas de ordem zero (quantidade de
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T4OL liberado por &rea de difuséo vs. funcdo do tempo), de primeira ordem
(log da quantidade de T4OL que permanece para ser liberado em funcéo do
tempo), Higuchi (quantidade de T4OL libertado por area de difusdo vs. raiz
guadrada do tempo) e Korsmeyer-Peppas. O modelo de Korsmeyer-Peppas
(KORSMEYER et al., 1983; RICCI-JUNIOR, 2011) fez o uso da Equacio
3,

M/M, = K t" (3)

Sendo que M;/M,, € a fracdo do farmaco liberado em relacdo ao tempo t,
enquanto que n é o expoente liberado e K é fator de liberacdo. Plotado o
log (M;/M.,) como uma funcéo de log t obtém-se os valores de n e K (h™).

O critério para a escolha do modelo mais adequado foi baseado na
analise de regressdo linear (> R?). Os resultados foram representados
graficamente pela relacdo entre o percentual de farmaco liberado (%) em
funcéo do tempo (h). Todos os experimentos foram realizados, no minimo,
em triplicata.

Figura 10- Modelo da cdmara de difusdo de Franz.

2.5.2  Estudos de permeacéo e retencdo cutéanea do T4OL

A permeabilidade do T4OL foi avaliada através do modelo in vitro
da cdmara de difusdo de Franz (Figura 11). Esta etapa foi realizada no
Laboratorio de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC, acompanhada pelo
doutorando Thiago Caon e sob supervisdo da Prof® Dr® Claudia Maria
Oliveira Simdes. Para tal, utilizou-se a pele de orelhas suinas como modelo
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de membrana, devido a similaridade com a pele humana. Primeiramente a
pele de orelhas suinas foi preparada como descrito por Caon et al. (2010).

Apbés o preparo, a mesma foi disposta na interface dos
compartimentos doador e receptor da ciAmara coma epiderme voltada para o
compartimento doador e a derme para 0 compartimento receptor. O
compartimento receptor foi preenchido com 10 mL de solucdo tampdo PBS
contendo 1% de Tween 80, proporcédo esta definida de modo a obter uma
condig&o sink. No compartimento doador foram colocados 2 mL da solugéo
aquosa de T40L ou suspensdo da NP onde o farmaco foi incorporado. A
solucdo no compartimento receptor foi mantida & temperatura de 37 °C com
0 auxilio de um banho termostatizado e sob agitacdo magnética constante
(cerca de 800 rpm) com o objetivo de manter a concentracdo do farmaco
uniforme. Em intervalos regulares de 2 h, aliquotas de 400 pL da solugdo
receptora foram retiradas pela canula de amostragem lateral (com reposicao
de quantidade equivalente de solugdo) e imediatamente armazenadas a -20
°C até o momento da quantificacdo por CLAE. O tempo de duragdo do
experimento foi definido como 10 h. Todos o0s experimentos foram
realizados, no minimo, em triplicata. Na sequéncia, efetuou-se o célculo de
parametros de permeabilidade. Estes calculos foram feitos fundamentando-
se nas leis de Fick e os resultados foram representados graficamente pela
relagcdo da quantidade permeada (%) em funcdo do tempo (h). Ao final do
experimento, efetuou-se um balanco de massa final, em que foram
confrontadas a quantidade de fA&rmaco permeada, retida e remanescente no
compartimento doador. A retencdo do T4OL na epiderme e na derme foi
avaliada e separou-se a derme da epiderme. Essas foram colocadas
separadamente em tubos contendo 3,0 mL de etanol 87% (liquido extrator)
e mantidas em repouso por 24 h. Apds este periodo, os tubos contendo as
amostras foram submetidos a agitacdo (Vortex, 5 min) para o rompimento
das células e aumento na eficiéncia de extracdo. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas para remogdo de interferentes da pele e quantificadas
por CLAE.
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Figura 11- Camara de difuséo de Franz.

2.5.3  Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados com, no minimo, trés
repeticdes independentes. A comparacdo entre os diferentes valores de
tempo de laténcia e dos coeficientes de permeabilidade obtidos foi realizada
por analise de variancia (ANOVA), incluindo testes de comparacdes
maltiplas (Tukey). Diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de um sistema nanoparticulado, preparado a partir de
polimero biodegradavel (zeina), foi dividido em trés partes.

Na primeira parte, foi realizada a otimizagdo do processo para
preparacdo das NPs, tais como: a escolha do solvente organico empregado,
a variacdo do pH, a concentracdo de zeina, a taxa de gotejamento e
velocidade e tempo de agitacdo. Tais pardmetros foram cuidadosamente
estabelecidos a fim de se obter nanoestruturas com estreita distribui¢do de
tamanho, baixa polidispersidade e boa estabilidade. Também foi realizado
um estudo para determinar a concentragdo ideal de alguns surfactantes
utilizados.

Na segunda parte, é descrita a preparacdo de NPs de zeina,
utilizando como estabilizante o TTABr. Estes sistemas foram testados
quanto & viabilidade para a encapsulacdo do ativo lipofilico, o0 T4OL, como
possivel medicamento de uso tépico para o tratamento do melanoma.
Agentes que auxiliam na penetracdo de principios ativos na pele, tais como
o limoneno, propilenoglicol e acido oleico, foram adicionados ao sistema e
sua influéncia nas propriedades das NPs foi avaliada. Serdo reportados
estudos demonstrando a EE, as caracteristicas fisico-quimicas das NPs apds
a encapsulacdo do ativo, bem como um estudo do seu comportamento como
sistemas de liberacdo controlada através de estudos de liberagdo, permeacao
e retencdo cutanea in vitro.

Na dUltima etapa do estudo, foi realizada a preparagdo e
caracterizacdo de NPs de zeina para a encapsulacdo do T4OL em diferentes
valores de pH, revestidas ou ndo com quitosana, utilizando o F-68 como
estabilizante. Também foram realizados estudos de liberagdo, permeacéo e
retencdo cutanea in vitro.
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3.1 NANOPARTICULAS DE ZEINA
3.1.1 Otimizacéo do experimento para obtencédo de NPs de zeina

A formacdo de NPs pode ser influenciada por diversos fatores,
como a concentracdo de polimero e surfactante, o tempo e velocidade de
agitacdo, etc. Desta forma, as condicdes experimentais foram
cuidadosamente estabelecidas a fim de se obter nanoestruturas com
didmetro médio baixo, baixa PDI ¢ alto (. Estas caracteristicas foram
principalmente acompanhadas por medidas de DLS e TEM, que fornecem
informagdes relevantes, como tamanho das particulas em suspenséo,
presenca de agregados, polidispersdo, estabilidade e caracteristicas
morfoldgicas.

PARRIS (2005) preparou NPs de zeina para encapsulacéo de trés
6leos para aplicagdo em alimentos, utilizando método com alta velocidade.
A solucdo de zeina na presenca ou auséncia dos Oleos foi rapidamente
dispersa com elevada velocidade de mistura com agua contendo 0,01% de
fluido de silicone, até que uma fase Unica foi formada (aproximadamente 1
minuto). Foram obtidas particulas de forma irregular e tamanho médio de
100 nm (PARRIS, N. 2005). Zhong e colaboradores estudaram o
encapsulamento do Oleo de peixe em NPs de zeina, por um método
semelhante ao de Parris (2005), tendo obtido NPs com tamanho variando de
350 - 450 nm e com alto desvio padrdo (ZHONG et al., 2009). Zhonge Jin
(2009), baseando-se nos estudos de Parris (PARRIS, N. 2005), estudaram o
efeito na preparacdo das NPs de zeina em diferentes velocidades (5000,
10000 e 15000 rpm), sendo que homogeneizacdo a velocidade mais baixa
(5000 rpm) levou a melhores resultados, com NPs esféricas e com
distribuicdo do tamanho estreita (ZHONG; JIN, 2009).

Desta forma, com base nos estudos mencionados acima, o trabalho
aqui apresentado envolveu inicialmente a preparacdo das NPs através do
método de dispersao liquido-liquido, com velocidades altas de 3500, 5000 e
10000 rpm. Foram obtidas NPs de zeina com didmetros variando de
250£7,4 nm a 506+9,8 nm e com PDI na faixa de 0,3-0,5. Os resultados
também se apresentaram melhores quando utilizados com menor velocidade
(3500 rpm).

Os resultados obtidos por TEM corroboram com os resultados
obtidos por DLS. A micrografia de TEM revelou a formacdo de NPs
esféricas irregulares (Figura 12 e 13). O alto desvio padrdo dos valores do
tamanho determinado por DLS, acompanhado do elevado valor de PDI
corroboram com a imagem visualizada dos agregados proteicos em solucgéo.



Figura 12- NPs de zeina com velocidade de homogeneizacéo de 5000 rpm.
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Figura 13- NPs de zeina com velocidade de homogeneizacéo de 3500 rpm.
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Dessa forma, as NPs de zeina também foram obtidas através do
processo de dessolvatacdo seguida da evaporagdo do solvente. A solucdo
concentrada de 20 mg mL™ de zeina dissolvida em etanol a 85 % e 1% de
F68 foi utilizada para estudar o efeito na producdo das particulas.
Primeiramente, para efeito de comparacédo, a preparacdo foi realizada em
duas velocidades do rotor durante a homogeneizacao, isto €, 500 rpm e
1000 rpm em diferentes tempo de gotejamento, conforme apresentado nas
Figuras 15 e 16.

Quando se utilizou velocidade de 500 rpm observou-se uma
diminuicdo no tamanho e na PDI com aumento do tempo de gotejamento
até 30 min. Apds este tempo o tamanho e PDI voltaram a aumentar. J& com
relagdo ao ¢, os melhores resultados foram obtidos com 10 e 30 min. Nestes
tempos o sistema apresentou maior estabilidade com carga de 25,9
mV/(Figura 14B). Em relacdo ao tamanho, o melhor resultado foi obtido no
tempo de 30 min, com a obtengdo de NPs com 215 nm e PDI = 0,23 (Figura
14A).
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Figura 14 - Tamanho e PDI (A) e { (B) das NPs de zeina com velocidade de
homogeneizag&o de 500 rpm.
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Com velocidade de homogeneizacdo de 1000 rpm, foi também
observada uma diminui¢do do tamanho e PDI com aumento de gotejamento
até 30 min. Neste caso foram obtidas NPs com tamanho de 195 nm, PDI =
0,17 e { de 27 mV (Figuras 15 A e B). Comparando-se as duas velocidades
utilizadas, com 1000 rpm as NPs apresentaram uma maior estabilidade e
distribuicdo mais estreita de tamanho.

Figura 15 - Tamanho e PDI (A) e { (B) das NPs de zeina com velocidade de
homogeneizacdo de 1000 rpm.
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As imagens de TEM (Figuras 16 e 17) corroboram com os valores
de tamanho determinados por DLS, sendo possivel confirmar por imagens a
formacdo de NPs de tamanho maiores na velocidade de homogeneizacéo de
500 rpm. Nesta velocidade foi observada a formacdo de NPs de zeina
assimétrica, inclusive com a presenca de agregados de particulas (Figura
17). A formacao destes agregados é confirmada tanto pelos valores maiores
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do didmetro e alta PDI (determinados por DLS), como pelas imagens via
TEM.

A formacéo de NPs esféricas sélidas, com bordas bem definidas,
foi observada quando a preparacdo foi realizada com velocidade de 1000
rpm (Figural?7). A imagem de TEM referente & estabilizacdo ainda mostra a
presenca de alguns aglomerados, cuja formacdo se deve provavelmente a
uma quantidade excessiva de surfactante, sugerindo que a estabilizacdo
pode ser alcangada em menores concentragdes de F68.

Figura 16 - NPs de zeina com velocidade de homogeneizagdo de 500 rpm e tempo
de gotejamento de 30 min.
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Figura 17 - NPs de zeina com velocidade de homogeneizacéo de 1000 rpm e tempo
de gotejamento de 30 min.
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A partir destes resultados a velocidade de 1000 rpm e tempo de
gotejamento de 30 min foram selecionados para a preparagdo das NPs na
forma de nanoesferas, sendo essas condi¢Ges utilizadas em todos os
experimentos realizados ao longo desta tese.

3.1.2 Efeito do solvente na preparacao das NPs de zeina

De acordo com Kim e Xu (2008) (KIM, S.; XU, 2008), moléculas
de zeina tendem a agregar-se dependendo da composicdo do solvente,
sendo que as composicdes 85/15 e 87/13 (etanol/dgua) apresentaram o
menor nimero de moléculas agregadas, 600 e 50, respectivamente. Desta
forma, foi avaliada a influéncia da composicdo do solvente no tamanho,
PDI ¢ também no { de NPs de zeina. Diversas proporcfes etanol/agua
foram utilizadas para dissolver a zeina (20 mg mL™) e os resultados estio
demonstrados na Figura 18. Em geral, as NPs obtidas tiveram um didmetro
entre 200 e 250 nm, sendo que para composicdes 85/15 e 87/13, obtiveram-
se particulas com 202 nm e 198 nm de diametro, respectivamente. A
composicdo 95/5 apresentou um tamanho de particula de 10 nm, as quais
podem ser atribuidas a formacdo de micelas. A zeina se dissolveu
completamente nesta composicao (95/5), entretanto aglomerou-se durante o
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processo de dispersdo, formando grandes grumos visiveis a olho nu (Figura
19). Pode-se entdo sugerir que como estas concentragdes sdo muito
proximas, a minima alteragdo promove a agregacdo de um grande nimero
de moléculas com a consequente deposi¢do das particulas maiores, o0 que
pode ter sido a causa do aumento da PDI destas amostras. O PDI das
amostras variou significativamente com a composi¢do do solvente (Figura
18 B). No entanto, quando se utilizou a composi¢do 87/13, o PDI das
amostras caiu drasticamente em relacdo as outras composicGes, sendo
inclusive menor que o PDI das amostras dissolvidas com 85/15 etanol/agua.
O mesmo comportamento pode ser observado com relagdo ao { que
apresentou um valor de 29 mV com a composi¢do 87/13. Este fato nos
levou a utilizar esta composigdo de solvente nos experimentos seguintes.

Figura 18 - Influéncia da composicdo do solvente (A) no tamanho, (B) no PDI e
(C) { de NPs de zeina.
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Figura 19 - NPs de zeina com diferentes composicdes do etanol: (a) 65% (b) 70%
(c) 75% (d) 80% (e) 85% (f) 87% (g) 90% (h) 95%.

3.1.3 Influéncia do pH na preparacgao das NPs

Para estudar o efeito do pH na cinética de precipitacdo de NPs de
zeina, o pH da fase aquosa foi variada durante a preparacdo das
nanoparticulas (Figura 20). O tamanho e PDI das NPs de zeina foram
elevados nas condi¢Bes de mais baixo e mais alto pH testado. Em pH 3 e 9,
o0s tamanhos das particulas foram de 266 nm e 257 nm e PDI de 0,26 e 0,29,
respectivamente (Figura 20A). NPs menores (166 nm) e com PDI baixo
(0,13) foram obtidas a pH 6,5. Resultados similares foram obtidos em pH
5,3. Estes resultados sugerem que a faixa de pH ideal estd em 5,3 e 6,5 pois
as NPs apresentam tamanho e PDI menores. O efeito do pH sobre a
particula de agregacéo foi estudado também através da disperséo de NPs de
zeina com avaliacdo do seu ¢ (Figura 20B). O ¢ foi positivo para pH < 5,3 e
negativo na faixa de pH 5,3-6,5. Houve boa estabilidade para { em pH 5,3.
Para as NPs de zeina preparadas em pH préximo do ponto isoelétrico de
zeina (Pl = 6,2), menores tamanhos e menor PDI foram observados.

Figura 20 - Variagdo do tamanho, PDI (A) e { (B) em fungdo do pH das NPs de
zeina.
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3.1.4 Influéncia do surfactante

Para estudar o efeito dos surfactantes sobre a preparacdo das NPs
de zeina uma classe apropriada de agentes tensoativos foi utilizada. Com
este propdsito, dois surfactantes ndo idnicos, T80 e F68 e trés surfactantes
catidnicos, o DTABr, HTABr e o TTABr foram utilizados individualmente
em diferentes concentragdes [0,1% a 1,5% (m/m)].

A Tabela 2 apresenta as melhores condicbes em termos de
concentracdo obtidas para cada surfactante utilizado. Todos os surfactantes
utilizados se mostraram vidveis para estabilizacdo de NPs de zeina. No que
diz respeito aos surfactantes ndo i6nicos (T80 e F68), estes apresentaram
tamanho de particulas na faixa de 190-230 nm e com PDI de 0,15-0,23. Os
surfactantes ndo ibnicos ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao tamanho, porém em relacdo a PDI e { o F68 apresentou melhor
estabilidade.

Tabela 2 - NPs de zeina estabilizada com diferentes surfactantes.

Surfactante T80 F68 DTABr HTABr TTABr
Concentracdo (% m/m) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tamanho (nm) 210,3 1932 215 220 196,3
PDI 0,18 0,15 0,25 0,24 0,14
£ (mV) 23 28 35 35 39

Para os surfactantes catibnicos (DTABr, HTABr e TTABr), o
tamanho das particulas foi de 195-250 nm e PDI de 0,14-0,3, sendo que o
TTABTr apresentou melhores condigdes em relagdo ao tamanho, PDI e .
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32  NANOPARTICULAS DE ZEINA COM PROMOTORES DE
PERMEACAO PARA LIBERAGCAO E PERMEACAO CUTANEA DO
TERPINEN-4-OL

3.2.1 Teste de especificidade

O teste de especificidade foi realizado de acordo com a
metodologia descrita no item 2.2.5 para eliminar possiveis interferentes dos
compostos presentes na formulacéo para quantificacdo do ativo. As Figuras
21 A e 21 B apresentam as leituras no CLAE do T4OL e dos constituintes
da formulacdo. Nas condicGes experimentais otimizadas o cromatograma do
T4OL apresenta um Unico e definido pico do farmaco com tempo de
retencdo em aproximadamente 6 minutos. O método analisado mostrou
especificidade, pois nenhuma interferéncia foi detectada em 200 nm, nas
condi¢des cromatograficas empregadas.

Figura 21 - Injegdo do T4OL (A) e dos compostos da formulagéo (B).
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3.2.2  Construcdo da curva de calibragéo

A curva de calibracdo do T4OL foi construida segundo
metodologia descrita no item 2.2.5, ocorrendo linearidade na faixa de
concentracdo de 5,0 a 100,0 pg mL™ com coeficiente de correlacio (R) de
0,9993. A equacdo da reta média de quatro curvas de calibragdo,
determinada através da regressao linear, é y = 28621x + 30973. A curva
apresentou o valor de R? dentro do requerido pela ANVISA (minimo de
0,99) (ANVISA, 2003).

3.2.3 Caracterizacéo Fisico-Quimica das NPs

As NPs foram preparadas pelo processo de precipitacdo em
antissolvente (dessolvatacdo) e as condigdes experimentais foram
determinadas conforme descrito no item 3.1. A fim de otimizar as
condicOes experimentais para a obtencdo das NPs encapsuladas com T40L,
um planejamento fatorial fracionario 3** com amostras quadruplicadas no
ponto central foi realizado, considerando zeina, T4OL e TTABr como
fatores e o tamanho das particulas, PDI, o { e EE como respostas (Tabela
5). Os experimentos foram realizados em ordem aleatoria.

A interpretacdo dos resultados foi simplificada considerando uma
funcdo de resposta (R¢) associada com as quatro respostas, em simultaneo,
através da Equacéo 4, a qual foi aplicada a fim de proporcionar uma maior
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resposta. Em outras palavras, R¢foi ajustado de tal maneira que o valor mais
elevado obtido representa a melhor resposta global do sistema.

Re=(C +EE) @)
(PDI * Tamanho)

No presente caso, em termos de resposta, o experimento 7 foi o que
apresentou o valor mais elevado, enquanto para o experimento 2 obteve-se
o valor mais baixo (Tabela 3). As NPs de zeina apresentaram tamanho
variando entre 119 -191 nm, PDI no intervalo de 0,09 - 0,32, além de
valores de ¢ na faixa de 33,5 mV a 57,7 mV e EE de 65,6 - 93,5 %.

Tabela 3 - Fatores, niveis e respostas para planejamento fatorial fracionario 3*™.

Fatores Respostas
Individuais
Exp. Zeina T4OL TTABr Tamanho PDI  ( EE R¢

1 20 10 0,1 183,9 0,15 335 656 49,65
2 20 20 0,5 175,2 0,32 57,7 66,6 13,09
3 20 30 0,3 119,1 0,18 485 86,1 23,50
4 35 10 0,5 134,3 0,22 551 825 17,88
5 35 20 0,3 1719 0,11 46,1 78,1 49,30
6 35 30 0,1 168,8 0,15 457 84,9 37,01
7 50 10 0,3 184.,6 0,09 433 935 71,36
8 50 20 0,1 179,0 0,12 485 85,7 4548
9 50 30 0,5 1911 0,09 450 932 70,20
10 35 20 0,3 172,9 0,10 46,5 78,6 54,08
11 35 20 0,3 1749 0,15 44,1 80,0 38,53
12 35 20 0,3 168,9 0,16 451 77,9 34,20

* Exp.: Experimentos, Zeina (mg. mL™), T4OL (% m/m de zeina), TTABr (% da
fase aquosa)

A Tabela 4 mostra os coeficientes de regressdo obtidos para o
planejamento fatorial fracionario 3*! com amostras quadruplicados no
ponto central. De acordo com a analise estatistica o fator TTABr (linear e
quadratica) e de primeira ordem para a interacdo zeina * T4OL foram
significativos dentro do intervalo de confianca de 95% (p > 0,05). A falta
de ajuste ndo foi verificada para o modelo dentro do intervalo de confianca
de 95%, ja que a falta de teste de ajuste forneceu um valor de p = 0,22
(ANOVA). Portanto, uma superficie de resposta foi obtida para a zeina e
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T40L (Figura 22A), o que indica que a resposta aumenta quando ambos 0s
elementos sdo mantidos em niveis elevados. Por outro lado, a resposta
(Figura 22B) obtida para 0 TTABr e T40L aumenta quando a concentragao
de TTABr é mantida fixa no ponto central e a de T4OL no nivel baixo ou
alto. Com base na analise de superficie de resposta, zeina, em uma
concentragdo de 50 mg mL™ e a percentagem de TTABF fixa a 0,3% em
fase aquosa foram selecionadas como as condi¢fes experimentais para
serem aplicadas a fim de estudar a influéncia da concentragdo do T4OL na
estabilidade das NPs e EE.

Os resultados demonstraram que embora a concentragdo de zeina
possua um efeito pronunciado na EE numa proporcdo direta, a sua
solubilidade aparente esta limitada a 50 mg mL™*em etanol a 87%.

Em altas concentragGes de zeina a formagéo de agregados ocorre, 0
que € indesejavel em relagdo a sua aplicacdo na area biomédica, pois isso
pode reduzir a atividade e solubilidade, induzindo também
imunogenicidade e outras reacGes adversas (PAN et al., 2009). Este
fenbmeno é comum em solugdes de proteina, porque a solubilidade da
proteina pode ser fortemente afetada pelo pH e forca id6nica do meio
(RYAN etal., 2012).

Tabela 4 - Resultados obtidos do planejamento fatorial fracionério 3**.

Coeficiente de Desvio
Fator x x p-valor
regressao padréo
Constante 158,117 43,06 0,0357*
Zeina -5,446 2,17 0,098
T40L -9,074 3,01 0,057
TTABr 383,937 114,63 0,044*
Zeina*Zeina 0,056 0,03 0,125
T40L*T40L 0,107 0,06 0,169
TTABr*TTABr -682,900 188,45 0,036*
Zeina*T40L 0,133 0,04 0,044*

* Fatores considerados significativos.
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Figura 22 - Superficies de resposta obtidas para T4AOL com (A) zeina e (B) TTABr.
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A partir dos resultados obtidos do planejamento fatorial, 0 melhor
sistema foi determinado, sendo a concentracao de zeina igual a 50 mg mL"
! 10% de T4OL e 0,3% de TTABr. Como a concentracdo de T4OL era
baixa, optou-se por variar a concentragdo do T4OL em relagdo a massa de
zeina para se obter uma maior quantidade em massa de T4OL encapsulado
e avaliar a influéncia em relagdo ao tamanho, PDI, ( e EE.

Na Tabela 5 estdo mostrados os resultados obtidos com a
variacdo na concentracdo do T40OL. Os dados mostram que em relacdo ao
tamanho apenas a suspensdo de NP com encapsulacdo de 20% de T4OL foi
superior e significativamente diferente das demais (ANOVA/ Tukey,
p<0,05). Ja em relagdo ao PDI ndo existiram diferencas significativas entre
as amostras (ANOVA/ Tukey, p < 0,05).

Quando o { das diferentes sistemas foram comparados entre si,
observou-se que as suspensdes de NPs com 10%, 60% e 100% de T4OL
apresentaram valores superiores, ou seja, com uma boa estabilidade coloidal
e foram significativamente diferentes em relagdo as outras suspensdes,
porém, em relacdo a EE apenas com 10% e 100% de T4OL foram
superiores e significativas (ANOVA/Tukey, p < 0,05).

Desta forma, os melhores resultados em relagdo ao tamanho, ¢ e
EE foram obtidos com 10 e 100% de T4OL. O sistema com 100% de T4OL
foi selecionado, devido a maior quantidade de T4OL encapsulado,
pensando-se nos estudos de liberacdo e permeacdo cutdnea in vitro. A partir
destes resultados, foi utilizado sistema composto de zeina (50 mg mL %),
T40L (100%) e TTABr (0,3%) para realizacdo de outros estudos.
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Tabela 5 — Influéncia do T4OL no tamanho, PDI, { e EE na formagdo das NPs de
zeina (50 mg. mL™) utilizando 0,3% de TTABT.

[T40L] (%) Tamanho (nm) PDI ¢ (mV) EE (%)

10 184,6+1,4° 0,09+0,01° 43,4+0,6° 93,5+0,2°
20 196,0+2,6" 0,11+0,01* 36,2+1,5*°  78,7+0,7°
40 185,5+3,2° 0,12+0,01* 37,5¢1,6*°  83,5+0,6"
60 182,7+2,1° 0,11+0,01* 40,3+0,6"°  83,1+0,9*°
80 181,9+3,0° 0,12+0,01* 34,4+1,6° 81,0+1,3
100 185,1+2,4° 0,10+0,01* 39,7+2,0**°  91,4+0,6°

Letras iguais na mesma coluna significam que ndo existem diferencas significativas
entre as amostras (p < 0,05).

Também foi desenvolvida a suspenséo sem o principio ativo com
0 objetivo de comparar o comportamento do sistema nanoparticulado. NPs
de zeina vazia com 50 mg L™ de zeina e 0,3% de TTABr foram obtidas
apresentando tamanho médio de 200,3+0,49 nm, PDI de 0,093+0,024 ¢
de 40,7£0,5 mV.

Quando as NPs de zeina sem principio ativo foram comparadas
com o sistema com 100% de T4OL apenas o tamanho foi superior e
significativamente diferente (ANOVA/Tukey, p < 0,05).

Com o objetivo de confirmar o tamanho e verificar a morfologia
das NPs de zeina a analise por TEM foi realizada e comparada com 0s
dados obtidos por DLS. A morfologia apresentada pelas NPs de zeina e
com a encapsulacdo de 100% de T4OL mostrou estrutura compacta esférica
e com uma distribuicdo de tamanho estreita (Figura 23 A-B). O tamanho
médio das NPs foi de 158 nm, sendo que as NPs com encapsulagdo do
T40L ndo apresentaram diferenga no tamanho. A analise de TEM apontou
para NPs com tamanho menor comparado com a técnica de DLS, com a
qual se obtiveram tamanho médio das NPs de zeina na auséncia e presenca
do T4OL de 200 nm e 185 nm, respectivamente.

As diferencas observadas entre as duas técnicas estdo relacionadas
ao processo de desidratacdo, uma vez que para a realizacdo das analises de
TEM foi necessaria a secagem do solvente e para 0s ensaios de DLS as
medidas foram feitas em solugéo.
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Figura 23 - Micrografias obtidas por TEM das NPs de zeina vazia (A) e com T40L
(B) em maior e menor magnificagao.
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3.2.4  NPs de zeina com encapsulacdo do T40OL na presenca dos SPEs

O emprego de sistemas de liberacdo de farmacos na pele tem
crescido nas Ultimas décadas devido ao fato de possuirem uma série de
vantagens tais como: administracdo do farmaco no sitio de acdo,
prolongamento da liberacdo do farmaco e melhora na penetragdo e na
retencdo do farmaco na pele, o que auxilia assim no tratamento de
disfuncGes e patologias. A principal barreira a penetracdo de ativos na pele
é o estrato corneo, sendo que uma vez vencida essa barreira o farmaco pode
efetivamente melhorar a sua penetracdo e retencdo na pele (GUTERRES,
SILVIA S. etal., 2007; SILVA, J. A. et al., 2010).

Para minimizar a dificuldade na absorcdo cutdnea de farmacos,
varios estudos vém sendo realizados com o propoésito de encontrar métodos
eficientes e seguros que aumentem a penetracéo das substancias através da
pele (MAYORGA, 2007).

O sucesso da liberagdo de farmacos através da pele esta
relacionado a adequada reducdo na propriedade de barreira do estrato
cdrneo. A perturbacdo temporaria e reversivel da funcdo de barreira da pele
a fim de aumentar a permeacdo e a retencao de farmacos pode ser realizada
por métodos quimicos. Utilizam-se substancias quimicas denominadas
SPEs que sdo capazes de alterar de modo reversivel as caracteristicas de
barreira da pele a fim de promover a permeacdo e retencdo de farmacos. As
qualidades desejaveis dos SPEs em relacdo a pele sdo: modular a funcéo de
barreira da pele de modo reversivel, ndo serem alergénicos, ndo serem
irritantes, mostrarem compatibilidade com o farmaco e com os demais
componentes da formulagdo e apresentarem custo baixo (GUTERRES,
SILVIA S. et al., 2007; IBRAHIM SA, 2009; SILVA, J. A. etal., 2010).
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De acordo com o proposto, potenciadores de permeacdo cutanea
foram adicionados as formulagdes de forma a avaliar o seu efeito sobre as
propriedades fisico-quimicas, estabilidade e liberagdo e permeacgdo cutanea
do T40L.

Ao determinar o sistema com caracteristica fisico-quimica
adequada (B1) adicionaram-se os SPEs (limoneno, propilenoglicol e acido
oléico) & formulacdo, os quais auxiliam a penetracdo do T4OL na pele. Os
dados de tamanho, PDI, ¢ e EE sdo apresentados na Tabela 6, observando-
se uma variagdo de tamanho entre 221 e 260 nm, conforme cada tipo de
promotor de adsorcao utilizado. Obteve-se PDI abaixo de 0,2, indicando um
sistema homogéneo. Os valores de { apresentaram valores acima de 44 mV
para as amotras B2 e B3, os quais refletem a boa estabilidade fisico-quimica
da suspensdo coloidal e evitam a agregacdo em virtude da grande forca
repulsiva entre as particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). J& para a
amostra B4 a estabilidade das NPs diminuiu.

Em comparacdo com sistema sem SPEs (B1), observou-se que
ocorreu um aumento no tamanho das NPs e melhor estabilidade em relacéo
as amostras B2 e B3.

Com a incorporacdo destes compostos também ocorreu uma
diminuicdo na EE. Este resultado pode ter como causa uma possivel
interacdo destes compostos com proteina, diminuindo a interacdo do T40L
com a matriz polimérica.

Tabela 6 - Influéncia dos diferentes promotores de permeagéo no tamanho, PDI, e
EE na formagéao das NPs de zeina.

Amostras Tamanho PDI ¢ (mV) EE (%)
(nm)

B1 185,6+1,4 0,09+0,01 43,4+0,6 93,540,2

B2 221,4+16 0,11+0,01 48,6+1,4 80,4+1,2

B3 226,5+15 0,15+0,01 44,3+17 86,8+1,9

B4 260,5+1,7 0,20+0,01 27,1413 74,8426

As micrografias das NPs de zeina com encapsulacdo do T4OL na
presenca dos SPEs sdo apresentadas na Figura 24. As micrografias
revelaram NPs compactas esféricas, com diametro médio de 180 nm (B2 e
B3) e 207 nm (B4), respectivamente. Foi possivel observar uma camada
adsorvida sobre a superficie das NPs para amostra B2, sendo que a adsor¢do
ndo ocorre de maneira uniforme.

As suspensGes também apresentaram um tamanho médio de
particula menor que a obtida por estudos de DLS.
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Figura 24- Micrografias obtidas por TEM das amostras B2 (A) B3 (B) e B4 (C) em
maior e menor magnificagéo.
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3.2.5 Estudo da estabilidade cinética das suspensdes

Independentemente do método de preparagdo os produtos sdo
obtidos como suspens@es coloidais aquosas. Entretanto, durante o tempo de
armazenamento, pode ocorrer a agregacdo das NPs no meio, resultando na
formacdo de precipitados. Além disso, podem ocorrer problemas de
estabilidade quimica do polimero ou das demais matérias-primas presentes
na formulagdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Varios fatores influenciam a
estabilidade das suspensdes coloidais como, por exemplo, a adsorcédo de
moléculas ativas a superficie das NPs e a presenca de tensoativos
adsorvidos. Além disso, a avaliacdo da estabilidade quimica dos polimeros
formadores dos coloides, sob diferentes condicdes de armazenagem, é de
fundamental importancia.

O tamanho de particula, o {, a distribuicdo da massa molar do
polimero, o teor de farmaco e o pH sdo geralmente os parametros fisico-
quimicos que podem ser utilizados para monitorar a estabilidade das
suspensdes coloidais poliméricas. Poucos estudos referentes a estabilidade
de NPs contendo diferentes farmacos sdo encontrados na literatura
(SCHAFFAZICK et al., 2003).
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A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores
ambientais como temperatura, umidade, luz, e outros, relacionados ao
proprio produto como propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas
e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicao,
processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem
(ANVISA, 2003).

Testes preliminares de estabilidade podem ser realizados para se ter
uma nogdo de quais formulacdes poderiam efetivamente ser posteriormente
otimizadas para os testes finais de estabilidade.

Para avaliar a estabilidade das suspensGes de NPs de zeina
contendo T4OL na presenga ou auséncia de SPEs, apds a caracterizacdo dos
sistemas foi avaliado o periodo de utilizacdo destas formulagdes (periodo de
tempo durante o qual uma preparagdo reconstituida ou uma forma
farmacéutica acabada em recipientes multidose abertos pode ser usada)
(ANVISA, 2003).

As amostras, em ftriplicata, de cada formulagdo, foram avaliadas
considerando os seguintes pardmetros: tamanho das particulas, pH, PDI e .
Também foram avaliadas as caracteristicas organolépticas das amostras
(cor, odor, precipitacdes e separagdo de fases) e o teor do principio ativo.

Quanto aos aspectos macroscdpicos, as suspensdes apresentaram-
se homogeéneas e de coloracdo branca leitosa (Figura 25). Durante o periodo
de teste de 30 dias, houve alteragdes no aspecto fisico macroscépico de
algumas amostras, quanto a precipitacdo. A amostra B4 precipitou ap6s 20
dias de armazenamento a temperatura ambiente enquanto que amostra B1
precipitou apos 30 dias de armazenamento. Ja as amostras B2 e B3 ndo
apresentaram precipitagéo.
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Figura 25 - NPs de zeina com T4OL encapsulado na auséncia (B1) e na presenca
dos SPEs, propilenoglicol (B2), limoneno (B3) e &cido oleico (B4).
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Na Figura 26 sdo apresentados tamanhos médios e { das quatro
formulagdes estudadas durante 30 dias de armazenamento a 25 °C.
Observa-se que as formulagdes B1, B2 e B3 mantiveram os valores de
tamanho e { estaveis até aproximadamente 20 dias de armazenamento. Ja o
sistema B4 foi estavel apenas 5 dias. Apos este periodo fica nitida a queda
do { proximo a valores que levam a instabilidade do sistema (valores de (
inferiores a + 30 mV) (Figura 26 B) e consequentemente ocorre uma
provavel aglomeragdo das particulas com aumento do tamanho. Quanto aos
valores da PDI (Figura 27), os mesmos aumentam apds 30 dias de
armazenamento, como consequéncia da instabilidade do sistema,
provavelmente em funcdo da agregacao e/ou sedimentacgdo das particulas do
sistema. Em modulo, um valor de { relativamente alto é importante para
uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes
forcas repulsivas tendem a evitar a agregacdo em funcdo das colisbes
ocasionais de NPs adjacentes (SCHAFFAZICK et al., 2003).



90

Figura 26 - Tamanho e { das suspensdes (m)B1, (#) B2, (&) B3 e ( ¥) B4 em
relacdo ao tempo (dias). As suspensdes foram mantidas em recipientes de cor
transparente a uma temperatura de 25 °C.
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Figura 27 - PDI em fun¢do do tempo (dias) das amostras B1 (mmm), B2 (mmm);
B3(mmm) e B4 ().
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Informac0es relevantes sobre a estabilidade de suspensfes das NPs
podem ser obtidas mediante o monitoramento do pH em funcdo do tempo.
Por exemplo, a alteracdo do pH pode ser indicio de degradacédo do polimero
ou de algum outro componente da suspensdo, ou pode até mesmo indicar
um processo de difusdo da substancia ativa, do interior da NP para o meio
aquoso (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A Tabela 7 expressa os valores referentes ao pH inicial das
formulagcBes bem como durante o0 armazenamento em temperatura
ambiente. Pode-se observar que durante o periodo estudado, os valores de
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pH de todas as formulacdes estudadas mantiveram-se constantes, nao
sofrendo mudangas. Pode-se observar que apenas o sistema B4 apresentou
pH diferente em relagdo aos outros sistemas devido a presenga do &cido
oleico.

Tabela 7 - Determinagéo do pH durante os 30 dias de experimento.

Tempo pH

(dias) B1 B2 B3 B4
0 3,73 3,73 3,76 3,49
5 3,73 3,74 3,80 3,54
10 3,73 3,74 3,70 3,56
15 3,62 3,70 3,68 3,50
20 3,71 3,71 3,80 3,53
25 3,84 3,71 3,77 3,55
30 3,76 3,71 3,71 3,53

Os valores encontrados para EE no tempo zero e ap6s 30 dias de
armazenamento sdo apresentados na Figura 28. Nota-se que ap6s 30 dias de
armazenamento ocorreu difusdo do principio ativo das particulas para o
meio, fato que pode ter contribuido para a aglomeracdo das particulas e
consequente alteracdo dos valores de { e PDI. A formulacdo contendo
T40L na presenca do acido oleico como SPE (B4) foi a que ocorreu mais
perda do composto ativo para 0 meio exterior. Tal fato pode estar
relacionado com o tamanho da molécula do sistema B4, o qual pode ter
aumentado a distancia entre as moléculas de proteina, facilitando a difuséo
do T40OL através da matriz polimérica. Também foi realizado o célculo da
perda total de teor (inicial — final dos 30 dias), obtendo uma perda de 40%
para a amostra B1, 20,2% para B2, 25,5% para B3 e 69,8% para B4. Estes
resultados demonstraram que os sistemas contendo propilenoglicol e
limoneno foram os mais efetivos no requisito de retengéo do principio ativo
no interior da NP.
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Figura 28 - EE no tempo zero ( mm) e 20 dias ( =m).
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3.2.6  Liberacdo in vitro

Os estudos de liberacéo sdo ferramentas Uteis nas fases iniciais do
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados, uma vez que é capaz de
indicar se a liberacdo do farmaco é controlada/sustentada ou imediata. No
desenvolvimento de sistemas de entrega de farmaco, 0 comportamento de
liberacdo é um fator-chave para se verificar sua potencial aplicabilidade
(SOUSA et al., 2012).

Na NP com o T4OL encapsulado (B1) ocorreu a liberacdo de
55,9% do farmaco em 7 h (Figura 29). Nas amostras com 0s promotores de
permeacdo a liberacdo foi mais lenta. A amostra com a presenca do acido
oleico (B4) apresentou valor de liberacdo mais elevado em comparagédo
com a que contém limoneno (B3) (36,5% versus 27,9% no periodo de 7 h).
Ja as NPs contendo propilenoglicol mostraram o valor de liberacdo menor
para as formulacGes testadas (19,6% em 7 h). Estes resultados mostram a
consisténcia adequada dos sistemas para administracdo tépica prolongada
do farmaco.
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Figura 29 - Perfil de liberagdo do TAOL na presenga e auséncia dos promotores de
permeagdo em membrana de acetato de celulose.
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Os dados obtidos a partir de estudos in vitro de liberagdo foram
ajustados em vérias equacOes cinéticas para determinar 0 mecanismo de
liberacdo do T4OL. O critério para a escolha do modelo mais adequado foi
baseada na analise de regressdo linear (> R?). As constantes obtidas e
valores de R? correspondentes sio apresentados na Tabela 8. A equacio
cinética de ordem zero foi 0 modelo que melhor explicou 0 comportamento
da liberacdo do T4OL a partir das diferentes formulacGes, uma vez que 0s
valores mais elevados de R? foram obtidos neste caso. De acordo com este
modelo, a liberacdo do farmaco ocorreu a uma velocidade constante e é
independente da concentracdo de T4OL. Esta taxa constante é altamente
desejavel em relacdo a liberacdo do farmaco, porque a mesma quantidade
de farmaco é liberada por unidade de tempo sob esta condicéo.

A Tabela 8 também mostra os resultados para o ajuste dos dados
usando o modelo de Korsmeyer-Peppas. Este modelo é geralmente aplicado
na analise de dados de liberacdo dos sistemas poliméricos, nos casos em
que 0 mecanismo de liberacdo nao é bem compreendido ou se mais do que
um tipo de fendmeno de liberacdo do farmaco ocorre (COSTA; SOUSA
LOBO, 2001). O ajuste da Equacdo 3 com os dados experimentais e 0s
valores n obtidos permitiram observar que ocorreram duas situacdes
diferentes, na auséncia e na presenca de SPEs. O modelo de Korsmeyer-
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Peppas usa o valor de n, a fim de caracterizar diferentes mecanismo de
liberacdo(COSTA; SOUSA LOBO, 2001; MATHEW, 2007; NA., 1985).
O valor de n = 0,5 caracteriza a liberacdo através da difusdo de Fick e a
situacdo na qual 0,5 < n < 1, segue um modelo ndo Fickiano denominado
por transporte anémalo. A liberacdo de ordem zero ou transporte caso Il
ocorre se 0 valor de n é 1. Para os valores de n maiores que 1, 0 mecanismo
da liberacdo do farmaco é considerado como super transporte caso Il. O
valor obtido de n para sistema Bl foi aproximadamente 1,0 (COSTA;
SOUSA LOBO, 2001; MELLO; RICCI-JUNIOR, 2011). E importante
observar que os valores de K obtidos utilizando-se os modelos de ordem
zero e de Korsmeyer-Peppas sdo muito préximos, de 8,04 e 7,96 h™,
respectivamente. Assim, o modelo de Korsmeyer-Peppas sugere que a
liberacdo do T4OL segue uma cinética de ordem zero.

Com a adigdo de SPEs ao sistema (B2-B4), os valores n mudaram
drasticamente, de 0,75-0,83. Estes resultados sugerem que a adi¢do de SPEs
muda a transferéncia de massa a partir de ordem zero para um modelo de
transporte ndo Fickiano andmalo, o que envolve o comportamento misto
entre difuséo e relaxamento das cadeias poliméricas.

Tabela 8 - Coeficiente de correlagéo (R?) dos modelos matematicos de zero ordem,
primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas.

Amostras  Ordem zero  Primeira Higuchi Korsmeyer-Peppas
ordem
K R’ K R K R K n R®
() () () (™)
B1 80 0989 0,14 0,962 0,45 0,977 7,96 0,98 0,987
B2 25 099 0,11 0,943 0,22 0,977 3,88 0,80 0,994
B3 35 099% 0,10 0,942 0,16 0,979 6,16 0,75 0,991
B4 49 0991 011 0,925 0,11 0,992 7,34 0,83 0,995

A solubilidade de T4OL nos sistemas contendo promotores de
permeacdo ocorreu na seguinte ordem: B2 > B3 > B4, enquanto que a
ordem de liberacdo do T4OL nas NPs foi: B1 > B4 > B3 > B2 (Figura 30).
A ordem de liberacdo observada de T4OL (log P = 2,99) (CARSON. C,,
2006), na presenca dos promotores de permeacdo, reflete a lipofilicidade
desses ultimos: &cido oleico (log P = 6,5) (DEL RIO-SANCHO et al.,
2012) >R-(+)-limoneno (log P = 4,23) (DEL RIO-SANCHO et al., 2012)
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>propilenoglicol (log P = -0,78) (DURACHER et al., 2009). Quando um
composto com uma elevada lipofilicidade, tal como o &cido oleico, é
adicionado ao sistema, de preferéncia pode interagir com a zeina, em vez do
T40L e a liberagdo de T4OL ¢, portanto, mais rapida. Por outro lado, o R-
(+)-limoneno tem uma lipofilicidade mais baixa e sua interacdo com a zeina
tende a ser mais fraca, 0 que aumenta a interacdo do T4OL com a zeina.
Com a utilizacdo de propilenoglicol (um composto hidrofilico), NPs
revestidas sdo formadas devido & interacdo deste composto com a superficie
das NPs através de ligagdo de hidrogénio e este revestimento hidrofilico
sobre a superficie das NPs tem um efeito retardador da libera¢éo do T4OL.

3.2.7 Permeacao e retencao cutanea

Com o objetivo de verificar a capacidade das diferentes NPs de
zeina em permear 0 T4OL na pele, antes e apds a adicdo dos SPEs, estudos
de permeacdo in vitro foram conduzidos usando células de difusdo tipo
Franz e peles de orelhas suinas como modelo de membrana por um periodo
de 10 horas.

Os perfis de permeacdo de T4OL através da pele de orelha suina
apés a aplicagdo dos diferentes nanocarreadores a base de zeina sao
mostrados na Figura 30. Os resultados obtidos foram expressos em
quantidades cumulativas de T4OL permeado (%) em funcdo do tempo (h).

Observou-se um aumento constante na quantidade de farmaco
permeado com o tempo para todos 0s sistemas e maior permeacao de todos
0s sistemas nanoparticulados em comparacdo ao controle. Os resultados
apontam que dentre as formula¢Ges com SPEs a amostra com limoneno
(B3) apresentou maior permeacao seguida pela amostra com &cido oleico
(B4). Ja com propilenoglicol (B2) ndo apresentou diferenca em relacdo a
amostra sem SPEs (B1).
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Figura 30- Perfis de permeacdo do T4OL através da pele de orelha suina a partir de
diferentes formulagbes (média = SD, n = 3).
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O tempo de laténcia e o coeficiente de permeabilidade foram
estimados ap0s a plotagem grafica da quantidade permeada [% versus
tempo (h)], conforme a Tabela 9.

O coeficiente de permeabilidade aumentou na seguinte ordem:
B3 > B4 > B2 = B1 > T40L, sendo que a quantidade permeada através da
pele aumentou apos a aplicacdo dos promotores de permeacdo. Quando 0s
coeficientes de permeabilidade das diferentes formulagdes de T4OL foram
comparados entre si, as suspensdes de NPs apresentaram valores superiores
a solucdo de T40L (controle) (ANOVA/Tukey, p < 0,05). Os sistemas Bl e
B2 ndo foram significativamente diferentes entre si. Ja o sistema B3 foi o
mais eficaz dentre os trés SPEs testados, tendo aumentado os valores de
permeacdo em duas vezes. O sistema B4 também foi eficiente, porém néo
tanto quanto como limoneno.

Ja em relacdo ao tempo de laténcia apenas a amostra B2 apresentou
menor valor comparado com o controle. A amostra B1 foi a que apresentou
maior valor do tempo de laténcia e os sistemas B3 e B4 apresentaram
valores intermediarios e ndo foram significativamente diferentes entre si.

Desta forma, o sistema B3 apresentou o maior valor do coeficiente
de permeacdo (0,0072 cm s™), porém um alto tempo de laténcia (1,8 h).
Esses dados indicam que o sistema foi capaz de romper a barreira imposta
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pelo estrato cdrneo. No entanto, o tempo necessario para isso ocorrer foi
demasiadamente longo.

Tabela 9- Pardmetros de permeacédo dos diferentes sistemas com T4OL (n = 3).

Amostra  Tempo de laténcia (h)  Coeficiente de
Permeabilidade (cm h™)

T40L 1,51+1,31° (1,620,5)x10°"
B1 2,53+0,06° (3,4+0,1)x103?
B2 1,36+0,51° (3,620,3) x10°?
B3 1,85+0,38° (0,7+0,4) x10¢
B4 1,87+0,04° (0,5+0,6) x10°°

Letras iguais na mesma coluna significam que néo existem diferencas significativas
entre as amostras (p < 0,05).

A porcentagem de T4OL retida na derme e na epiderme também
foi avaliada para todos os sistemas (Figura 31), sendo que foi obtida maior
retencdo do T4OL na derme do que na epiderme.

Em relacdo a quantidade de farmaco retida na epiderme, apenas o
sistema B3 foi significativamente diferente em relacdo a solugdo de T40OL
(controle) (ANOVA/SNK, p > 0,05). Em relagdo a derme os sistemas B2 e
B3 foram significativamente diferentes da solugdo de T4OL (controle)
(ANOVA/Tukey, p < 0,05), sendo que esses sistemas contém promotor de
permeacdo. Para o sistema B4, em que foi utilizado o &cido oleico como
SPE, a quantidade de farmaco retido na pele demonstrou ser
significativamente reduzida, apresentando menor retencdo de T4OL na
epiderme em relagdo ao controle e mesma quantidade na derme.
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Figura 31 - Porcentagem de T4OL retida na derme e na epiderme ap6s 10 horas.
Média + SD (n = 3). Utilizaram-se os testes ANOVA/Tukey (p < 0,05).
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A permeacdo e a retencdo do T4OL foram significativamente
afetadas pelo tipo de nanocarreador proteico, sendo que sistemas com
tamanho e { parecidos apresentaram comportamento semelhante, como foi
0 caso dos sistemas B1, B2 e B3. J& para o sistema B4 ocorreu um aumento
no tamanho de aproximadamente 40 nm em compara¢do com outros
sistemas e também apresentando { de 27 mV, resultando numa menor
estabilidade e menor interacdo com camada externa (matriz lipidica) da
pele.

Um maior percentual de recuperagdo, monitorado pelo balanco de
massa, foi encontrado para as nanoparticulas sem os promotores de
permeacdo (B1). Para as preparagdes a partir de B2 foi possivel recuperar
95% da quantidade de farmaco inicialmente adicionada. Menor percentual
de recuperacdo foi encontrado para os sistemas B3 e B4 com valores de 89
e 96 %, respectivamente.
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3.3 NANOPARTICULAS DE ZEINA REVESTIDAS COM
QUITOSANA PARA LIBERACAO DO TERPINEN-4-OL

As NPs foram preparadas pelo método de dessolvatacdo e as
condicBes experimentais foram determinadas conforme descrito no item
3.1. Posteriormente, testou-se a encapsulacdo do T4OL utilizando a
concentracdo de zeina e do surfactante como determinado no item 3.1, no
entanto, com as condi¢cdes determinadas ocorreu a precipitagdo. Desta
forma, foi necessério corrigir a concentracdo do surfactante e da proteina,
mantendo as mesmas condi¢des experimentais previamente determinadas.
Testes preliminares foram realizados para se obter NPs com diametro
médio adequado e baixo PDI. Estas caracteristicas foram acompanhadas por
medidas de DLS e TEM, que fornecem informacdes relevantes, como
distribuicdo de tamanho das particulas em suspensdo, presenca de
agregados, PDI e caracteristicas morfoldgicas.

3.3.1 Caracterizacéo Fisico-Quimica das NPs

Para estudar o efeito do estabilizante (F68) em relacdo as diferentes
concentracOes de zeina, mantendo fixa a proporcdo 1:1 de T4OL/zeina em
pH5,6, foram preparadas NPs de zeina carregadas com T4OL (Tabela 10).
As diferentes concentracGes de F68 testadas mostraram que abaixo de 0,3%
e acima de 1,0% (fase aquosa) formaram-se agregados (dados néo
mostrados). J& em relacdo a concentracdo de zefna, acima de 20 mg mL™
nao foi possivel obter NPs estaveis.

A utilizacdo de uma concentracdo de F68 de 0,5% (fase aquosa),
com aumento na concentra¢do de zeina, resultou em NPs com tamanho e
PDI maiores. O mesmo foi observado quando se utilizou a concentragdo de
0,8% de F68. Ja em relagdo ao ( (faixa de 25,1 - 26,9 mV) ndo houve
nenhum efeito significativo em todas as concentra¢fes estudadas.

Podaralla e Perumal (2012) também estudaram a influéncia de
diferentes parametros sobre a preparacdo de NPs de zeina encapsulando o
composto hidrofébico 6,7-dihidroxicoumarina (DHC) como modelo. Eles
obtiveram aumento no tamanho das NPs com o0 aumento na concentragdo de
zeina de 0,09% a 0,5% (m/v), enquanto que na PDI ndo houve nenhum
efeito significativo. Quando se utilizou baixa concentragdo [0,05 a 0,45%
(m/v)] de lecitina ou F68, formaram-se agregados (PODARALLA,
PERUMAL, 2012).

As NPs de zeina obtidas a partir de solu¢gdes com massa de 0,1-5 ¢
foram analisadas por DLS. Os dados mostraram um aumento continuo do
tamanho das particulas, com o aumento da concentracdo de zeina.
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Observou-se que em concentracdo acima de 2 g de zeina a solucdo estoque
ndo foi dispersa de forma eficaz, porque grandes aglomerados de zeina
foram visivelmente formados ap6s homogeneizacdo. A dependéncia do
diametro da particula sobre a concentracao de zeina pode ser explicada pela
dispersdo e processos de precipitagdo. Quando a concentragdo de zeina €
aumentada, um aumento na viscosidade da dispersdo afeta 0 processo que
conduz a nucleacdo, resultando em particulas maiores (ZHONG; JIN,
2009).

Tabela 10 - Efeito da concentragdo de zeina em relagdo aos tamanhos das NPs de
zeina carregadas com T4OL.

Zeina F68 Tamanho PDI C(mv)
(mg mL™) (% fase aguosa) (nm)
5 0,5 169,5 0,15 26,9
5 0,8 182,3 0,19 25,7
10 0,5 195,4 0,16 25,6
10 0,8 209,1 0,20 25,9
20 0,5 210,8 0,19 25,1
20 0,8 230,3 0,23 25,3

A fim de avaliar o tamanho, PDI e { das NPs em funcdo do pH do
meio, foi realizado um estudo na faixa de pH entre 3 e 9. A Figura 32
mostra a variagdo do tamanho, PDI e (, respectivamente. As NPs de zeina
apresentaram tamanho variando entre 165 a 210 nm e o PDI no intervalo de
0,16 a 0,28, sendo que no Pl ocorreu um grande aumento no tamanho das
NPs de aproximadamente 800 nm e a presenca de uma segunda populacédo
de particulas, com cerca de 2 um de didmetro (ndo mostrado). Ocorreu
também um aumento no PDI, de 0,2 para 0,4. Foi observada a presenca de
grumos nas paredes do frasco, assim como a formagéo de precipitados. Um
pequeno precipitado também foi observado em pH 3. O menor tamanho e
PDI foram obtidos préximo ao PI, em pH 5,4, com { positivo ¢ em pH 6,5,
com { negativo.

Observa-se que em valores de pH acima de 8 ocorre um aumento
no valor do tamanho e PDI (Figura 32). Segundo Zhong e Jin (2009) a zeina
é altamente soltvel em soluges alcalinas e devido ao aumento do pH pode
ocorrer um aumento nas interacdes entre as NPs de zeina e 4gua, 0 que pode
aumentar o diametro das NPs na dispersdo. Por outro lado, considerando
que 0 nimero de particula é idéntico em diferentes valores de pH, um
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didmetro maior em pH alto resulta numa fracdo de particula de maior
volume e, portanto, uma viscosidade mais elevada (ZHONG; JIN, 2009).

A zeina apresentou uma tendéncia & formacdo de agregados
maiores quando foi carregada positivamente em pH < PI. Assim, o tamanho
das NPs de zeina diminui a medida que o pH é aumentado. A maior
solubilidade da zeina em pH > 8 afeta a taxa de precipitacdo, resultando em
NPs relativamente maiores a pH > 8. Isto também pode explicar a grande
variacdo no { em pH 8 (CABRA, V. 2006).

Podaralla e Perumal (2012) também estudaram a influéncia do pH
do meio em relacdo ao tamanho e PDI das NPs de zeina carregadas com
DHC. Os valores foram elevados em pH extremos (pH 2 e 12), o tamanho
das NPs e PDI foram > 300 nm e > 0,4, respectivamente. NPs menores (143
+ 7 nm) e com um baixo PDI (0,26 + 0,01) foram formadas em pH 7,4,
proximo ao PIl. Além disso, estudou-se o efeito do pH sobre agregacdo das
particulas, ocorrendo uma alta variagdo do { em pH alcalino (pH 8)
(PODARALLA; PERUMAL, 2012).

NPs preparadas usando legumina, uma proteina vegetal insollvel
em agua, também mostraram efeitos similares de pH sobre o tamanho das
NPs (IRACHE et al., 1995). No entanto, para as NPs de albumina, em pH
proximo do PI (~ 5,05), particulas maiores foram produzidas (LANGER et
al., 2003). Ao contrario da zeina e da legumina, a albumina é uma proteina
sollvel em agua. As mudancas estruturais em diferentes valores de pH séo
influenciadas pelos aminoacidos e pela sua carga proteica.

Na Figura 32 B observa-se que no pH 6,2 atingiu-se o Pl da
suspensdo, no qual a neutralidade das cargas foi obtida. Na faixa de pH
entre 3 e 6 ocorreram pequenas alteragdes no ¢. JA no pH entre 6,5e 9 a
maior estabilidade é obtida em pH 7 com valor do  de -29,7 mV.
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Figura 32 - Variagdo do tamanho, PDI (A) e { (B) em funcéo do pH das NPs de
zeina(5 mg mL™) carregadas com T4OL.
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A partir dos resultados obtidos, foram realizados estudos das
suspenstes em valores de pH 5,6 e pH 6,5 para encapsulacdo do T4O0L.
Com a concentracéo de zefna de 5 mg mL™, F68 de 0,5% (m/v) (% fase
aquosa) e T40L de 100% (% m/m zeina). Uma formulacdo sem o principio
ativo também foi desenvolvida com o objetivo de comparar o
comportamento do sistema nanoparticulado. Os resultados obtidos estdo
demonstrados na Tabela 11. Todas as suspensGes apresentaram aspecto
macroscopicamente homogéneo com coloracdo turvo/esbranquicada, sem
precipitagdes.

Os sistemas apresentaram valores de pH 5,51-6,46 e didmetros de
particula de 140,3-192,4 nm. Os valores do PDI foram inferiores a 0,17,
indicando uma estreita distribuicdo de tamanho das particulas e,
consequentemente, uma boa homogeneidade destes sistemas.
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De certa forma, quando se trabalha com particulas em escala
nanométrica para aplicacdo topica, independentemente da metodologia
utilizada para a producdo, o ideal é que todas as formulacOes se apresentem
com diametro médio de particula menor que 600 nm e monodispersas.

As suspensdes estudadas apresentaram pH levemente acido, as
guais encontram-se coerentes para este tipo de sistema nas faixas
recomendaveis para utilizagdo em formulages topicas (LEONARDI;
GASPAR; CAMPOS, 2002).

Os valores de pH obtidos, ap6s a preparagdo, a partir das
suspensbes de zeina na auséncia e presenca do T4OL ndo diferiram
significativamente entre si, apresentando-se entre 5,62+0,01 e 5,51+0,01 e
6,53+0,02 e 6,46+0,08. A presenca do T4OL ndo afetou o pH das
suspensoes.

J& em relacdo ao tamanho, ocorreu uma diminui¢do de 192 nm para
166 nm com aumento do pH de 5,6 para 6,5 nos sistemas nanoparticulados
de zeina. O mesmo foi observado quando se realizou a encapsula¢do do
T40L nos dois sistemas: o tamanho diminuiu de 192 para 170 nm em pH
5,6 e 166 nm para 140 nm em pH 6,5. As NPs de zeina em pH 6,5
apresentam ( negativo, sendo obtido da desprotonacdo dos grupos
carboxilas dos aminoécidos da proteina. A zeina apresenta menor nimero
de agregacbes com aumento do pH e assim, o tamanho das NPs de zeina
diminui @ medida que o pH é aumentado. Desta forma, a proteina com carga
negativa na presenca do F68 é mais estavel, devido a uma maior interacéo
entre ambos.

Tabela 11 - Valores referentes a caracterizagdo fisico-quimica das suspensdes
contendo nanoesfera de zeina na presenca e auséncia do T4OL.

Amostra Tamanho PDI ¢ (mvV) pH
(nm)
Al 192,441,8 0,15+0,01 24,2415 5,62+0,01
A2 166,442,0 0,16+0,01 -18,9+1,8 6,5+0,01
A3 170,242,1  0,17+0,01 27,2+1,3 5,51+0,01
Ad 140,3+1,6  0,16+0,01 -23,6+1,6 6,46+0,02

A5 196,2+2,0 0,15+0,01 49,4+12 3,88+0,01
Valores referentes a média para determinacéo de trés formulagGes + desvio padréo.

Ja com a encapsulacdo do T4OL, ligacBes de hidrogénio podem
formar-se entre o grupo amida do residuo de aminoacido glutamina da zeina
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e 0 grupo hidroxila do T40L, sendo que, devido a forte interacdo por meio
de ligacbes de hidrogénio entre a proteina e o principio ativo,
provavelmente forma-se um complexo que pode diminuir a liberacdo do
mesmo. Além disso, tanto o T4OL quanto a zeina sdo hidrofébicos,
portanto o efeito hidrofobico estd envolvido na formagdo de NPs
zeina/T40L.

Esses resultados também foram obtidos por Hurtado-Lopez e
Murdan (2005) quando prepararam microesferas de zeina vazia e
carregadas com ovalbumina com objetivo de verificar seu potencial como
sistema de entrega de farmaco/vacina. A ovalbumina foi usada como um
modelo de antigeno. O tamanho das microesferas mostrou-se diferente para
as particulas vazias e carregadas com ovalbumina, o diametro médio das
microesferas de zeina vazias e carregadas com ovalbumina foram 1.356 nm
e 607,47 nm, e PDI 0,662 e 0,386, respectivamente, apresentando uma
diminuigdo no tamanho das particulas com encapsulacédo da ovalbumina (
HURTADO-LOPEZ, P. 2005).

Luo et al. realizaram a encapsulagio do a-tocoferol (TOC) em NPs
de zeina revestidas com CS. As andlises fisico—quimicas sugerem que as
interacdes eletrostaticas por ligacdo de hidrogénio, além do efeito
hidrofébico, séo as principais forcas na formagdo do complexo TOC/zeina-
CS. As ligagBes de hidrogénio podem ser formadas entre os grupos amida
da glutamina da zeina e os grupos hidroxilas do TOC. Além disso, tanto
TOC como a zeina sdao compostos hidrofobicos, entdo um efeito
hidrofébico também pode estar ocorrendo durante a formacgdo das NPs
TOC/zeina (LUO et al., 2011b).

Em relagdo ao ¢, quando foi realizada encapsulagdo do T40L
ocorreu um pequeno aumento de 24,2 para 27,2 mV em pH 5,6 e de -18,9
para -23,6 mV em pH 6,5. Os resultados sugerem que as NPs de zeina
apresentam uma boa estabilidade.

3.3.2  NPs de zeina revestidas com quitosana

As suspensbes de NPs carregadas com T4OL foram obtidas pelo
método de dessolvatacdo. Em seguida, foram revestidas com CS utilizando
gotejamento de uma solucdo do polissacarideo sobre a suspensdo das NPs,
com diferentes concentracdes de CS. Estas dispersdes foram analisadas
através de medidas de tamanho, PDI e (. Os resultados demonstraram que
tanto o tamanho e o PDI das particulas quanto a carga superficial sofreram
alteracGes significativas em funcdo da razdo da concentracdo de CS
adicionada pela concentracdo de zeina, a pH 6,5 (Figura 33 e 34).
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As NPs preparadas sem CS apresentaram uma carga de superficie
negativa de -22 mV devido a desprotonacdo dos grupos amino tornando-se
positiva com a adi¢cdo de CS. Para maiores concentragdes de CS foi
observado um platd, sugerindo um limite de adsor¢do das cadeias do
polieletrdlito, apresentando o valor de { maximo foi de 49 mV.

O aumento na carga superficial das NPs ¢ atribuido ao aumento de
grupos aminos carregados positivamente de moléculas de CS, provando que
as NPs foram revestidas com sucesso. As interagdes, que sdo basicamente
de origem eletrostatica entre as NPs carregadas negativamente e o
polissacarideo de carga oposta, provocam uma alteracdo dindmica do
sistema, o qual foi observado por medidas de tamanho e C.

Estas interacGes também podem ocorrer devido as fortes ligacdes
de hidrogénio entre os grupos amida do residuo de glutamina da zeina e
grupos hidroxilados do T4OL. Além disso, a CS tem ambos 0s grupos
amino e hidroxi, assim, as ligagdes de hidrogénio podem ser facilmente
formadas entre CS e T40L, CS e zeina.

Um estudo realizado com NPs de zeina carregadas com TOC e
revestidas com CS mostrou, através de analises fisico-quimicas e
estruturais, que as interacOes eletrostaticas e as ligagdes de hidrogénio
foram as principais forcas responsaveis pela formagdo do complexo (LUO
etal., 2011b).

Simultaneamente, foi investigada a variagdo do tamanho e PDI das
NPs com aumento na concentragdo de CS (Figura 34). Quando a relacdo de
CS/zeina aumentou de 0 para 0,15, o tamanho de NPs variou de 144 a 200
nm e a PDI de 0,16 a 0,19, sendo que a partir de 0,2 obtiveram-se tamanhos
acima de 280 e PDI de 0,5.

Porém, Luo et al. (2011) observaram que o tamanho de NPs
constituidas por zeina carregadas com TOC, sem revestimento com CS, era
cerca de 800 nm. No entanto, o tamanho das NPs diminui cerca de 364 nm
apos revestimento com CS e o { foi aumentado para um valor altamente
positivo. Porém, a partir de certo aumento na concentracdo de CS, ou na
percentagem de TOC, o tamanho das particulas do complexo incrementou
gradualmente para cerca de 800 nm, que pode ser causado pelo excesso de
CS e concentracdo de TOC. O revestimento com CS ndo afeta a EE, mas
melhorou muito o controle da liberacdo do TOC (LUO et al., 2011a).
Outros estudos também mostraram que a concentracdo de CS, bem como a
massa molecular da CS, pode afetar significativamente o tamanho das
particulas (GAN; WANG, 2007; HU, B. et al., 2008). Entretanto, este
efeito da diminuicdo no tamanho das particulas com a adi¢do de CS néo foi
observado neste estudo e provavelmente outros parametros de formulacéo
foram preponderantes na obtencédo do didmetro das nanoparticulas.
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Figura 33 - Variagéo do ¢ (mV) em funcéo da razdo [CS]/[zeina].
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Figura 34 - Variacdo do PDI (A) e tamanho (B) em func¢éo da razdo [CS]/[zeina].
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Consequentemente, a relagdo maxima CS/zeina de 0,15 foi
selecionada para a preparacdo de NPs revestidas com CS. As concentracGes
de 5 mg mL™ de NPs de zeina carregadas com T4OL e razdo de 0,15
[CS]/[zeina] (amostra AS5) foram estudadas. O tamanho obtido foi de
196,2+2,0 nm, PDI de 0,15+0,01 e ¢ de 49,4 £1,2 mV, como mostrado nas
Figuras 33 e 34. O pH obtido foi igual a 3,88+0,01, devido a preparacdo em
solucdo de &cido acético.

As imagens de TEM das NPs de zeina, tanto na presenga quanto na
auséncia de CS, apresentaram forma esférica, como mostrado na Figura 35.

Figura 35 — Imagens de TEM das NPs de zeina carregado com T4OL na auséncia
de CS (A) e na presenca de CS (B).
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3.3.3  Espalhamento de luz estatico (SLS) e dinamico (DLS)

Para complementar as técnicas utilizadas para determinar o
tamanho, distribuicdo do tamanho e PDI das NPs, estudou-se também a
dependéncia angular da intensidade de espalhamento de luz das suspensGes
de NPs de zeina. Uma vez que as NPs em suspensdo estdo em constante
movimento, as flutuacdes da intensidade da luz espalhada estéo diretamente
relacionadas ao movimento browniano. Portanto, a técnica de DLS foi
utilizada para analisar este movimento e correlaciona-lo com as dimensdes
das NPs em suspensdo aquosa, através de flutuagBes temporais na luz
espalhada que geram informacdes a respeito da dindmica das particulas em
solucdo (GIORDANI et al., 2006; SCHARTL, 2007).

O espalhamento de luz representa uma técnica experimental
importante no estudo das caracteristicas estruturais de NPs em suspenséo.
As fungbes de correlagdo temporais obtidas a partir dos dados de DLS
mostraram-se com um Unico tempo de relaxagdo representativo de uma
populagdo de estruturas de tamanhos relativamente proximos.

A Figura 36 mostra a fungdo de autocorrelagdo medida nos angulos
de 60°, 90° 120° de espalhamento e distribuicdo dos tempos de relaxacéo
medidos no angulo de 90°, para NPs de zeina (Al) e NPs de zeina
carregadas com T40L em pH 5,6 (A3). A distribuicdo de tempos de
relaxacdo obtida para as amostras Al e A3 resultou em um Ry de 110 nm e
88 nm, com PDI de 0,25 e 0,19 a 90°, respectivamente. A amostra Al
apresentou uma grande dependéncia angular no espalhamento da suspensao,
sendo essa observagdo um indicativo de particulas grandes e/ou de um
sistema polidisperso.

Os resultados corroboram com o valor obtido pelo tamanho médio
encontrado quando se utilizou o Zetasizer, instrumento incapaz de ponderar
a dependéncia angular e que faz medidas somente em um dnico angulo fixo.
Foram obtidos para as amostras Al e A3 tamanho em didmetro de 192 nm e
170 nme PDI 0,15 e 0,16, respectivamente.

Os resultados obtidos por DLS também apontaram para uma
diminuicdo no tamanho das NPs com a encapsulacdo do T4OL, podendo
estar relacionado com interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio e efeito
hidrofébico entre a zeina e T40L, como explicado no item 3.3.1.
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Figura 36 - Funcdo de correlacdo g (g, t) -1 em &ngulos de espalhamento de 90°,
60° e 120° e a distribuicdo dos tempos de relaxagdo obtidos a 90° (A) Al e (B) A3.
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Com o objetivo de confirmar o tamanho e verificar a morfologia
das NPs de zeina, a analise pela técnica de TEM foi realizada e comparada
com os dados obtidos por DLS. A micrografia de TEM da amostra Al
(Figura 37) apresentou forma esférica e tamanho médio das NPs de 182 nm,
sendo que a andlise de TEM fornece um menor valor comparado ao
tamanho obtido utilizando a técnica de DLS (220 nm).

As diferencas observadas entre as duas técnicas estdo relacionadas
ao processo de desidratacdo, uma vez que para analises de TEM foi
necessaria a secagem do solvente e para o espalhamento de luz as medidas
foram feitas em solugdo, medindo-se assim o tamanho aparente das NPs,
considerando a sua camada de hidratagao/solvatagéo.

Figura 37 - Micrografias para as NPs de zeina (Al) (A e B) em maior e menor
magnificacao.
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Para os sistemas em investigacdo os valores de Rg foram
determinados a partir de um grafico de In | versus g2, como ilustrado na
Figura 38A, que apresenta o valor de Rg para amostra A3, cujo valor foi
calculado com base na lei de Guinier, a partir do coeficiente angular da reta.
Esta aproximagdo é bastante utilizada para a determinacdo de Rg de
particulas, sendo valida apenas quando gRg < 1. J& o Ry foi obtido através
do gréfico de T" versus ¢? calculado usando a relacdo de Stokes-Einstein.

A Figura 38 apresenta dependéncia angular da intensidade de
espalhamento de luz e a respectiva dependéncia de g2 em funcdo da
frequéncia de relaxagdo (T"), calculada usando a andlise CONTIN, da
suspensdo de NPs de zeina com encapsulagdo do T40L em pH = 5,6 (A3).

Na Figura 38A ¢ possivel observar a auséncia de uma correlagédo
linear perfeita em toda a faixa angular, sendo um indicativo de sistemas
polidispersos em solucdo. O valor de Rg obtido foi de 77 nm. A Figura 38B
mostra a variagdo tipica da frequéncia angular T" medida como uma funcéo
de g indicando um comportamento difusivo do espalhamento das particulas
para uma solucdo e a existéncia de objetos esféricos. Portanto, o Ry pode
ser corretamente calculado usando a relacdo de Stokes-Einstein. A
distribuicdo de tempos de relaxacéo obtida para a amostra A3 resultou em
um Ry de 88 nm, que reflete o raio aparente das NPs, considerando a sua
camada de hidratagdo/solvatagéo.

Também foram realizadas as analises de SLS e DLS para todas as
amostras, que apresentaram comportamentos semelhantes com a mesma
morfologia e uma Unica distribuicdo de tamanho.

A Figura 38C apresenta o resultado obtido por TEM da amostra
A3, com tamanho médio de 150 nm. O tamanho médio das NPs por DLS
foi maior do que o tamanho médio obtido pelas analises de microscopias,
como ja mencionado anteriormente.

Figura 38 - Gréafico de Guinier para a dependéncia angular da intensidade de SLS
(A); dependéncia angular da frequéncia de relaxacéo das curvas de autocorrelacéo
do DLS (B) e micrografia obtida por TEM (C). Obtidos para a amostra A3.
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A Figura 39 mostra as funcdes de correlacdo obtidas nos angulos
de dispersdo 60°, 90° e 120° e distribuices de tempo de decaimento,obtido
em 90° para as amostras A4 e A5. Para todos os angulos estudados
observa-se somente uma distribuicdo de tempos de relaxacdo bastante
estreita. O Ry obtido das amostras A4 e A5 foram 74 nm e 102 nm,
respectivamente.

O Ry aumentou com o revestimento de CS nas NPs, sugerindo a
adsorcdo do polissacarideo na superficie destas. Estes resultados indicam
gue a camada de revestimento de CS para amostra A5 aumentou sua
espessura em cerca de 28 nm.

Figura 39 - Funcdo de correlagdo g»(q, t) -1 em angulos de espalhamento de 60° ,
90° e 120° e a distribuicdo dos tempos de relaxagdo obtidos a 90° (A) A4 e (B) A5.
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As micrografias das NPs de zeina com encapsulacdo do T40L
(A4) e revestidas com CS (A5) sdo apresentadas na Figura 40. As
micrografias revelaram NPs compactas esféricas, com diametro médio de
140 nm (A4) e 180 nm (A5), respectivamente. Foi possivel observar a
camada de CS adsorvida sobre a superficie das NPs, e que a adsorcdo ndo
ocorre de maneira uniforme. A espessura da camada de CS adsorvida na
superficie da NP foi em média de 40 nm (Figura 40 B). As suspensdes
também apresentaram um tamanho médio de particula menor que a obtida
por estudos de DLS.
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Figura 40 - Micrografias obtidas por TEM das amostras A4 (A) e A5(B).

A . - ‘ B
L] -
" -
. P L4
® .
U, 5 Uiy 0.5 v .

Na Tabela 13 estéo representados os resultados de Ry e Ry no qual
a razdo entre Ry, obtido do SLS da equag&o de Guinier, e seus respectivos
valores de Ry, obtido do DLS da equacdo de Stokes-Einstein, leva a
obtencdo do grau de anisotropia (p), que pode ser utilizado para se estimar a
morfologia das NPs, como representado pela Equagéo 3.

p=Rg ®)
Ry

A Tabela 12 mostra os valores de p calculados teoricamente para as
morfologias mais frequentemente encontradas.

Tabela 12 - Valores de p e a morfologia das particulas (GIACOMELLI, G. 2006).

Morfologia P

Esfera idealmente homogénea 0,779
Vesicula >1,0
Polimero enovelado >15

A Tabela 13 apresenta os valores experimentais obtidos de cada
amostra, mostrando varia¢fes de p de 0,8 a 0,89, o que, segundo Schartl
(2007) ¢é o valor esperado para nanoestruturas com geometrias esféricas
homogéneas, corroborando com as morfologias observadas por TEM, como
apresentado anteriormente.
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Tabela 13 - Caracteristicas dos sistemas determinados por DLS e SLS.

Amostras Rgy (nm) Ry (nm) p PDI
Al 96 110 0,87 0,25
A3 77 88 0,87 0,19
Ad 59 74 0,80 0,19
A5 91 102 0,89 0,2

3.3.4  Determinacao da EE do T4OL nas suspensdes de NPs

Para a determinagdo da EE, as suspensbes foram preparadas
conforme metodologia descrita no item 2.2.3 e submetidas a analise por
CLAE utilizando método validado descrito no item 2.2.5.

Como descrito no item 3.2, a curva de calibracdo do T4O0L
apresentou regressao linear significativa (p < 0,05), ndo havendo desvio
significativo de linearidade (p > 0,05), mostrando-se desta forma linear
conforme validado por Nielsen and Nielsen (2006). A equacdo da reta,
usada para ajustar os dados experimentais, apresentou R > 0,999.

Através dos resultados obtidos, pode-se demonstrar que a curva de
calibracdo pode ser utilizada para a interpolacédo de valores experimentais,
visando a determinagao quantitativa do teor de T4OL.

Na Figura 41 estdo representados os resultados da EE (%), tendo
sido obtido para a amostra A3 (86,1+1,9%); A4 (86,8+1,4%) e A5
(89,6+1,8%). Para as suspensdes preparadas em pH 5,6 (A3) e pH 6,5 (A4)
ndo houve diferenca significativa na EE. Para a amostra A5 revestida com
CS ocorreu um pequeno aumento na EE.
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Figura 41 - EE do T40L em NPs de zeina.

A3 Ad A5

Luo et al. (2011) relataram que ndo houve diferenga significativa
entre a EE de NPs TOC/zeina e complexo TOC/zeina-CS. Este resultado
sugeriu que o revestimento com CS ndo afetou a EE de NPs TOC/zeina,
talvez porque TOC tinha sido encapsulado em nanoesferas de zeina antes
do revestimento com CS (LUO et al., 2011b).

Em outro estudo, NPs de zeina foram utilizadas para o
encapsulamento de DHC, nesse estudo, os autores obtiveram uma EE de
78%. O encapsulamento de DHC nas NPs de zeina foi evidente a partir da
auséncia do pico de fusdo na curva de DSC. Uma vez que o { das NPs de
zeina com DHC ¢ apenas ligeiramente menor do que as NPs de zeina
vazias, € minima a adsor¢do de DHC na superficie e, consequentemente, a
liberacdo brusca é esperada ser minima. O tamanho das NPs de zeina ndo
aumentou apds o encapsulamento do DHC (PODARALLA; PERUMAL,
2012).

Existem outros estudos relatados na literatura sobre a preparagdo
de NPs de zeina com outros surfactantes, tendo sido demonstrada uma EE
acima de 78% (ASHOK P., 2010).
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3.3.5 Estudo da estabilidade cinética das suspensdes

A estabilidade é um pardmetro de validacdo muito pouco descrito
em normas de validagdo de metodologia analitica (ISAAC, 2008), porém
essencial para assegurar a qualidade e seguranca de um produto. Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), o estudo da
estabilidade de produtos farmacéuticos fornece informagdes que indicam o
grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condi¢Bes a que
possa estar sujeito, desde sua fabricacdo até o término de sua validade
(ANVISA, 2003). Ainda, o estudo da estabilidade compreende um conjunto
de testes planejados para se obter informagdes sobre a estabilidade de
produtos farmacéuticos visando definir sua vida média e periodo de
utilizacdo em embalagem e condigcdes de estocagem especificadas. A
estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade, luz, e de outros relacionados ao préprio produto
como propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicdo, processo de
fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem (ANVISA,
2003).

Para avaliar a estabilidade das suspensdes de NPs de zeina
contendo T40L, ap0s a caracterizagdo dos sistemas, algumas formulagdes,
representando as familias de experimentos realizados, foram escolhidas e
avaliou-se o periodo de utilizagdo destas formulagbes (periodo de tempo
durante o qual uma preparagdo reconstituida ou uma forma farmacéutica
acabada em recipientes multidose abertos pode ser usada) (ANVISA, 2003).

As amostras, em triplicata, de cada formulagédo, foram avaliadas
considerando os seguintes parametros: diametro das particulas, pH, PDI e C.
Também foram avaliadas as caracteristicas organolépticas das amostras
(cor, odor, precipitacdes e separacdo de fases) e o teor do principio ativo.

Quanto aos aspectos macroscdpicos, as suspensdes apresentaram-
se homogeéneas e de coloracdo turvo-esbranquicada. Durante o periodo de
teste de 45 dias, houve alteragdes no aspecto fisico macroscépico das
amostras, quanto a precipitacdo. As amostras A4 precipitaram apds 30 dias
de armazenamento a temperatura ambiente enquanto que apés 45 dias de
armazenamento todas as amostras apresentaram precipitagao.

O tamanho e o { das formulagdes foram medidos durante o periodo
de teste, sendo apresentados na Figura 42 A-B e a PDI encontra-se na
Figura 43. Como descrito anteriormente, a amostra A4 possui valor inicial
de  negativo uma vez que o pH final da dispersdo de NPs encontra-se
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acima do Pl da zeina (Pl = 6,2). As amostras A3 e A5 possuem valores de
positivos, pois o pH final da dispersdo é menor do que o Pl da zeina.

Sabe-se que a estabilidade de um sistema coloidal esta diretamente
relacionada @ magnitude do seu ¢, o qual indica a carga superficial das NPs,
a qual por sua vez é controlada pela ionizag&o dos grupos presentes em sua
superficie (GAZORI et al., 2009). Um ¢ elevado (+ 30 mV) indica que o
sistema possui estabilidade eletrocinética, uma vez que mantém a espessura
da dupla camada elétrica, prevenindo a agregacdo devido as fortes forgas
repulsivas entre as particulas (AVADI et al.,, 2010; PARVEEN et al.,
2010).

As suspens@es foram analisadas através da técnica de DLS. O { de
todas as formulagBes manteve-se estavel até o 25° e 30° dias para as
amostras A4 e A3-A5, respectivamente. Apés 45 dias de armazenamento, a
amostra A4 apresentou um valor de { praticamente nulo, o que demonstra
que o sistema ndo € mais estdvel. Coerentemente com esse resultado, o
tamanho médio do didmetro das particulas aumentou a partir do 30° dia de
armazenamento, demonstrando uma agregacéo das particulas (Figura 42 B).
A distribuicdo do tamanho das NPs ficou na faixa 140 a 200 nm com uma
PDI de 0,15 a 0,2 (Figura 43). Todas as amostras obtidas foram
monodispersas e com baixo valor de didmetro de particula e de PDI até o
periodo de 30 dias. Apds 45 dias de armazenamento as amostras A3 e A4
apresentaram um grande aumento no tamanho e a presenca de uma
populagdo de particulas em 1000 nm. O aumento no PDI também foi
observado. Ja para a amostra A5 0 aumento no tamanho foi de apenas 10
nm e no que se refere ao PDI ocorreu aumento de 0,15 para 0,25. A amostra
A3, que possui um pH = 5,6, apresentou um tamanho de 170 nm. Ja a
amostra A4 apresentou um tamanho de 140 nm em pH = 6,5.
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Figura 42 - Tamanho e { das suspensdes ( m)A3, (#) Ad e ( # ) A5 em relagdo ao
tempo(dias) mantidos em recipientes de cor transparente a uma temperatura de
25°C.
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Figura 43 - PDI em fungéo do tempo (dias) das amostras A3 (m=mm); A4 (C) e A5
().
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O monitoramento pela analise do pH em funcdo do tempo, assim
como o {, também é de suma importancia por resultar em informacoes
relevantes sobre a estabilidade da formulacdo, uma vez que alteragdes deste



118

parametro podem ser indicio da degradacdo do polimero ou de algum outro
componente da mesma, ou até mesmo indicar um processo de difusdo da
substancia ativa, do interior da particula para o meio aquoso
(SCHAFFAZICK et al., 2003). A Tabela 14 expressa os valores referentes
ao pH inicial das formulagcbes bem como durante armazenamento em
temperatura ambiente. Pode-se observar que durante o periodo avaliado o
pH de todas as formulacBes estudadas manteve-se estavel, sem sofrer
mudancas.

A amostra A3 apresentou valores de pH entre 5,49 e 5,52, a A4 pH
de 6,47 a 6,21 e a A5 pH entre 3,89-3,86. O pH da amostra onde as
particulas foram revestidas com CS encontra-se significativamente abaixo
do Pl da zeina pois a CS é previamente dissolvida em solugdo de &cido
acético diluida, o que acarreta a queda do pH (Tabela 14). De acordo com
os resultados obtidos, pode-se concluir que as formulagdes apresentaram e
mantiveram os valores de pH compativeis com o pH da pele, o qual variou
de 4,0 a 7,0 durante todo o periodo estudado. As formulagGes tdpicas
devem apresentar valores nesta faixa, pois do contrdrio podem provocar
alteracBes no pH da pele (POLETTO et al., 2011).

Tabela 14 — Determinagéo do pH durante os 45 dias de experimento.

Tempo pH

(dias) A3 A4 A5
0 5,51 6,46 3,87
5 5,52 6,46 3,86
10 5,49 6,44 3,89
15 5,51 6,46 3,86
20 5,50 6,45 3,87
25 5,52 6,44 3,86
30 5,50 6,47 3,89
45 5,49 6,21 3,87

Média* 5,50 6,42 3,87

Dp** 0,01 0,09 0,01

*Média de todas as amostras
**Desvio padréo

Os valores encontrados para EE no tempo zero e ap6s 30 dias de
armazenamento sdo apresentados na Figura 44. Foi realizado o calculo da
perda total de teor (inicial — final dos 30 dias), obtendo uma perda de 10,2%
para a amostra A2, 30,0% para A3 e 9,3% para A4. Estes resultados
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demonstraram que o sistema contendo CS foi o mais efetivo no requisito de
retencdo do principio ativo dentro da NP.

Figura 44 - EE no tempo zero ( mm) e 30 dias ( =m).
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3.3.6  Liberacdo in vitro

Os experimentos de liberagdo consistem em uma ferramenta Util
em um estagio inicial do desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
especialmente destacando as interagdes entre os excipientes e liberacdo do
farmaco. A taxa de liberacdo depende das propriedades fisico-quimicas e
fisicas das NPs e do ativo.

Os perfis de liberacéo cinética de NPs em zeina foram avaliados e
sdo mostrados na Figura 45. A quantidade de T4OL liberado foi avaliada
retirando-se aliquotas a cada 1 h, com posterior analise por HPLC. A
amostra A5 apresentou uma liberacdo de 28,3% do farmaco em 7 h de
experimento. A amostra A3 apresentou uma maior quantidade de farmaco
liberado do que a amostra A4 (23,6 versus19,6% em7 h).

Todas as amostras ndo apresentaram uma liberagdo imediata, ou
burst effect, no perfil da curva de liberacdo controlada do T4OL a partir da
matriz de zeina. Isso reforca a ideia de que ndo ha quantidade significativa
de moléculas adsorvidas na superficie do material, o que valida a
metodologia de impregnacdo do ativo em nanoparticulas, bem como a
eficacia do sistema de liberacdo em si.
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Deve ser destacado que nem todo T4OL foi eliminado durante 7 h,
no maximo 28% do principio, comprovando que a imobilizacdo em
nanoesferas de zeina gera uma acao de liberacdo controlada do T4O0L.

Figura 45 - Perfil da liberacdo in vitro do T4OL na presenca e auséncia de CS
(média £ DP, n = 3).
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3.3.7 Permeacdo e retengao cutanea

As NPs de zeina na presenca ou auséncia de CS foram avaliadas
quanto a capacidade de permear na pele o farmaco T4OL, encapsulado nas
NPs. O estudo foi realizado para quatro formulagdes, sendo uma solugéo de
T40L (controle), suspensdo de NPs de zeina em pH 5,6 (A3), em pH 6,5
(A4), e revestida com CS em pH 3,8 (A5).

A permeacdo cutanea, através da pele de orelha suina, foi realizada
durante 10 h utilizando célula de difusdo de Franz, que é uma técnica
amplamente empregada por apresentar resultados confidveis com baixo
custo. Nos experimentos foi utilizado como fluido receptor o tampéo
fosfato com 1% de tween 80 para manter as condicdes sink.

Apds experimentos de permeabilidade, a concentracdo de T4OL no
compartimento receptor foi quantificada por HPLC, obtendo-se um grafico
que correlaciona a quantidade permeada (%) em fungdo do tempo (h). Este
grafico permite visualizar o perfil cinético de difusdo e, a partir dele,
calcular os parametros de permeabilidade. Na analise dos perfis de
permeacdo das diferentes formulagdes testadas (Figura 46) tem-se que o
farmaco apresentou maiores valores de permeacdo quando incorporado nas
NPs, comparativamente a solucdo de T4OL (controle). Quanto a quantidade



121

permeada nos diferentes intervalos de tempo, notaram-se diferencas entre
0s sistemas com o tempo. Também se observou um aumento constante na
quantidade de fA&rmaco permeado com o tempo para todas as formulacdes.
Apb6s 10 h de experimento, a quantidade média acumulada de T4OL
permeado foi 10,6 %; 5,3%; 8,5% e 2,4 % para A5, A4, A3 e solucdo de
T40L, respectivamente. As NPs revestidas com CS (A5) apresentaram
maior perfil de permeacdo em relaco as amostras na auséncia de CS, A4 e
A3.

Figura 46- Perfis de permeacgdo do T4OL através da pele de orelha suina a partir de
diferentes formulag6es (média + SD, n = 3).
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O carater catibnico baseado nos grupos amino primarios é o
principal responsavel pelas propriedades associadas a CS, tais como o
controle da liberacdo de farmacos, aumento da permeabilidade nas
membranas e mucoadesdo. Além disso, a CS apresenta boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade. O efeito promotor de permeacéo
da CS também esta relacionado com as cargas positivas do polimero, as
quais podem interagir com acidos graxos livres presentes no estrato cérneo,
através de interacOes eletrostaticas, resultando na reorganizacdo estrutural
das proteinas associadas as juncdes celulares (BERNKOP-SCHNURCH;
DUNNHAUPT, 2012).

A zeina também apresenta bom potencial de liberagdo tanto in vitro
como in vivo para aplicacdo biomédica. Isso se deve principalmente a sua
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bio- e citocompatibilidade, biodegradabilidade, auséncia de toxicidade, seu
carater extremamente hidrofobico e por possuir grupos funcionais (amina,
amida, carboxila, hidroxila e fendlico) que possibilitam a modificacdo da
superficie (alteracdo das cargas), dependendo do pH. Portanto a proteina
pode ser facilmente modulada para responder aos diferentes valores de pH
do meio, para liberacdo de vérios tipos de produtos farmacéuticos
(REDDY; YANG, 2011).

Baseado nas diferencas fisico-quimicas, discutidas no item 3.3.3,
entre os trés sistemas, observou-se que o sistema A5 possui maior carga
positiva em relacdo ao sistema A3. J& a amostra A4, por possuir carga
negativa, apresenta maior dificuldade de permeacdo. Portanto, este fato
pode ter contribuido para as diferencas encontradas no perfil de permeagéo
do farmaco, uma vez que quanto maior a carga da particula, maiores as
interacGes eletrostiticas com a camada externa da pele. Isso resulta na
reorganizacao estrutural das proteinas nesta camada e consequentemente
em maior permeacao.

Basicamente, a penetracdo de NPs através da pele ocorre
principalmente por duas vias principais: (i) através da interacdo com a
matriz lipidica intercelular e (ii) através da rota folicular. Estudos tém
demonstrado que as NPs podem atingir os foliculos pilosos profundos apos
a aplicagdo tdpica na pele humana ou animal, e alguns estudos tém sugerido
que a entrega folicular é mais eficiente com NPs menores, especialmente
aquelas com diametro menor que 300 nm. As NPs com carga negativa
apresentam menor afinidade com a camada externa da pele (menor retencdo
na epiderme), assim sugere-se que estas particulas podem ser
preferencialmente administradas por via folicular. Estudos tém
demonstrado que a preferéncia por esta rota também é favorecida para NPs
com tamanho menores (CAON et al., 2013).

NPs com carga negativa reduzem a interacdo com fosfolipideos de
carga negativa presentes no estrato corneo, instruindo o sistema para ser
administrado pela rota folicular. Por outro lado, os sistemas com carga
positiva tém uma grande afinidade com a camada externa da pele, que
apresenta carga negativa, resultando em um fluxo mais lento pela rota
folicular (maior tempo de laténcia) (CAON et al., 2013).

O tempo de laténcia e o coeficiente de permeabilidade para os
diferentes sistemas investigados apds 10 horas de experiéncia de permeacao
foram calculados e estdo apresentados na Tabela 15. Os valores do tempo
de laténcia variaram de 0,53-0,82 h. Todos os sistemas preparados
apresentaram maior tempo de laténcia em relacdo a solucdo T4OL
(ANOVA/Tukey, p < 0,05), ou seja, atingem a solucdo receptora mais
lentamente. Na comparacao entre as NPs, tem-se que 0s sistemas com carga
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positiva apresentaram maior tempo de laténcia, provavelmente pela
interacdo com a camada externa (matriz lipidica) da pele.

Em relacdo ao coeficiente de permeabilidade, os sistemas
nanoparticulados apresentaram valores mais elevados do que a solucdo de
T40L (controle), e foram estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05,
ANOVA / Tukey).

Tabela 15 - Pardmetros de permeacdo dos diferentes sistemas com T40OL (n = 3).
Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

Amostra Tempo de Coeficiente de
laténcia (h) Permeabilidade(cm s™)
Solugdo de T4OL  0,54+0,05" (3,7£1,4)x10""
A3 0,82+0,06° (1,4%0,1)x10°°
A4 0,65+0,33" (8,3£2,4)x107"
A5 0,69+0,08° (1,8+0,3)x10°¢

A quantidade de T4OL retida na derme e na epiderme também foi
avaliada para todos os sistemas (Figura 47). As amostras A3, A4 e T40L
apresentaram maior retengdo na derme do que na epiderme, somente com a
amostra A5 ocorreu o inverso. Os dados mostram que em relagdo a retengdo
na derme e epiderme todas as amostras foram significativamente diferentes
entre si (ANOVA/ Tukey, p < 0,05).

Desta forma, o estudo efetuado em relagdo a permeacao e retengédo
do T4OL foi influenciado pelo valor da carga e tamanho das NPs. O sistema
com maior valor de carga positiva também apresentou maior tamanho (A5),
resultando em um bom coeficiente de permeacdo, porém com tempo de
laténcia maior e menor retencdo na camada da derme. Ja o sistema A4, por
apresentar carga negativa e menor tamanho, resultou em valores contrarios
em relacdo aos parametros de permeacao e também em relacdo a quantidade
retida na derme.
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Figura 47 — Porcentagem de T4OL retida na derme e na epiderme ap6s 10 horas.
Média + SD (n = 3). Utilizaram-se os testes ANOVA/Tukey (p < 0,05).
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Dessa maneira, as NPs de zeina satisfazem algumas das premissas
iniciais deste trabalho, que consistiam em comprovar sua utilizagao topica
por permeacdo na pele, sem os efeitos inconvenientes da administracdo
convencional. Tais resultados auxiliam no desenvolvimento de um novo
método e possibilitam uma nova alternativa as pessoas com cancer de pele.
Estes resultados sugerem que o sistema estudado apresenta consisténcia e
adequacdo para aplicacdo tépica proposta.



125

CONCLUSOES

As NPs de zeina foram preparadas com éxito pelo método de
precipitacdo antissolvente. As NPs com didmetros médios de 200 nm e com
um baixo PDI foram observadas em todos os sistemas desenvolvidos.
Também foram obtidas NPs com elevada EE do T4OL, alcancando em
alguns sistemas 91%.

Os sistemas utilizando os SPEs limoneno e propilenoglicol
demonstraram melhor estabilidade fisico-quimica durante 30 dias
armazenamento a 25 °C.

O teste de liberagdo in vitro mostrou que para os sistemas com
SPEs ocorreu uma liberagdo mais controlada, apresentando como melhor
modelo matematico o de ordem zero para o perfil de liberacdo dos sistemas
analisados. Isto revela que a liberacdo do farmaco ocorreu a uma velocidade
constante e é independente da concentracdo de T4OL, o que é ideal para
atingir uma agéo farmacolégica prolongada.

A eficiéncia da permeacdo e a retencdo cutdnea da encapsulacao do
T40L em NPs de zeina, na presenga dos SPEs limoneno e propilenoglicol,
foram maiores quando comparada ao sistema na auséncia destes ou com
uma solucdo controle. Este resultado sugere que sistemas com melhores
caracteristicas fisico-quimicas resultaram em uma melhor interagcdo com a
camada externa (matriz lipidica) da pele.

O revestimento das NPs com CS, através das interacOes
eletrostaticas e pelas fortes ligacdes de hidrogénio, foi confirmado pelas
alteracdes no tamanho de particula, pelos valores do potencial zeta e pelo
estudo da morfologia. Os resultados mostram claramente nanoestruturas do
tipo esféricas e com a camada adsorvida de quitosana.

O excelente revestimento com CS nas NPs de zeina resultou
também numa 6tima estabilidade durante 45 dias com armazenamento a 25
°C. Finalmente, as NPs na presenga ou auséncia de CS mostraram forte
capacidade para interagir com a pele através de forgas eletrostaticas, o que
destaca o seu potencial como veiculo para a entrega do T4OL.
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