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RESUMO

A acne é uma doenca inflamatéria cronica do foliculo pilossebaceo e a mais comum
entre as dermatologicas. A manifestacdo da acne ¢é multifatorial, mas a
Propionibacterium acnes desempenha um papel central no agravamento da
inflamacéao. A elevada prevaléncia da acne e seu impacto na qualidade de vida trazem
grande relevancia para um tratamento mais eficaz. Os medicamentos convencionais
contra acne causam efeitos adversos e pouca adesao do paciente. Diversos biativos
naturais tém se mostrado fontes mais seguras para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Tratamentos tépicos direcionados a diferentes fatores fisiopatolégicos
e alvo-especificos sdo esforgos importantes na busca por novos tratamentos. O B-
cariofileno (BCF) é um sesquiterpeno, naturalmente presente em 6leos essenciais,
como o 6leo de copaiba (OC), e demonstrou ser um agente terapéutico multifuncional.
Dentre as atividades atribuidas ao BCF, sua acdo anti-inflamatéria tem destaque,
sendo capaz de modular alvos moleculares com implica¢gdes importantes na
patogénese da acne. Conhecendo-se as potencialidades da utilizacdo de
nanoparticulas poliméricas para o direcionamento e controle da liberagdo de ativos,
o objetivo deste trabalho foi incorporar o BCF em nanoparticulas poliméricas de poli(e-
caprolactona) (PCL) para o tratamento topico da acne. Foram desenvolvidas
formulacées com PCL de duas massas molares, 80 kDa (APCL) e 12,5 kDa (BPCL),
e trés tipos de sistemas, incorporando apenas o ativo BCF, ou na presenca dos
coestabilizadores, crodamol ou OC. As nanoparticulas apresentaram diametro médio
em torno de 200 nm, com distribuigdo estreita (PDI < 0,29) e pH em torno de 3. O
método de miniemulsdo-evaporacao do solvente se mostrou eficiente, possibilitando
alcancgar eficiéncias de encapsulagdo do BCF superiores a 96%. As imagens de
microscopia eletrénica indicaram nanoparticulas com morfologia esférica e os
resultados de DSC, que os compostos estdo dispersos na matriz polimérica de forma
amorfa, com menores entalpias para as nanoparticulas com APCL e
coestabilizadores. A carga superficial das nanoparticulas foi negativa e o aumento do
pH do meio favoreceu a estabilidade das dispersdes. A presenca de coestabilizador
demonstrou ser um fator fundamental para obtencao de distribuicdes de tamanho de
particulas mais homogéneas e na estabilidade coloidal dos sistemas, possibilitando
dispersbes estaveis fisica e quimicamente por mais de 90 dias, e baixo indice de
separagao de fases, obtido pelo ensaio de estabilidade acelerada. De maneira geral,
dispersdes de ambos os polimeros na presenca de coestabilizador apresentaram
parametros fisico-quimicos e estabilidade adequados. Expressiva acao anti-
inflamatoria foi obtida pelas nanoparticulas, reduzindo significativamente a expressao
das citocinas inflamatérias IL-1B, IL-6 e IL-10. No ensaio de atividade antimicrobiana,
a bactéria Propionibacterium acnes foi suscetivel as nanoparticulas com OC ou
crodamol, com CIM de 0,31 mg.mL-1. Os nanossistemas nao apresentaram efeito
citotoxico na avaliagdo in vitro, indicando biocompatibilidade e seguranca para
aplicagdes biomédicas. Ainda que a eficacia especifica do BCF na acne precise ser
investigada, o presente estudo sugeriu pela primeira vez que o BCF pode contribuir
para a terapéutica da acne por meio da modulacio do crescimento da P. acnes e da
resposta inflamatodria, quando incorporado em nanoparticulas poliméricas de PCL.

Palavras-chave: Acne, p-cariofileno, nanoparticulas poliméricas, poli(e-
caprolactona), miniemulsificagdo-evaporagao de solvente.



ABSTRACT

Acne is a chronic inflammatory disease of the pilosebaceous follicles and the most
common among dermatological ones. The manifestation of acne is multifactorial, but
Propionibacterium acnes plays a central role in worsening inflammation. The high
prevalence of acne and its impact on quality of life bring great relevance for an effective
treatment. Conventional acne medications cause adverse effects and poor patient
compliance. Several natural bioactives have been shown to be promising and safer
sources for the development of new drugs. Topical treatments aimed at different
pathophysiological factors and the definition of specific targets are important efforts for
better treatment options. B-caryophyllene (BCF) is a sesquiterpene, naturally present
in essential oils such as copaiba oil (OC), and has been shown to be a multifunctional
therapeutic agent. Among the various activities attributed to BCF, its anti-inflammatory
action stands out, being able to modulate molecular targets with important implications
in acne pathogenesis. Considering the potential of polymeric nanocarriers for
controlled and targeted drug release, the objective of this work was to incorporate BCF
into polymeric nanoparticles of poly(e-caprolactone) (PCL) in order to obtain colloidal
dispersions with desirable characteristics as a topical acne treatment. Formulations
with PCL of two molar masses, 80 kDa (APCL) and 12,5 kDa (BPCL), and three types
of systems were developed, incorporating only BCF, or in the presence of co-
stabilizers, crodamol or copaiba oil. The nanosystems were evaluated for BCF
incorporation, physicochemical characteristics, stability and activity. The nanoparticles
had an average diameter around 200 nm, homogeneous distribution (PDI < 0,29) and
the dispersion pH was around 3. The miniemulsification-solvent evaporation method
demonstrated to be efficient, achieving BCF encapsulation efficiencies greater than
96%. Electron microscopy images showed nanoparticles with spherical morphology
and DSC results indicated that the compounds are amorphously dispersed in the
polymeric matrix. APCL and OC containing nanoparticles had lower enthalpies and
crystalline domains. The nanoparticles surface was negatively charged, and stability
was favored by increasing dispersions pH. A preliminary stability study was carried out
by monitoring particle size distribution and pH of the dispersions stored under
refrigeration at 4 °C for 90 days, and accelerated stability tests were performed at 25
°C. The presence of co-stabilizer was fundamental to achieve more homogeneous
particle size distribution and better colloidal stability, enabling dispersions with stability
for 90 days. In general, APCL and BPCL dispersions containing co-stabilizer presented
adequate physicochemical parameters and stability. Expressive anti-inflammatory
action was obtained by BCF and nanoparticle dispersions, significantly reducing the
expression of cytokines IL-1B, IL-6 and IL-10. From antimicrobial activity assay,
Propionibacterium acnes was susceptible to dispersions with OC and crodamol, with
CBM of 0,31 and 0,63 mg.mL-1, respectively. The nanosystems did not show cytotoxic
effect by in vitro evaluation, indicating biocompatibility and good safety for biomedical
applications. Although the specific efficacy of BCF in ache needs to be investigated,
the present study suggested for the first time that BCF can contribute to acne therapy
by modulating the growth of P. acnes and the inflammatory response when
incorporated into PCL polymeric nanoparticles.

Keywords: Acne, [(-caryophyllene, polymeric nanoparticles, poly(e-caprolactone),
miniemulsification-solvent evaporation.
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CAPITULO |

1INTRODUGAO

A acne vulgaris, ou acne, nao é uma parte natural do ciclo de vida como visto
coloquialmente, mas sim uma doenga inflamatdria crénica da unidade pilossebacea,
que compreende o foliculo piloso, a haste do pelo e a glandula sebacea (TUCHAYI et
al., 2015). E a oitava doenga mais recorrente no mundo e a mais comum entre as
doengas dermatologicas. Inicia-se geralmente na adolescéncia, no entanto, sua
prevaléncia tem sido cada vez maior em adultos, principalmente em mulheres jovens
(HAY et al., 2014). Embora ndo seja mortal, € uma doenga com um profundo impacto
sobre a qualidade de vida dos pacientes, causando efeitos psicossociais negativos,
como depresséo e fobia social, por exemplo (GOLLNICK; FINLAY; SHEAR, 2008).

O aparecimento da acne envolve diferentes fatores que levam a inflamacgéao e
na formacdo de diferentes tipos de lesbdes. Alguns dos principais mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da acne incluem o aumento da quantidade e
composicao do sebo, a hiperqueratinizagao folicular e o desequilibrio do microbioma
cutaneo, resultando na proliferacdo de cepas de Propionibacterium acnes,
responsavel por agravar o quadro inflamatério (DRENO, 2017).

Diversos tratamentos topicos e sistémicos estdao disponiveis para acne.
Porém, os regimes de tratamentos combinados, necessarios para atingir diferentes
aspectos da fisiopatologia da acne, sdo complexos e levam a uma baixa adesao ao
tratamento, prejudicando sua eficacia. Além disso, os tratamentos topicos
convencionais possuem efeitos adversos, como irritagdo, ressecamento e
descamacgao, também associados a desisténcia da terapéutica (THIBOUTOT et al.,
2009; TUCHAYI et al., 2015). O desenvolvimento de novos sistemas de veiculagao de
farmacos baseados em nanotecnologia e ativos provenientes de fontes naturais tém
se mostrado promissores para reduzir os efeitos adversos causados pelos farmacos
e melhorar a eficacia do tratamento. (LIMA et al., 2017; NASRI et al., 2015; RAFIEIAN-
KOPAEI, 2012).

As plantas sao fontes naturais de inUmeros compostos reconhecidos pelos
mais diversos potenciais terapéuticos. A exemplo disso, o B-cariofileno (BCF) € um

sesquiterpeno biciclico natural, abundantemente encontrado em 6leos essenciais de
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diversas espécies. Dentre elas, caracteriza-se como o composto majoritario do oleo
de copaiba, reconhecido por diversas propriedades, como a atividade inflamatdria,
que esta diretamente relaciona com a concentragcdo de BCF na composi¢ao no 6leo
(PACHECO, 2014; VEIGA et al., 2007). O numero de estudos envolvendo o BCF
cresceu de maneira expressiva nos ultimos dez anos, nos quais tem demonstrado
propriedades multifarmacoloégicas e potencial terapéutico para diversas doengas
(SANTOS et al., 2018; SHARMA et al., 2016).

A acdo anti-inflamatéria do BCF foi amplamente reportada na literatura
cientifica através da inibicao dos principais mediadores inflamatérios, como fatores de
transcricdo, citocinas, quimiocinas e enzimas, também envolvidos no processo
inflamatorio da acne. O BCF apresentou efeitos antimicrobianos generalizados contra
varios microrganismos, incluindo a P. acnes. Possui forte agdo antioxidante e
citoprotetora, minimizando a peroxidagao lipidica, responsavel por causar danos nas
paredes celulares e na barreira cutédnea, favorecendo o desenvolvimento da acne.
Possui ainda uma influéncia positiva na cicatrizacdo de feridas, um dos danos
causados pela acne. Por fim, como um antagonista seletivo dos receptores
canabinoides do tipo 2 (CB2-R) e dos receptores ativados por proliferados de
peroxissoma (PPARs), é possivel que module a proliferacdo dos sebdcitos, e controle
a produgao do sebo, outros fatores importantes envolvidos na patogénese da acne
(AL-TAEE et al., 2019; DAHHAM et al., 2015; DRENO, 2017; FRANCOMANO et al.,
2019; GERTSCH, 2008; PETERLE et al., 2020; SANTOS et al., 2018; SATO et al.,
1993; SHARMA et al., 2016).

Em funcdo da natureza multifatorial da acne, a busca por tratamentos
direcionados a diferentes fatores fisiopatoldgicos, pode ser uma estratégia terapéutica
inovadora para acne. Além disso, a definicao de alvos especificos para direcionar os
agentes anti-inflamatérios e antibacterianos tépicos, visando restaurar a barreira
cutanea e limitar a proliferacdo de P. acnes, sao esforcos importantes na esperanca
de melhores op¢des de tratamento, capazes de limitar os efeitos adversos e aumentar
a adesdo dos pacientes a terapéutica (DRENO, 2017; GOLLNICK et al., 2003;
TUCHAY!I et al., 2015). Dada a atividade do BCF em multiplas vias de sinalizagéo
farmacolégicas e moleculares interconectadas com a patogenia da acne, pode-se
especular que o BCF seja um potencial agente terapéutico polifarmacoldgico para a

doenca, agindo sobre varios fatores fisiopatologicos.
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No entanto, apesar desse potencial terapéutico, o B-cariofileno, € um
composto volatil e exibe alta sensibilidade quando exposto a luz e oxigénio. Além
disso, sua baixa solubilidade em meio aquoso pode diminuir sua biodisponibilidade e
eficacia como farmaco. Portanto, estratégias que garantam sua estabilidade e
aumentem sua solubilidade sao necessarias para sua utilizagdo no campo
farmacéutico (SANTOS et al., 2018). A fim de transpor esses inconvenientes, um
nanossistema de entrega de farmaco (nanocarreador) foi proposto, a partir da
incorporagao do BCF em nanoparticulas poliméricas.

Diversos meétodos de preparo de nanoparticulas poliméricas sao descritos na
literatura, e sua escolha depende da necessidade da aplicagao e caracteristicas fisico-
quimicas do polimero e do composto a ser encapsulado (GONCALVES et al., 2016).
De maneira geral, os diferentes métodos existentes sdo baseados na dispersédo de
polimeros pré-formados ou na polimerizacao in situ, e resultam em uma dispersao
coloidal contendo as nanoparticulas com tamanho inferior a 1 ym (SCHAFFAZICK et
al., 2003). Dentre as técnicas com utilizagdo de polimero pré-formado, a
miniemulsificagdo-evaporacdo do solvente € conhecida por sua eficacia na
incorporagao de compostos hidrofébicos, além de possibilitar o preparo de dispersdes
com maior concentragdo de ativo e polimero, com uma menor demanda de agua
(LEIMANN, 2011; MUSYANOVYCH et al., 2008).

A utilizacdo de nanocarreadores poliméricos pode oferecer uma série de
caracteristicas desejaveis para melhorar a eficacia de entrega de agentes
terapéuticos, pelas mais diversas vias de administracdo. No que se refere a aplicagao
tépica, as principais vantagens das nanoparticulas poliméricas sobre as formulagdes
convencionais estao relacionadas ao controle da liberagdo, no aumento da per e no
tempo de residéncia da substancia biologicamente ativa na pele. Além disso, os
nanossistemas podem proporcionar a protecao tanto do ativo, frente a degradacéao a
qual se apresenta suscetivel, como da pele, prevenindo ou reduzindo efeitos
adversos. Outras caracteristicas indesejadas dos ativos, como a baixa solubilidade e
permeabilidade em meio fisioldégico, também podem ser melhoradas com sua
incorporagdo em nanoparticulas, aumentando sua biodisponibilidade em fungéo da
elevada area superficial nas dispersdes coloidais (GUTERRES; ALVES; POHLMANN,
2007; JUAN et al., 2012; PAPAKOSTAS et al., 2011; PROW et al., 2011; ROBERTS
et al., 2017; SARACENO et al., 2013).
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Estudos evidenciaram que nanoparticulas poliméricas sao capazes de formar
um depdsito nos foliculos pilossebaceos, proporcionando uma distribuicao
direcionada, controlada e prolongada do ativo (SCHAEFER; LADEMANN, 2001). Uma
vez que o foliculo é o local de acometimento da acne, diferentes formulagdes de
nanoparticulas desenvolvidas para o tratamento da acne, resultaram em um
tratamento mais eficaz e seletivo, com menor dose necessaria para desempenhar um
determinado efeito, além de minimizar a irritacdo caracteristica de certos tratamentos
convencionais (LADEMANN et al., 2007; OURIQUE et al., 2008; PAPAKOSTAS et al.,
2011; PROW et al., 2011; ROLLAND et al., 1993).

A natureza do polimero condiciona caracteristicas importantes dos sistemas
coloidais, como a toxicidade e a capacidade de promover liberacido controlada e
sustentada (COUVREUR et al., 2002; TOIGO, 2015). Os polimeros biodegradaveis,
naturais ou sintéticos, sao preferiveis para a sintese de nanoparticulas destinadas a
entrega de farmacos (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010). Dentre os polimeros
utilizados, a Poli(e-caprolactona) (PCL) destaca-se devido a alta permeabilidade a
muitos bioativos, excelente biocompatibilidade, propriedades mecanicas e facilidade
de processamento (DASH; KONKIMALLA, 2012; WOODRUFF; DIETMAR, 2010).
Esse polimero vem sendo amplamente utilizado para encapsular diferentes bioativos,
inclusive para o tratamento topico da acne (BARRIOS, 2010; BRUSCHI, 2010;
GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; PACHECO, 2014).

Diante do exposto, a incorporacao de B-cariofileno (BCF) em nanoparticulas
poliméricas biodegradaveis e biocompativeis, a fim de aumentar sua estabilidade e
biodisponibilidade, além de direcionar e controlar a sua liberagcdo no foliculo
pilossebaceo, aparece com uma estratégia promissora para o tratamento tépico da

acne.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é a incorporagao do composto natural B-Cariofileno

(BCF) em nanoparticulas poliméricas de poli(e-caprolactona) (PCL), através do
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método de miniemulsificagdo-evaporagao do solvente, visando sua aplicagdo no

tratamento topico da acne.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Obtencgao de dispersdes de nanoparticulas de PCL com massa molar de 80
kDa e 12,5 kDa contentado B-Cariofileno, B-Cariofileno/Crodamol, B-Cariofileno/Oleo
resina de copaiba, através do método de miniemulsificagdo-evaporacao do solvente;

2. Avaliar a influéncia da composicao na distribuicdo do tamanho de particulas
(didametro médio em intensidade (dr) e indice de polidispersao (PDI)); pH; eficiéncia
de encapsulagéo do BCF; morfologia e propriedades térmicas (DSC);

3. Avaliar a influéncia da variacdo do pH do meio sobre potencial Zeta das
nanoparticulas e estabilidade dos sistemas coloidais;

4. Avaliar a influéncia da composig¢ao na estabilidade das dispersdes, através
do monitoramento do dp, PDI e pH, durante 90 dias;

5. Avaliar a influéncia da composicdo na estabilidade acerelada das
dispersoes;

6. ldentificar as dispersdes com as melhores caracteristicas fisico-quimicas e
estabilidade para :

7. Investigar o potencial bactericida  das  nanoparticulas  frente a
Propionibacterium acnes;

8. Investigar o potencial anti-inflamatério, avaliando o efeito das
nanoparticulas sobre a produgao das citocinas IL-1(3, IL-6 e IL-10, em cultura de
macréfagos RAW 267 estimulados com LPS;

9. Investigar a citotoxicidades, avaliando o efeito das nanoparticulas sobre a
viabilidade celular de macréfagos (RAW 264.7) e fibroblastos (NIH3T3) murinos.

1.1.3 Estrutura da dissertagao
O Capitulo I, compreende uma breve introdugao, apresentando a motivagéao

e relevancia do trabalho, seus objetivos, geral e especificos, e a estrutura da

dissertacao.
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O Capitulo Il, contém a revisao bibliografica utilizada como base deste
trabalho e estd subdividida em tépicos abordando assuntos como: A funcdo e
constituicdo da pele, enfocando as partes e processos relevantes a patologia da acne;
Panorama geral sobre a acne, incluindo a descricdo da fisiopatologia a partir dos
principais fatores para o desenvolvimento da doenga e as principais formas de
tratamento; O [B-cariofileno e potencialidades para sua utilizagdo como um agente
terapéutico antiacne, correlacionando estudos da literatura cientifica sobre sua agéo
bioldgica com os fatores fisiopatoldégicos da acne; Utilizacdo de sistemas
nanoparticulados para entrega de farmacos, destacando a utilizacdo de
nanoparticulas poliméricas; Algumas das principais técnicas para o preparo de
nanoparticulas poliméricas; a PCL, suas caracteristicas e potencialidades para o
desenvolvimento de nanocarreadores; por fim, a utilizacdo de nanoparticulas para
entrega de farmacos por via tépica e para o tratamento da acne.

No Capitulo Ill sdo descritos os materiais e métodos utilizados para o preparo
e caracterizacio das dispersdes de nanoparticulas.

No Capitulo IV os resultados sédo apresentados e discutidos subdivididos em
tépicos.

No Capitulo VIl as conclusbes e sugestdes para trabalhos futuros sao
apresentadas.

E no Capitulo VIl estdo as referéncias bibliograficas utilizadas no trabalho.

Subsequentemente, o Apéndice A, contém o estudo prévio realizado para
definir as formulagdes base do trabalho; o Apéndice B, contém os graficos dos perfis
de transmissao e indice de separacgao obtidos pela analise de estabilidade acelerada;
o Apéndice C, contém o perfil de liberacdo das dispersdes 05-C/BCF e 12-C/BCF; e
os Anexos A e B, contém a analise cromatografica do [-cariofileno e do 6leo de

copaiba, respectivamente.
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CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano e atua como primeira barreira para
xenobidticos. Ela também evita a desidratagao, atua na regulagao da temperatura, em
respostas imunoldgicas e na biossintese de substancias constitutivas, tais como
queratina, colageno, melanina, lipidios e carboidratos (FILON et al., 2015).

A pele humana é composta por duas camadas, epiderme e derme (Figura 1).
Sendo a epiderme a camada mais externa, constituida por lipidios, colesterol e dois
tipos de células primarias, os queratinécitos e os nao-queratindcitos (BIGA et al.,
2003). Aos nao-queratinocitos sao atribuidas fungdes de protegdo e imunoldgicas
(melandcitos, células de Merkel e células de Langerhans). Ja os queratindcitos sdo as
principais células da epiderme viavel, eles sao originados na camada basal (limite
entre derme e epiderme) e passam por um processo denominado queratinizacéo ao
longo das 5 camadas da epiderme. Resumidamente, esse processo consiste em
densificar a quantidade de queratina produzida pelos queratinécitos, que sao
submetidos a um duplo movimento, tornando-se mais planos e migrando no sentido
da superficie (JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J.; ABRAHAMSOHN, 2017,
MONTEIRO-RIVIERE, 2010; PROW et al., 2011).
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Figura 1 - Estrutura da pele e processo de queratinizagao.
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Fonte: Adaptado de Biga et al. (2003).

A superficie da pele, ou camada mais externa da epiderme € denominada
estrato cérneo (EC) e constitui a principal barreira difusional para evitar a difusdo de
substancias endoégenas para fora da pele, como por exemplo, a agua e nutrientes,
bem como para a protegcdo contra a entrada de substancias toxicas indesejadas ou
microrganismos (BOUWSTRA; HONEYWELL-NGUYEN, 2002). O EC é constituido
por queratinécitos que passaram pelo processo de queratinizacdo e passam a ser
denominados cornedcitos. Nesse processo, perderam seus nucleos e atividade
metabdlica, tendo como principal constituinte a queratina (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).

No processo natural de descamacgao da pele, etapa final do processo de
queratinizacao, se interrompe a ligagao intercelular e as células mais externas sao
desprendidas da superficie. Dependendo do local, a taxa de renovagdo de
queratindcitos esta entre 17 e 71 dias (HAYES; KRUGER, 2001).

A derme, por sua vez, é a camada mais interna da pele e é constituida
majoritariamente por fibras de colageno e elastina, e possuem os fibroblastos como
principal tipo de célula. Essa camada possui vasos sanguineos, linfaticos, terminagdes

nervosas, foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas (MOSER et al., 2001).
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As principais fungbes da derme sao conferir o suporte nutricional para a epiderme
avascular, fornecer flexibilidade, atuar como barreira contra inflamagdes e atuar como
reservatorio de agua (BIGA et al., 2003).

As glandulas sebaceas estdo localizadas na derme e s&o constituidas
majoritariamente por células epiteliais denominadas sebdcitos. A principal fungao
dessa glandula é a produgdo de sebo, uma substancia oleosa, rica em colesterol,
acidos graxos, ésteres, triglicerideos e esqualeno (RIBEIRO et al., 2015). Os lipidios
sebaceos séo responsaveis pela organizagao tridimensional dos lipidios da superficie
da pele, contribuindo para a integridade da barreira cutanea. Eles evitam a
desidratacdo, exibem forte atividade antimicrobiana inata, transportam antioxidantes
para a superficie da pele e expressam propriedades pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias (ZOUBOULIS, 2004). Isso ocorre, pois as glandulas estdo unidas ao
canal do foliculo piloso, 0 que permite ao sebo engordurar o pelo e a superficie da
pele. Quando o foliculo esta associado a uma glandula sebacea o mesmo pode ser
definido como foliculo pilossebaceo, esquematicamente representado na Figura 2
(BARBIERI; WANAT; SEYKORA, 2014). As glandulas sebaceas estao localizadas em
uma profundidade entre 600 e 1000 um da superficie da pele (PATZELT et al., 2011).

Figura 2 - Esquema representativo do foliculo pilossebéaceo.
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Fonte: Marangon (2015).

Nos foliculos normais, no processo de queratinizacao, tal como na superficie
da pele, os cornedcitos sao destacados em camadas que se desprendem e sao

eliminados pelo fluxo de sebo para a superficie da pele. Esse processo promove um
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equilibrio entre a quantidade de células que s&o eliminadas e a produgao de novos
queratinocitos (DEGITZ et al., 2007).

2.2 ACNE

De acordo com o Projeto Global de Carga de Doengas, a acne é a oitava
doenca mais recorrente no mundo e a mais comum entre as dermatologicas (HAY et
al., 2014). Inicia-se geralmente na adolescéncia, atingindo uma taxa entre 70-95% da
populagdo de adolescentes entre 15 e 17 anos, e em adultos com idade superior a 25
anos, a acne acomete entre 40-54% da populagdo (CORDAIN et al., 2002). Sua
prevaléncia tem sido cada vez maior em adultos, principalmente em mulheres jovens
(HAY et al., 2014).

O impacto da acne na qualidade de vida pode resultar em estresse emocional,
carga psicossocial significativa e disturbios neuropsiquiatricos, incluindo depressao e
suicidio. Profundos efeitos sociais e psicologicos ndo estdo necessariamente
relacionados a gravidade da acne ou a idade dos pacientes. Mesmo doencas leves
podem ter um impacto negativo no trabalho, nas interagdes sociais € no humor
(LAYTON; THIBOUTOT; TAN, 2021).

Magin et al. (2006), em uma revisao sistematica sobre os impactos da acne,
identificaram que a depressao e a ansiedade sao mais prevalentes entre pacientes
com acne do que entre individuos do grupo controle, em estudos nao-controlados. Em
estudos controlados, apenas com pacientes com acne, esses sintomas se comportam
de maneira proporcional a gravidade da doenga. Além da ansiedade e depressao, um
conjunto mais complexo de implicagbes sdo causadas pela acne como a diminuigéo
da autoimagem e autoconfianga, fobia social, vergonha, constrangimento,
aborrecimento, confusao, somatizagao e estigmatizagao.

Segundo Mallon et al. (1999), o impacto na qualidade de vida de individuos
com acne € comparavel aos efeitos negativos experimentados por pacientes com
outras doencas debilitantes graves, incluindo epilepsia, diabetes, asma, dor lombar
cronica e artrite. Ainda, pacientes adultos com acne relataram impacto emocional
semelhante ao de pacientes com psoriase, € sintomas emocionais mais graves do
que adolescentes, possivelmente relacionado a natureza crbénica persistente da
doenca (LASEK; CHREN, 1998).
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Quando a acne é tratada, depresséo, ansiedade e morbidades psiquiatricas
em geral demonstraram melhorar (MAGIN et al., 2006). Nesse sentido, o tratamento
eficaz pode ter um impacto psicossocial positivo nos problemas relacionados a acne
ou cicatrizes, evidenciando a necessidade de um gerenciamento eficaz e oportuno ao

longo da duragéo da doenca.
2.2.1 Manifestacao e fisiopatologia

A manifestacéo clinica da acne € nomeada comedao e pode se apresentar na
forma fechada ou aberta. Os comeddes abertos sdo comumente conhecidos como
cravos e se caracterizam por pontos pretos. Os fechados, ou espinhas, possuem
coloragéo branca ou vermelha e ndo apresentam poro central atenuado (KNUTSEN-
LARSON et al., 2012; THIBOUTOT et al., 2009). Tradicionalmente, as lesdes na forma
de comeddes abertos sao definidas como nao-inflamatérias e as lesdes fechadas,
como inflamatdrias e se caracterizam pela presenca de papulas, pustulas e nédulos
(Figura 3) (EUROPEAN DERMATOLOGY FORUM, 2016).

Figura 3 - Tipos de lesédo da acne.
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O foliculo pilossebaceo € o local da manifestacdo da acne, por essa razao, as
regides da face, peito e costas sdo as areas que mais manifestam a doenga,
proporcionalmente a maior concentragdo de glandulas sebaceas (GOLLNICK et al.,
2003).

O processo de patogénese da acne é complexo, envolvendo diferentes
substancias quimicas e hormonais, e até o momento ndo se tem uma definicdo
completa e exata da sua fisiopatologia (JIN; LEE, 2018; PAWIN et al., 2004). Porém,
uma série de estudos elucidam algumas diretrizes que possibilitam uma compreensao
do mecanismo de desenvolvimento da doenca.

Alguns dos principais mecanismos envolvidos no desenvolvimento da acne
estdo representados na Figura 4 e incluem o aumento da produgéo e alteragdo da
composicdo do sebo pelas glandulas sebaceas, alteragcdo do processo de
queratinizacao, colonizagao do foliculo pela Propionibacterium acnes e inflamacéao.
Esses mecanismos se correlacionam entre si e serdo detalhados nos itens

subsequentes.

Figura 4 - Esquema representativo dos principais mecanismos envolvidos na fisiopatologia da acne.
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2.2.1.1 Aumento na produgédo de sebo
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O aumento da quantidade de sebo produzido pelas glandulas sebaceas
(hiperseborreia) é o principal fator associado ao inicio da manifestagao clinica da acne.
Esse aumento pode ser desencadeado por fatores internos, como alteragcbes
hormonais ou genética, ou externos (TUCHAY!I et al., 2015). Um forte aumento na
excrecao de sebo ocorre por volta dos 9 anos com a produgdo de andrégenos,
principalmente testosterona, e se intensifica ao longo da puberdade. A atuagao local
dos androgénios aumenta o tamanho das glandulas sebaceas e a quantidade de sebo
excretada até que o nivel adulto seja atingido, aproximadamente aos 17 anos
(BAUMANN, 2013; GOLLNICK et al., 2003). A predisposicao genética tem se
mostrado um importante fator predisponente que influencia o numero, tamanho e
atividade da glandula sebacea (RIBEIRO et al., 2015). Fatores externos, como uma
dieta rica em alimentos com alta carga glicémica, estresse emocional, uso de
cosméticos comedogénicos, detergentes agressivos e alguns medicamentos também
podem alterar o funcionamento das glandulas sebaceas (RIBEIRO et al., 2015;
TUCHAY!I et al., 2015).

Ha evidéncias de que os sebdcitos e os queratindcitos foliculares tém os
mecanismos celulares necessarios para metabolizar os androgenos. No entanto, um
desequilibrio entre o aumento da producdo de sebo e a sua capacidade de
metabolizagcdo leva ao bloqueio do sebo no foliculo, causando a formagao do

microcomedao e possivel evolugado da doenga (GOLLNICK et al., 2003).

2.2.1.2 Alteragédo do processo de queratinizagdo

Outro fator que leva ao desenvolvimento da acne é a alteragao no processo
de queratinizacao folicular, levando a um aumento da producdo de queratindcitos -
hiperqueratinizagdo (GOLLNICK et al., 2003). Os cornedcitos, que normalmente
seriam eliminados através do foliculo, se acumulam no foliculo, juntamente com
goticulas de lipidios, formando o microcomedao (RIBEIRO et al., 2015). Em pacientes
propensos a acne, esse processo enche o foliculo pilosebaceo com uma mistura de
bactérias, sebo e queratina, desenvolvendo uma lesdo clinicamente visivel, o
comedao (PAWIN et al., 2004).



38

2.2.1.3 Colonizagéao do foliculo pela Propionibacterium acnes

A principal bactéria envolvida na patogénese da acne é a Propionibacterium
acnes (P. acnes), que € uma bactéria gram-positiva anaerdbia facultativa e possui 6
fitotipos. Esse microrganismo esta naturalmente presente na pele e € dominante no
foliculo pilossebaceo, uma vez que utiliza o sebo como fonte de nutriente (KNUTSEN-
LARSON et al., 2012). Por essa raz&o, os dois fatores fisiopatologicos descritos
anteriormente, que geram o acumulo de sebo e de cornedcitos, induzem o aumento
da colonizagao da P. acnes no foliculo pilossebaceo (BAUMANN, 2013).

A alta proliferacdo da P. Acnes gera uma forte atividade proé-inflamatoria,
estimulando a ativacéo de receptores Toll-like (TLRs) (BELLEW; THIBOUTOT; DEL
ROSSO, 2011). Esses receptores fazem parte do primeiro sistema de defesa contra
microrganismos e sao ativados quando entram em contato com padrdes moleculares
associados a patégenos, desencadeando uma cascata inflamatéria com a produgao
de citocinas, dentre muitos outros fatores pro-inflamatorios (KIM et al., 2002). Outras
vias inflamatdrias também sao ativadas pela P. acnes e a reacdo inflamatoria se
prolifera nos comeddes, podendo levar a difusdo da inflamagdo a camadas mais

profundas da pele a partir da degradagao tecidual (PAWIN et al., 2004).

2.2.1.4 Processo inflamataério

Acreditava-se que as respostas inflamatérias fossem a ultima etapa na
manifestagdo da acne e s6 ocorresse apds a colonizagao da P. Acnes (BAUMANN,
2013). No entanto, Jeremy et al. (2003) verificaram elevada expresséo da citocina proé-
infamatdria IL-1 em torno dos foliculos, durante os eventos iniciais da doenga. Assim,
os autores constataram que o processo inflamatério ocorre logo apés a hiperseborréia,
que resulta na ruptura da barreira da pele e liberacado de mediadores inflamatdrios,
antes mesmo da hiperproliferacdo da P. acnes e da ativacdo dos queratindcitos
(JEREMY et al., 2003). Em complemento, Gollnick, Finlay, Shear (2008), com base
em evidéncias histolégicas, imunoldgicas e clinicas, sugeriram que a inflamacéao
ocorre em todos os estagios do desenvolvimento da lesdo acneica, indicando que a

acne é uma doenca inflamatéria crénica ou primaria.
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Ainda que as vias imunoquimicas relacionadas ao inicio e a propagacao da
inflamacado na acne nao sejam completamente elucidadas, a resposta inflamatdria
pode envolver a P. acnes ou ndo (TANGHETTI, 2013). Desse modo, a bactéria ndo &
exclusivamente a causa da inflamacdo da acne, porém, desempenha um papel

evidente no agravamento da inflamagao e manifestacao clinica da doenca.

2.2.1.4.1 Composicéo do sebo e resposta inflamatéria

A relagao entre inflamagao e lipogénese pode ser crucial para elucidar
totalmente a patogénese da acne, uma vez que a acne foi definida como uma doenca
inflamatdria, desencadeada primeiramente por fragcdes lipidicas do sebo pro-
inflamatorias (JIN; LEE, 2018).

A constituicdo do sebo varia de acordo com a quantidade produzida
(disseborreia). Nesse sentido, foi constatada uma relagao inversamente proporcional
da concentragdo de acido linoleico (AL) do sebo em relagéo a secregéo de sebo, ou
seja, quanto maior a excregao de sebo, menor a concentragdo de AL. Esse acido
graxo desempenha um papel importante na manutencéo da barreira cutanea devido
a sua alta capacidade antioxidante (BAUMANN, 2013; DOWNING et al., 1986).

A composicao do sebo de pacientes com acne apresenta niveis mais elevados
de perdxido de esqualeno e ésteres de cera, e mais baixos de compostos
antioxidantes como AL e vitamina E, comparado a pessoas sem a doenga (HUANG
et al., 2014). Um nivel mais baixo de acido linoleico esta envolvido na hiperqueratose
folicular, na formagao de comeddes e disfungcédo da barreira cutdnea, em funcao da
maior produgdo de radicais livres de oxigénio na parede folicular, facilitando a
permeabilidade de microrganismos e acidos graxos pro-inflamatérios na derme
(HARVEY; HUYNH, 2014; OTTAVIANI; CAMERA; PICARDO, 2010; RIBEIRO et al.,
2015).

A elevada concentracido de perdxidos lipidicos no sebo pode ativar os
receptores ativados pelo proliferador de peroxissoma (PPARs), que séo fatores de
transcricdo nuclear que atuam sobre o metabolismo lipidico pelos sebdcitos e na
inflamagédo. Os PPAR-y induzem a atividade das enzimas lipoxigenase (LOX) e
ciclooxigenase (COX), subsequentemente, aumentam a expressao de citocinas pro-

inflamatdrias na acne, além de fornecer um ambiente adequado para a proliferagao
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de P. acnes (JIN; LEE, 2018; TANGHETTI, 2013). As enzimas 5-LOX e COX-2 séo
expressas em maior extensdo na pele com acne em comparagédo com a pele de
individuos saudaveis (TUCHAYI et al., 2015).

A expressao da COX-2 pode ser induzida através de multiplas vias de
sinalizagao relacionadas a inflamagao ou infecgdo. Essa enzima induz a produgao
Prostaglandina E2 (PGE2), que esta relacionada a produg¢ao de sebo (lipogénese) em
sebdcitos. Altos niveis de PGE2, também foram identificados em lesdes inflamatérias
de acne e sua expressao se correlaciona com a gravidade da lesdo da acne. (BAKRY
etal., 2017).

A 5-LOX catalisa a oxidagdo de acidos graxos poli-insaturados, produzindo
acidos graxos monoinsaturados (AMIs), implicados em doengas inflamatorias
caracterizadas por hiperproliferacdo de queratindcitos. Tanto os AMIs como os
peréxidos lipidicos sao considerados fragdes lipidicas do sebo pro-inflamatérios e
estdo associados ao desenvolvimento de lesbes da acne (OTTAVIANI; CAMERA,;
PICARDO, 2010; TUCHAY!I et al., 2015).

2.2.1.4.2 Propionibacterium acnes e resposta inflamatoria

De acordo com o que foi exposto anteriormente, sabe-se que a colonizagao
por P. acnes e seus antigenos, como lipolissacarideos (LPS) e proteinases, implicam
no agravamento da resposta inflamatéria através de ligagao com receptor do tipo Toll-
like (TLR) em queratindcitos, sebdcitos e macrofagos, induzindo a liberagdo de
mediadores inflamatorios e a atragdo de células do sistema imunoldgico, como
neutroéfilos, mondcitos e linfocitos. (HUANG et al., 2014).

A partir da investigagao de lesbes acneicas, Kang et al. (2005), obtiveram
evidéncias de que a inflamagao causada pela P. acnes é mediada pela ativagao do
fator de transcricdo nuclear-kappa B (NF-kB). Quando ativado, esse fator age no
nucleo da célula, e regula a produgao de diversos genes inflamatérios e imunoldgicos,
incluindo interleucinas (IL), IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e ciclooxigenase (COX-2) (HUANG et al., 2014).
LesOes faciais de acne apresentaram niveis de mRNA significativamente maiores de
IL-18 (16 vezes), IL-8 (3015 vezes), IL-10 (46 vezes) e TNF-a (2,6 vezes), em

comparagao a pele adjacente ndo envolvida na lesdo (KANG et al., 2005). Niveis
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aumentados de IL-8 atraem células inflamatdrias, incluindo leucdcitos e linfocitos
(DRENO, 2017).

Além disso, a P. acnes induz os leucécitos (T CD4) a ativarem vias de
resposta T helper (TH), TH17 e TH1, que secretam as citocinas IL-17 e interferon y
(IFNy). A ativagao das citocinas relacionadas a TH17 em lesdes de acne indicam que
essa via pode desempenhar um papel central no processo da doenga, possivelmente
oferecendo novos alvos para a terapia (DRENO, 2017).

Ainda, a imunidade inata pode ser ativada por receptores similares ao dominio
de oligomerizagao ligante de nucleotideo NOD-like (NLR). Esses receptores auxiliam
na identificagdo de microrganismos e moléculas com potencial danoso para a célula,
como as espécies reativas de oxigénio (ROS). Ao ser ativado o NLR forma um
complexo multiproteico recebendo a denominagao de inflamossoma (NEVES et al.,
2015). A P. acnes desencadeia a ativacdo do inflamassoma do tipo P3 (NLRP3),
resultando na liberacdo de IL-1B em mondcitos, macrofagos e sebdcitos. Essa
ativacado depende de proteinases e ROS, que sdo comumente observadas em locais
de inflamacao. Na presenca de um inibidor de ROS a secrecio de IL-1[ induzida por
P. acnes em sebdcitos via NLRP3 foi bloqueada, indicando que agentes antioxidantes

tem potencial agao na inibicao dessa via inflamatéria (LI et al., 2014).

2.2.2 Formas de tratamento

Do mesmo modo que a fisiopatologia da acne € complexa e multifatorial, o
seu tratamento também é variavel e requer diferentes etapas adaptadas para cada
paciente. Nao existe uma causa isolada nem uma medicag¢ao unica que funcione para
todos os pacientes. No entanto, a intervencao precoce e o tratamento preventivo séo
eficazes na resolugéo da maioria dos casos (BAUMANN, 2013).

Os farmacos mais utilizados para o tratamento da acne incluem retindides
(tépicos ou sistémicos), antibidticos (topicos ou sistémicos), perdxido de benzoila e
hormdnios inibidores da produc&o de androgeno (somente para mulheres) (Quadro 1)
(GOLLNICK et al., 2003). A combinagao desses agentes € comum, visto que a maioria
dos medicamentos nao agem em todos os fatores fisiopatolégicos, com excecao da
isotretinoina, que € um retindide oral (THIBOUTOT et al., 2009).



Quadro 1 - Principais tipos de tratamento para acne e sua acgéo terapéutica.

Peréxido de

Retindides Retinodides orais Antibioticos . Hormonios
Benzoila
Normalizar a Normalizar a Reduzir os Reduzir os Normalizar a
descamacgao descamacgao microrganismos. microrganismos | descamacgao
folicular. folicular. folicular
Reduzir a resposta
Alguns Reduzir a resposta inflamatoria Reduzir a
reduzem a inflamatoria. indiretamente, producao de
resposta alguns, diretamente. sebo
inflamatoria. Reduzir a produgéo
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de sebo e a P. acnes
indiretamente.

Fonte: Adaptado de Gollnick et al. (2003).

Existem algumas diretrizes gerais com respeito ao tratamento da acne que
sdo comuns ao Guia Europeu e Americano. Dentre elas, recomenda-se que o
tratamento topico seja a primeira escolha para tratar a doencga, limitando o emprego
de tratamento sistémico apenas para formas mais severas, com lesdes nodulares e
cisticas (EUROPEAN DERMATOLOGY FORUM, 2016; ZAENGLEIN et al., 2016). Os
medicamentos para acne devem atingir a camada mais superficial da pele, por
permeacao via foliculo e entrega especifica no local de acometimento da doenga,
porém sem penetrar através da derme e gerar efeitos sistémicos (PROW et al., 2011).

Dentre os tratamentos topicos, existe um consenso de que os retindides
(isolados ou em combinacédo) devem ser a primeira linha de terapia para cravos e
comeddes tradicionalmente definidos como inflamatérios, em estagio leve a moderado
(THIBOUTOT et al., 2009). Os retindides sdo capazes de normalizar o processo de
queratinizacao e também considerados essenciais na manutencio da terapia quando
os tratamentos orais sao interrompidos, mas causam efeitos colaterais como irritacéo
e descamacao cuténea (LAYTON, 2006).

A resisténcia a antibidticos € uma das principais causas de falhas no
tratamento da acne e aumentou quase 40% entre as décadas de 1980 e 2000
(COATES et al., 2002; SADHASIVAM et al., 2016). Devido a esse mecanismo de
resisténcia proveniente da plasticidade genética das bactérias surge outra
recomendagao geral: evitar a utilizacdo de antibidtico local e sistémico
concomitantemente, e, em vez disso, combina-los com outros agentes tépicos, como
retindides ou o perdxido de benzoila, para diminuir o risco de desenvolvimento de

resisténcia da bactéria (THIBOUTOT et al., 2009).
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2.3 B-CARIOFILENO E TRATAMENTO DA ACNE

Conforme descrito anteriormente, existe uma ampla variedade de tratamentos
convencionais para acne, no entanto, nenhum desses métodos esta isento de efeitos
colaterais e seu papel exato na terapia ndo esta claro (LIMA et al., 2017). Por essa
razao, medicamentos complementares e alternativos, utilizando ativos provenientes
de fontes naturais sdo bastante relevantes, uma vez que tém mostrado menos efeitos
colaterais, além da capacidade de diminuir os efeitos adversos induzidos por outras
drogas (LIMA et al., 2017; NASRI et al., 2015; RAFIEIAN-KOPAEI, 2012).

Considerar a acne como uma doenca inflamatéria cronica traz alteracdes nas
diretrizes que recomendam seu tratamento com retindides. De acordo com Gollnick
et al. (2003), espera-se que um agente capaz de inibir o crescimento de P. acnes e
suprimir a resposta inflamatoria proporcione beneficios significativos para pacientes
com acne. Tuchayi et al. (2015) também sugerem que agentes anti-inflamataérios, além
da definicdo de alvos especificos e a busca por uma cura multipotencial permanente
e segura, sao esforgcos importantes na esperanga de melhores opg¢des de tratamento
para acne e maior adesao dos pacientes. Por fim, Dréno (2017) destaca que restaurar
a barreira natural da pele para direcionar os agentes anti-inflamatérios, limitar a
proliferacdo de P. acnes com antibacterianos topicos que ndo causem resisténcia e
regular o fluxo e a composigao de sebo seréo os principais desafios do tratamento da
acne no futuro.

Nesse contexto, o B-cariofileno (BCP), uma molécula bioativa de origem
natural e com atividades farmacoldgicas relacionadas aos fatores fisiopatologicos da

acne, destaca-se como um potencial agente terapéutico para essa doenga.

2.3.1 Caracteristicas gerais

O B-cariofileno (C1sHz24) € constituido por trés unidades de isopreno e néo
possui oxigénio em sua formula quimica, sendo classificado como sesquiterpeno
hidrocarboneto (Figura 5.a) (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009). Na natureza, o BCP
ocorre principalmente como trans-cariofileno ((E)-BCF) (a) misturado com uma

pequena quantidade dos isébmeros (Z)-p-cariofileno ((£)- BCF) (b) e a-humuleno (a-
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cariofileno) (c), e seu derivado de oxidagao, 6xido de cariofileno (OBCF) (d) (Figura 5)
(CHAPPELL; COATES, 2010).

Figura 5 - Estrutura dos sesquiterpenos B-cariofileno, trans-cariofileno (a), (Z)-B-cariofileno (b) e a-
humuleno (c) e 6xido de cariofileno (d).
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Fonte: Autora (2021).

De maneira geral, os terpenos sao compostos considerados seguros. O BCF
€ classificado pela Food and Drugs Administration (FDA) e outras agéncias
reguladoras, como composto “geralmente reconhecido como seguro” para consumo
humano, sendo utilizado na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia como
aditivo, intensificador de sabor e conservante (CALLEJA et al., 2013; SHARMA et al.,
2016).

O BCF é encontrado em o6leos essenciais de muitas espécies de plantas
relatados por varias atividades farmacologicas importantes (MACHADO et al., 2018).
Dentre elas, destaca-se o 6leo de copaiba (OC), do qual o BCF geralmente é o
composto majoritario e o marcador, com concentragéo variando entre 36 e 85% para
o 6leo resina da espécie Copaifera multijuga Hayne (SILVA et al., 2017). Dentre outras
atividades biolégicas comprovadas, o BCF possui agéo cicatrizante, antimicrobiana e
anti-inflamatéria (PACHECO, 2014; VEIGA et al., 2007).

Dentre elas, destaca-se o 6leo de copaiba (OC), do qual o BCF geralmente é
o0 composto majoritario e 0o marcador, sendo atribuido a ele diversas atividades
biolégicas, incluindo acéo antimicrobiana e anti-inflamatéria (PACHECO, 2014; VEIGA
et al., 2007).

Nos artigos de revisdo, Francomano et al. (2019), Leandro et al. (2012),
Machado et al. (2018), Santos et al. (2018), Sharma et al. (2016) e Veiga (2002),
descrevem o BCP como um agente terapéutico multifuncional, com atividades
farmacolégicas relacionadas a doengas inflamatérias, neuroinflamatérias e

neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, esclerose multipla e esclerose lateral
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amiotréfica), do sistema nervoso (dor neuropatica, lesbes espinhais e cerebrais,
acidente vascular cerebral, isquemia, transtorno de ansiedade, depressao),
gastrointestinais (colite), cardiovasculares, renais, hepaticas (fibrose e isquemia
hepatica), metabolismo (osteoporose, diabetes, obesidade), dor e alguns tipos de
cancer (colon, mama, pancreas, linfoma, melanoma e glioma).

O BCP pertence a familia dos canabinoides, que sao ligantes dos receptores
canabinoides presentes no organismo. O sistema endocanabinoide (SE) € uma antiga
rede de sinalizacao lipidica presente nos mamiferos, que modula fungcdes neuronais,
diminuindo os sinais relacionados ao estresse que levam a processos inflamatérios
cronicos e a certos tipos de dor. Os receptores canabinoides, CB1-R e CB2-R, estédo
envolvidos na regulagédo de neurotransmissores responsaveis pela manutengdo do
equilibrio energético, no metabolismo e na resposta imune. Devido a sua estrutura
quimica diferenciada, o BCP é um agonista seletivo de CB2-R, ao contrario dos
canabinoides mais conhecidos e tradicionais, como tetrahidrocanabinol (THC) (a) e
canabinol (b) (Figura 2), que s&o capazes de ativar ambos os receptores. Além disso,
por ndo ativar os CB1-Rs, o BCP ndo induz efeitos colaterais centrais nem
psicotropicos (FRANCOMANO et al., 2019; KLEIN; NEWTON, 2007).

Figura 6 - Estrutura dos canabinoides tetrahidrocanabinol (a) e canabinol (b).
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Fonte: Autora (2021).

Os itens subsequentes trazem estudos com BCP e OC que se relacionam com

0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento da acne, descritos anteriormente.

2.3.2 Lipogénese e sistema endocanabinoide cutdneo

Dentre os fatores implicados na ocorréncia da acne, a secrecao de sebo pode
ser considerado o principal, associado ao inicio da manifestagao clinica da acne. O
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aumento da secrecado de sebo € uma caracteristica dos pacientes com acne, e se
correlaciona com a gravidade da acne, afetando, principalmente as respostas
inflamatorias (TUCHAY!I et al., 2015).

Embora as fungcdes mais bem estudadas sobre o sistemas endocanabinoide
estejam relacionadas ao sistema nervoso central e aos processos imunoldgicos,
esforcos experimentais nas ultimas duas décadas confirmaram a existéncia de um
sistema endocanabinoide funcional cutaneo (SEC) envolvido em varios processos
bioldgicos, incluindo a manutencdo da homeostase da pele e a formagédo e
regeneracdo da barreira cutanea (TOTH et al., 2019). Outras func¢des atribuidas ao
SEC, como o controle do crescimento e diferenciagao dos sebdcitos, da secregao de
sebo e das respostas imunoldgicas, inferem seu papel na patogénese da acne
(DRENO, 2017).

Olah et al. (2014) exploraram a atuacao de outro ligante CB2-R, o canabidiol
(CBD), em estudo com sebdcitos, e evidenciaram seu comportamento como: agente
sebostatico, capaz de inibir a lipogénese induzida por agentes “pré-acne” de forma
quantitativa e qualitativa; agente supressor da proliferacdo de sebdcitos, inibindo
assim a lipogénese dos sebdcitos; e agente anti-inflamataério, inibindo a expressao das
citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6. Acredita-se que o controle da proliferacdo de sebdcitos
e da producao de lipidios foi mediada pela ativacdo do receptor endocanabinoide,
modulando a expressado dos receptores ativados pelo proliferador de peroxissoma
(PPARSs). A lipogénese em foliculos sebaceos é estimulada pela suprarregulacao do
PPAR-y. Assim, antagonistas especificos de PPAR-y podem ser considerados
candidatos a agentes anti-acne (JIN; LEE, 2018).

Gertsch, (2008) demonstrou pela primeira vez que BCF atua como um
agonista completo, potente e seletivo do receptor canabinoide tipo 2 (CB2-R). Como
outros ligantes CB2-R, o BCF inibiu as vias inflamatdrias desencadeadas pela ativagéo
do complexo receptor Toll-like CD14 / TLR4 / MD2, que normalmente leva a expressao
das citocinas proé-inflamatérias IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, in vitro. O autor constatou
ainda, que o BCF exerce potentes efeitos anti-inflamatérios em estudo com
camundongos, sendo mais eficaz na menor dose oral testada (5 mg.Kg'). Assim,
inferiu que a ingestdo desse composto pode modular de forma benéfica o sistema
endocanabinoide, possivelmente através da modulagdo das vias do TNF-a. No

entanto, sugere que estudos adicionais terdo que determinar se o fCF também esta
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biodisponivel em humanos e como exatamente os ligantes CB2-R modulam a
inflamacao in vivo.

Ainda nao foram realizados ensaios sobre o controle da proliferacado dos
sebdcitos e da secrecao do sebo com o BCF, no entanto, uma vez que é agonista do
CB2-R, seu comportamento poderia ser similar ao canabidiol e sua agdo como agente
antiacne contemplaria dois fatores fisiopatolégicos importantes no desenvolvimento

da doenca.

2.3.3 Acao antioxidante e resposta inflamatoéria

A peroxidagao lipidica das membranas celulares € o principal dano causado
por espécies reativas de oxigénio as células. E iniciada por radicais hidroxila e anions
superoxidos, levando a formacgao de radicais peroxila que, por fim, propagam a reagao
em cadeia nos lipidios (GUO et al., 2014). Em funcao disso, assim como na acne, em
que o estresse oxidativo causa danos a barreira cutdnea e alteracbes
imunoinflamatérias, essas fatores sdo comuns na patogénese de varias doencgas
(SANTOS et al., 2018). Nesse sentido, diversos mecanismos antioxidantes e anti-
inflamatoérios do BCF foram elucidados para o tratamento de diversas patologias
envolvendo outros tipos de células.

No estudo de Calleja et al. (2013), BCF foi definido como um ativo capaz de
proteger lesdes hepaticas induzidas por estresse oxidativo. Dentre os terpenos
testados, a-pineno, canfeno, a-humuleno, canfora, borneol, 1,8-cineol, BCF foi o Unico
que demonstrou forte efeito inibitério na peroxidagao lipidica em células hepaticas
(CFSC-2G), com inibigao significativamente maior do que o a-tocoferol (Vitamina E) e
probucol, utilizados como controles positivos. Além disso, BCF reduziu
significativamente a formagao de perodxidos lipidicos pela 5-LOX. De acordo com a
literatura, o tratamento de pacientes com acne utilizando um inibidor de 5-LOX reduz
a contagem de lesdes inflamatdrias e também podem diminuir a atividade inflamatéria
de linfécitos e macrofagos, resultando em efeitos benéficos cumulativos (TUCHAYI et
al., 2015).

Em ensaios para avaliar a capacidade de eliminar radicais livres, BCF
mostrou agao antioxidante potente como sequestrante dos radicais hidroxila (reagao

de Fenton), anion superdoxido (ensaio de riboflavina), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
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(DPPH) e de redugdo do Fe*? (FRAP), catalisador de reagbes de oxidagdo, como
Fenton e Haber-Weiss. O BCF apresentou atividade de maneira dose-dependente e
superior aos controles positivos utilizados nos ensaios (CALLEJA et al., 2013;
DAHHAM et al., 2015).

Os receptores CB2 sédo expressos em células microgliais - macrofagos
encontrados no sistema nervoso central (SNC), responsaveis por remover infecgdes
e neurdnios danificados. Em fung¢do disso, muitos estudos sdo feitos com angonistas
desses receptores, como o BCF, visando a atividade neuroprotetora. A exemplo disso,
os estudos de Guo et al. (2014) e Hu et al. (2017), com células microgliais induzidas
a inflamacdo, indicaram que o tratamento com PBCF suprimiu a resposta
neuroinflamatéria impedindo a ativagdo do fator nuclear-kappa B (NF-kB). Também
mostraram inibic&o significativa da producdo de 6xido nitrico (NO) e prostaglandina
E2 (PGE2), como consequéncia da redugao da expressao de oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2), além de menor secrec¢ao das citocinas
pré-inflamatérias IL-6 TNL-a e IL-1. Tendo conhecimento de que a ativagdo do NF-
KB é facilitada por condi¢gdes associadas a um estado redox intracelular aumentado,
Guo et al. (2014) avaliaram a atividade antioxidante do BCF, e constataram
significativa inibicdo da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS). No trabalho
de Guimaraes-Santos et al. (2012), o 6leo de copaiba também foi reportado como
agente neuroprotetor, por meio da modulagdo da resposta inflamatéria aguda
induzida. Os autores identificaram menor recrutamento de micréglios e neutrofilos, em
animais tratados com OC. Em fungao disso, tanto o BCF, como o OC sao considerados
capazes de induzir a neuroprotecéo do sistema nervoso central (SCN).

O estresse oxidativo e inflamatorio no pancreas tem sido implicado no
aparecimento e progressao da diabetes mellitus, em decorréncia da hiperglicemia.
Visando um agente terapéutico para diabetes, no estudo de Al-taee et al. (2019), a
administracao oral de BCF foi capaz de impedir os danos mediados por estresse
oxidativo/inflamatdrio nos tecidos pancreaticos de ratos diabéticos com a reducgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Além de mostrar potente agao anti-inflamatéria
através da regulagao dos mediadores iINOS e COX-2 juntamente com a atenuagao de
citocinas pro-inflamatdrias TNF-a, IL-1 e IL-6, promovendo efeitos cardioprotetores.

O modelo inflamatério de macréfagos estimulados por LPS é amplamente

reconhecido por desempenhar um papel critico na resposta inflamatoria, simulando
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também a acgao bacteriana, que a partir da liberagdo de fragmentos da sua parede
celular, como LPS, induz a liberagdo de mediadores inflamatérios (JIN; LEE, 2018).
Utilizando esse modelo com células humanas (THP-1), Gelmini et al. (2013),
identificaram que o 6leo de copaiba foi capaz de inibir a translocagao nuclear de NF-
kB e a liberagao das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a, de forma dose-dependente.
Enquanto, Veiga et al. (2007) utilizaram esse modelo com macréfagos murinos e
reportaram a inibicdo da expressao do oxido nitrico (NO), quando as células foram
tratadas com trés espécies diferentes de oleo de copaiba, Copaifera multijuga Hayne,
Copaifera cearensis Huber ex Ducke e Copaifera reticulataDucke. Nesse estudo, a
diminuicdo do recrutamento de leucdcitos e neutréfilos com a ingestdo dos o6leos
também foi verificada, a partir da indugao da inflamagédo em camundongos. Dentre os
trés oleos avaliados, o maior efeito anti-inflamatério esta relacionado com a maior
concentragéo de BCF na composi¢ao dos 6leos, o qual compdem 57,5% do 6leo da
espécie Copaifera multijuga Hayne, a mais ativa nos dois modelos de teste
empregados (VEIGA et al., 2007).

No modelo inflamatério de edema de pata induzido por carragenina, o BCF
diminuiu a producao de prostaglandina E2 e a expressao de IL-13 TNF-a e de iNO
(FERNANDES et al., 2007). O 6leo de copaiba também foi capaz de inibir o edema
(VEIGA et al., 2001)

Por fim, diferentemente dos estudos apresentados até aqui, Dias et al. (2014)
constataram os efeitos imunomoduladores do 6leo de copaiba, via modulagdo da
resposta imune Th17, com a supressao das citocinas IFN-y e IL-17, além da inibigao
da producgao peroxido de hidrogénio (H202), NO e da expresséo de TNF-a.

Com base nesse conjunto de resultados, através de diferentes modelos
inflamatérios, BCF e OC modularam a expressdao de todos os mediadores

inflamatorios relacionados a patogénese da acne descritos até o momento.

2.3.4 Cicatrizacao de feridas

As lesbes da acne possuem grande potencial de causar cicatrizes de varios
niveis e até desfiguragbes (HASSUN, 2000; LIMA et al., 2017). A redugado desses
sinais € importante para evitar os danos psicossociais que implicam na qualidade de
vida de pacientes com acne (GOLLNICK; FINLAY; SHEAR, 2008).
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A cicatrizacao de feridas cutaneas consiste em um processo complexo, que
ocorre em trés estagios sequenciais e sobrepostos: inflamagéo, formagdo do novo
tecido e remodelacédo. Diversos mediadores (citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento) e células (leucdcitos, fibroblastos e queratindcitos) precisam interagir
coordenadamente para a reformulagao da pele (KOYAMA et al., 2019; PETERLE et
al., 2020). Estudos etnofarmacologicos destacam o uso tradicional do 6éleo de copaiba
na cicatrizagao de feridas (PIERI; MUSSI; MOREIRA, 2009; VEIGA, 2002).

Dois trabalhos apresentaram investigagdes sobre o tratamento tépico com
BCF na cicatrizagao de feridas, em camundongos. Koyama et al. (2019) verificaram
que o BCF aumentou a reepitelizacdo, devido a maior proliferagdo e migracado de
células, e controlou a expressao das citocinas pro-inflamatdérias IL-13 e IL6. Em seu
estudo, foi utilizado um dispositivo contendo o ativo diluido em dleo vegetal sobre a
ferida com concentragao de 50 mg por kg do animal, sobre a ferida de espessura total.
Ja no estudo de Peterle et al. (2020), 15 pL dos tratamentos, com aproximadamente
1,5 mg de BCF, foram aplicadas por 12 dias em feridas dorsais de 8 mm de didmetro
produzidas por puncdo. Nesse estudo foi avaliado o BCF puro, uma nanoemulséo
contendo BCF e um hidrogel contendo a nanoemulsao. Os resultados mostram que
os tratamentos contendo B-cariofileno diminuiram o processo inflamatério agudo, com
a reducao da expressao dos marcadores IL-1 e TNF-a e foram mais eficientes que o
grupo tratado com controle positivo (6leo Dersani®). Dentre os tratamentos conteudo
o ativo, o hidrogel mostrou-se mais eficiente do que a emulsdo ou composto puro, em
funcao da sua maior bioadesividade.

Ambos os trabalhos estdo de acordo com Wang et al. (2016), que verificaram
que a ativacdo do CB2-R pode melhorar a cicatrizagao de feridas, reduzindo a
inflamacao, acelerando a reepitelizacdo e atenuando a formacdo de cicatrizes.
Inferindo que agonistas CB2-R podem ser uma nova perspectiva para a terapia de

feridas cutaneas.
2.3.5 Agao antimicrobiana
Alteragdes no microbioma natural da pele — disbiose, pode causar

perturbagcdes na barreira cutdnea e desencadear o processo inflamatério. Dentre os

microrganismos que compdem a flora bacteriana da pele, a bactéria gram-positiva P.
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acnes € a que mais contribui na resposta inflamatéria, conforme descrido
anteriormente. Além disso, sabe-se que P. acnes é capaz de criar um biofilme formado
por polissacarideos extracelulares. Essa cola bioldégica aumenta sua aderéncia as
paredes foliculares, conferindo resisténcia aos agentes antimicrobianos (DRENO,
2017; JIN; LEE, 2018).

Para restaurar o equilibrio natural do microbioma e a barreira natural da pele,
0 uso de compostos antibacterianos tépicos, como o perdéxido de benzoila, ou
botanicos, que nao induzem resisténcia antibacteriana, pode ser uma alternativa
privilegiada para limitar o biofilme cutédneo e a problematica da resisténcia bacteriana
aos antibiéticos (DRENO, 2017).

Devido aos mecanismos de resisténcia e ao surgimento de efeitos adversos,
as terapéuticas antibacterianas estdo se tornando menos eficazes. Em fung¢ao disso,
nas ultimas décadas, a utilizagdo de compostos derivados de plantas medicinais como
agentes antimicrobianos tem se expandido consideravelmente (SHARMA et al., 2016).

Os dleos essenciais tém sido usados desde os tempos antigos para tratar
infecgdes, sendo conhecidos por exibir atividade antimicrobiana contra uma ampla
variedade de bactérias e fungos. A natureza lipofilica de seus componentes permite
que eles interajam facilmente com os acidos graxos da membrana celular microbiana
(RAl et al., 2017; ZANETTI, 2018).

Na literatura existem dois registros de atividade antimicrobiana do BCF frente
a P. acnes, com concentragdo inibitéria minima (CIM) inferior a 6,25 pg.mL™",
indicando uma grande suscetibilidade da bactéria ao BCF (KUBO et al., 1994; SATO
et al., 1993). De maneira geral, ele € um fitoquimico utilizado como conservante
natural para proteger alimentos de patégenos (SHARMA et al., 2016). Possui atividade
antimicrobiana tanto contra bactérias gram-positivas, como bactérias gram-negativas,
sendo as bactérias gram-positivas mais suscetieis que as gram-negativas (DAHHAM
et al., 2015; GOREN et al., 2011; SCHMIDT et al., 2006). Dahham et al. (2015)
associaram a atividade antimicrobiana do BCF a sua forte atividade antioxidante. Foi
relatado ainda, sua atividade frente a bactéria gram-positiva Streptococcus mutans,
destacando sua capacidade de penetrar o biofilme formado por essa cepa associada
a carie dental (YOO; JWA, 2018).

Um grande volume de trabalhos cientificos evidencia a atividade

antimicrobiana do 6leo de copaiba, proveniente de diversas espécies do género
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Copaifera. Apesar do efeito sinérgico com os demais compostos do 6leo, muitas vezes
a agao antimicrobiana foi atribuida ao BCF. A maioria dos trabalhos identificaram agao
do OC frente a bactérias gram-positivas (FARIA, 2014; MARANGON, 2015; MASSON
et al., 2013; MENDONGC; ONOFRE, 2009; NEVES et al., 2018; PIERI et al., 2012;
SANTOS et al., 2008). Dentre esses ensaios, apenas Neves et al. (2018), Pieri et al.
(2012) e Mendonga e Onofre (2009) obtiveram resultado com cepas gram-negativas,
0 que pode ser atribuido a maior rigidez e complexidade de sua parede celular (RAI
etal., 2017).

2.3.6 Resumo e consideracgoes finais

Ainda que a utilizagdo do BCF como agente terapéutico multifarmacologico
para acne nao tenha sido realizada, o conjunto de fungdes atribuidas ao BCF, torna-o
um alvo com grande relevancia na busca por um ativo antiacne. A seguir, uma lista
resumindo os principais pontos que justificam essa hipotese, correlacionando as
potencialidades terapéuticas do BCF apresentadas na literatura, com os fatores
fisiopatoldgicos da acne:

- O BCF foi capaz de modular a expressao do fator de transcricao nuclear-
kappa B (NF-kB) e a expressao das citocinas IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e ciclooxigenase (COX-2).
(FERNANDES et al., 2007; GELMINI et al., 2013; GUO et al., 2014; HU et al., 2017;
HUANG et al., 2014; SANTOS et al., 2018; VEIGA et al., 2001, 2007).

A P. acnes ativa o NF- kB, que regula a producéo desses mediadores (KANG
et al., 2005);

- O OC foi capaz de modular a via de resposta Th17, com a supressao da
expressao das citocinas IFN-y e IL-17 (DIAS et al., 2014).
A P. acnes induz vias de resposta Th17 e a inibicido dessa via pode ser uma

nova alternativa para o tratamento da acne (DRENO, 2017);

- Como ligante dos receptores ativados pelo proliferador de peroxissoma

(PPARSs), o BCF foi capaz de modular a expressao das enzimas 5-LOX, COX-2 e da
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prostaglandina E2 (PGE2) (AL-TAEE et al., 2019; CALLEJA et al., 2013; GUO et al.,
2014; HU et al., 2017).

Esses mediadores estdo implicados na regulacdo da produgédo de sebo,
proliferagdo dos sebdcitos e oxidagdo dos acidos graxos (peroxidagao lipidica),
causando disfungdes na barreira cutanea e a promogéao da inflamagao (BAKRY et al.,
2017; TUCHAYI et al., 2015);

- Como ligante seletivo dos receptores endocanabinoide tipo 2 (CB2-R) e
PPARs, o BCF melhorou a cicatrizagdo de feridas, reduzindo a inflamagao e
acelerando a reepitelizagao (KOYAMA et al., 2019; PETERLE et al., 2020; WANG et
al., 2016).

As cicatrizes causadas por lesdes acneicas sao um dos danos causados pela
doencga, causando efeitos psicossociais negativos aos pacientes (GOLLNICK;
FINLAY; SHEAR, 2008; TUCHAY!I et al., 2015);

- O BCF mostrou elevada capacidade de eliminar radicais livres € minimizar
a peroxidacao lipidica, evidenciando forte acao antioxidante e citoprotetora (AL-TAEE
et al., 2019; CALLEJA et al., 2013; DAHHAM et al., 2015; GUO et al., 2014; HU et al.,
2017).

- Agentes antioxidantes podem suprimir a liberagdo de IL-138 mediada pelo
inflamassoma NLRP3, ativado pela P. acnes nos sebdcios (LI et al., 2014);

Danos a barreira cutanea de pacientes com acne ocorrem como
consequéncia da peroxidacao lipidica e dos menores niveis de agentes antioxidantes
na composic¢ao do sebo (HUANG et al., 2014);

- O BCF mostrou forte atividade antimicrobiana frente a uma ampla variedade
de bactérias, incluindo a P. acnes, e foi capaz de penetrar o biofilme formado por
Streptococcus mutans (DAHHAM et al., 2015; GOREN et al., 2011; KUBO et al., 1994;
RAI et al., 2017; SATO et al., 1993; SCHMIDT et al., 2006; SHARMA et al., 2016;
YOO; JWA, 2018).

A P. acnes é reconhecida como a bactéria que mais contribui com o
agravamento do quadro inflamatério na acne e é capaz de criar um biofilme,

conferindo resisténcia aos agentes antimicrobianos (DRENO, 2017; JIN; LEE, 2018).
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- Além disso, uma investigacdo sobre a interacdo do BCF com outros
medicamentos utilizados atualmente pode proporcionar uma combinagao sinérgica,

maximizar a eficacia e minimizar efeitos adversos (SHARMA et al., 2016).

Embora as evidéncias experimentais disponiveis sejam promissoras, ainda
nao estdo disponiveis no mercado medicamentos apenas com BCF, indicando que
mais ensaios precisam ser conduzidos para a traducédo dos achados em animais para
humanos. No entanto, em fungéo da baixa toxicidade desse composto e das extensas
aplicacoes terapéuticas, que sao raramente observadas para um fitoquimico, néao é
surpresa que ele tenha potencial para angariar interesse e mantera sua popularidade
para pesquisas farmacolégicas e farmacéuticas futuras (FRANCOMANO et al., 2019;
SANTOS et al., 2018; SHARMA et al., 2016).

Por fim, apesar do potencial terapéutico multifuncional e das perspectivas
promissoras do BCF, existem alguns obstaculos que dificultam sua utilizagdo, como a
baixa solubilidade, a suscetibilidade a oxidacao e sua volatilidade. Para transpor esses
inconvenientes, sistemas de liberagao inovadores e utilizando nanotecnologia podem
ser desenvolvidos como forma de estratégia para melhorar sua entrega e

desempenho em aplicagbes farmacologicas (SANTOS et al., 2018).

2.4 SISTEMAS NANOPARTICULADOS PARA ENTREGA DE FARMACOS

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que envolve a aplicagao de
conhecimento cientifico para controlar e reestruturar a matéria nos niveis atdmicos e
moleculares, desenvolvendo sistemas com tamanho entre 1 e 1000 nm — nanoescala,
e explorando suas propriedades e fungdes fundamentalmente novas (ANTONIO et al.,
2014; ROCO et al., 2011). A ciéncia em nanoescala pode interferir em quase todos
os tipos de materiais, como polimeros, metais, compdsitos, formando nanoblocos
como, nanoparticulas, nanotubos, nanofiboras e nanocompdsitos (DURAN;
MATTOSO; MORAIS, 2006).

As propriedades unicas atribuidas a dimensdo nanométrica sdo reconhecidas
por proporcionarem melhores desempenhos, tornando os nanomateriais altamente

desejaveis para as mais diversas aplicagbes e setores. Em fungdo disso, a
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nanotecnologia esta associada a um grande impacto tecnologico e econdmico, o que
justifica sua rapida progressao e crescente numero de iniciativas e pesquisas
envolvendo nanotecnologia e diferentes campos da ciéncia (DURAN; MATTOSO;
MORAIS, 2006; LU et al., 2009; TOMA, 2005).

A aplicagdo da nanotecnologia na medicina estd associada ao
desenvolvimento de sistemas de entrega de farmacos mais eficazes e seguros
(BEGINES et al., 2020; CRAPARO et al., 2011). Esses sistemas podem ser obtidos
através da nanoencapsulacdo, que consiste na incorporagédo de agentes terapéuticos
aos nanomateriais, formando nanocarreadores (ABDI, 2010). Nos ultimos anos, houve
uma transformacao global no campo da nanomedicina, levando a uma abordagem
multidisciplinar e colaborativa com uma série de estudos indicando resultados
promissores da utilizacdo de nanocarreadores direcionados aos mais diversos tipos
de tratamentos e vias de administragao, como intravenosa, oral, subcutanea e cutanea
(BARRAT, 2000; BEGINES et al., 2020; GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A nanotecnologia aplicada para entrega de farmacos pode oferecer uma série
de vantagens em relagao a outros sistemas carreadores convencionais, dentre elas:
a liberacao controlada, sustentada, prolongada e direcionada do farmaco; o aumento
da biodisponibilidade e absor¢cao do farmaco; a redugao de efeitos adversos e da
toxicidade relacionados ao farmaco; protecao do ativo contra possiveis instabilidades;
diminuicao da dose terapéutica e do numero de administracdes; e a incorporagao de
mais de um principio ativo em um mesmo nanocarreador (BEGINES et al., 2020;
BURGESS; HICKEY, 2002; CRAPARO et al., 2011; GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007; JUAN et al.,, 2012; KAYSER; LEMKE; HERNANDEZ-TREJO,
2005; RAl et al., 2017).

A escolha do material precursor de um sistema de entrega nanoestruturado é
um ponto chave para a obtengdo das caracteristicas desejadas, visando o
aprimoramento da aplicabilidade e dos resultados alcangcados por esses sistemas. A
grande versatilidade dos polimeros € uma caracteristica considerada ideal para o
preparo de nanocarreadores, pois possibilita a personalizacdo em fung¢ao da aplicagao
desejada, por meio de modificagdbes em um dado polimero, através de
funcionalizacéo, por exemplo, ou a escolha de outro polimero com propriedades mais

adequadas. Ademais, nanoparticulas poliméricas se destacam como uma ferramenta
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fundamental para melhorar a biodisponibilidade ou a entrega especifica de farmacos
no local de agédo (BEGINES et al., 2020; BRUSCHI, 2015; GONCALVES et al., 2016).

2.4.1 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sédo sistemas carreadores de farmacos com
diametro inferior a 1 ym, que podem ser classificadas como nanocapsulas ou
nanoesferas, dependendo de sua estrutura e composicao (Figura 7) (SCHAFFAZICK
et al., 2003). As nanoesferas (c e d) constituem um sistema com organizagao matricial
das cadeias poliméricas, ndo sendo possivel diferenciar um nucleo, enquanto as
nanocapsulas (a e b) apresentam um nucleo, geralmente liquido, delimitado por um
involucro polimérico. Considerando os mecanismos de encapsulacéo, o farmaco pode
estar retido (c), disperso (b, d), ou adsorvido (b, d) no polimero, ou dissolvido no
nucleo oleoso (a) das nanoparticulas (COUVREUR et al., 2002; SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Figura 7 - Esquema representativo de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas. (a) farmaco dissolvido
no nucleo oleoso da nanocapsula; (b) farmaco adsorvido a parede polimérica da nanocapsula; (c)
farmaco retido na matriz polimérica da nanoesfera; (d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente
na matriz polimérica da nanoesfera.
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Fonte: Schaffazick e Guterres (2003).

O material precursor das nanoparticulas deve preferencialmente atender a
alguns requisitos como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa citotoxicidade.
(BEGINES et al.,, 2020). Em fungéo disso, polimeros biodegradaveis, naturais ou
sintéticos, sao preferiveis para o preparo de nanoparticulas destinadas a entrega de
farmacos. Sua degradagdo in vivo, gera subprodutos biocompativeis e
toxicologicamente seguros, sendo metabolizados e eliminados naturalmente. Na
literatura, para a preparagdo de nanoparticulas destinadas a entrega de diversos
agentes terapéuticos, destacam-se a utilizagdo do poli(acido latico) (PLA), poli(acido
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glicélico) (PGA), poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e poli(e-caprolactona)
(PCL), entre os polimeros biodegradaveis sintéticos, e quitosana e gelatina, entre os
naturais (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004b; CHEVALIER; GONZALEZ; ALVAREZ,
2015; HANS; LOWMAN, 2002; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

2.4.1.1 Poli(e-caprolactona) (PCL)

Uma das principais classes de polimeros biodegradaveis sao os poliésteres
alifaticos sintéticos, da qual faz parte a Poli(e-caprolactona) (PCL) (Figura 8.b). A rota
mais empregada para sua producao € a polimerizagao por abertura de anel (ROP) de
ésteres ciclicos (lactonas, lactideos e glicolideos), que pode ser mediada por
catalisadores anidnicos, catidbnicos ou de coordenacgao. A utilizagdo de catalisadores
bioldgicos, como enzimas, é preferivel aos catalisadores metalicos, pois ndo deixam
residuos organometalicos, considerados téxicos, no produto final. A e-caprolactona (-
CL), (Figura 8.a) € o monOGmero mais comumente utilizado para polimerizagdo
enzimatica por abertura de anel (e-ROP), por gerar um produto de facil caracterizacgéo,
e a lipase Candida antartica B (CALB), é a mais aplicada , por ser extremamente
eficaz para catalisar e-ROP de e-caprolactona (GUINDANI et al., 2017; VENERAL,
2014).

Figura 8 - Polimerizagéo por abertura de anel da e-caprolactona (a) para sintese de poli(e-caprolactona)
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Fonte: Autora (2021).

A PCL é bastante estudada no campo biomédico devido a sua facilidade de
moldagem e fabricagdo, especialmente em fungdo da sua boa solubilidade,
compatibilidade de mistura e baixo ponto de fusao (59-64 °C). Além disso, caracteriza-
se como um polimero hidrofébico e semi-cristalino, e em funcéo disso, degrada-se
lentamente em condigdes fisiologicas (WOODRUFF; DIETMAR, 2010).
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Contudo, sua degradagao pode ser alcangada em poucos dias ou semanas
na presencga de enzimas, como a lipase de Pseudomonas, ou modificada, a partir de
funcionalizagbes e copolimerizagbes, por exemplo (GONCALVES et al., 2016;
WOODRUFF; DIETMAR, 2010). Os fatores que influenciam na degradagao da PCL
sao a cristalinidade, massa molar, temperatura de transigao vitrea e dimensdes da
amostra global, pois implicam no acesso da agua as ligagdes éster (JENKINS;
HARRISON, 2006).

Esse poliéster € adequado e amplamente explorado no desenvolvimento de
nanoparticulas para a entrega controlada de farmacos devido a sua alta
permeabilidade a muitos ativos, excelente biocompatibilidade e capacidade de ser
totalmente excretado do corpo uma vez que € biorreabsorvivel (DASH; KONKIMALLA,
2012; WOODRUFF; DIETMAR, 2010). Além disso, possui um custo
consideravelmente mais baixo do que outros poliésteres biodegradaveis, como PGA,
PLA e seus copolimeros (BYUN et al., 2011). Outro fato importante € que os
nanocarreadores desenvolvidos com PCL possuem aprovagéao e registro de marca da
Food and Drug Administration (FDA), o que torna mais rapida sua entrada no mercado
(GUINDANI et al., 2017; WOODRUFF; DIETMAR, 2010).

A liberagao de farmacos incorporados a nanoparticulas de PCL depende da
concentracdo de PCL e do ativo, do tipo de formulacdo, método de preparacao,
tamanho da nanoparticula, além dos fatores descritos anteriormente com relacédo a
degradabilidade (SINHA et al., 2004). Uma vez que a degradacao do PCL ocorre a
uma taxa muito mais lenta do que a liberacdo do farmaco, muitos estudos relataram
que a difusdo através da matriz polimérica € o principal mecanismo pelo qual
compostos lipofilicos sao liberados de nanoparticulas de PCL (DASH; KONKIMALLA,
2012; GONCALVES et al., 2016; JEONG; LEE; CHO, 2003). No entanto, o mecanismo
de degradacao do polimero em qualquer formulacao altera indiretamente o perfil de
liberagado de compostos encapsulados ou incorporados (DASH; KONKIMALLA, 2012).
Espera-se que as nanoparticulas de PCL se degradem mais rapidamente in vivo do
que in vitro, devido a resposta imune e a maior concentragao de lipase e outras
enzimas degradantes de PCL no corpo (GONCALVES et al., 2016).

Além disso, a degradacao e, consequentemente, a liberagdo de ativos de
nanopartécilas de PCL ocorre de maneira dependente do pH, temperatura e do tipo
de surfactante utilizado (GONCALVES et al., 2016). Nos estudos de Coffin e McGinity



59

(1992) e Musyanovych et al. (2008), nanoparticulas preparadas com o surfactante
ibnico SDS foram mais suscetiveis a hidrélise in vitro do que aquelas preparadas com
surfactante nao iénico (Tween 80, Pluronic F-68 ou Lutensol AT50). Coffin e McGinity
(1992), atribuiram a degradag&o mais rapida das nanoparticulas preparadas com SDS
a um ataque nucleofilico das ligagdes éster de PCL pelo anion sulfato derivado do
SDS, que teria catalisado o processo de degradagao, enquanto Musyanovych et al.
(2008) atribuiram a presenga dos grupos idnicos de SDS na superficie da particula,
que aumentam a difusdo da agua através da matriz polimérica. O armazenamento a
4 °C de dispersodes coloidais aquosas de PCL retardou efetivamente a degradacéo,
mesmo em pH baixo (pH 1,65). No entanto, a degradagdo ocorre muito mais
rapidamente em pH 1,65 e 37 °C, com diminuigdo do massa molar quase duas vezes
mais rapida em pH 1,65 do que em pH 3,1, pH 5,1 ou pH 7,4 (MUSYANOVYCH et al.,
2008).

2.4.2 Técnicas de preparagao de nanoparticulas poliméricas

Existem na literatura diversos métodos de preparagao de nanoparticulas e a
escolha de uma técnica em particular varia de acordo com as propriedades fisico-
quimicas do composto encapsulado, do polimero empregado e das propriedades de
superficie das nanoparticulas poliméricas, que influenciam a aplicacdo e o
direcionamento especifico desejado para as nanoparticulas produzidas
(GONCALVES et al.,, 2016). O método escolhido pode influenciar em muitas
caracteristicas do sistema nanoparticulado, como a eficiéncia de encapsulagao,
tamanho e polidisperséo, que por sua vez, afetam a liberagéo e atividade (FREITAS;
MERKLE; GANDER, 2005). Porém, independentemente do método utilizado, o
resultado € uma dispersido coloidal contendo as nanoparticulas, onde a agua atua
como dispersante na maioria das vezes (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Park, Ye e Park (2005) listaram alguns requisitos para a escolha da técnica
apropriada para a preparacdo de nanoparticulas poliméricas. De acordo com os
autores, o método escolhido deve: conservar a estabilidade e atividade do farmaco
incorporado; obter sistemas com eficiéncia de encapsulacdo e rendimento que
viabilizem a produgdo em massa; resultar sistemas com particulas na faixa de

tamanho compativel com a via de administragao, com estreita distribuicado do tamanho
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e facilmente ressuspensas em agua; apresentar perfil de liberagao reprodutivel e
buscar evitar a liberacao inicial na forma de burst.

De maneira geral, os diferentes métodos existentes sdo baseados na
dispersdo de polimeros pré-formados ou na polimerizagao in situ. Nesse caso, as
nanoparticulas poliméricas sao formadas ao mesmo tempo que o polimero por meio
da polimerizagdo de um mondémero, através de técnicas como a polimerizagdo em
emulsédo (COSTA et al., 2013; PATROCINIO et al., 2019), miniemulsdo (CARDOSO;
ARAUJO; SAYER, 2013; CHIARADIA et al., 2015; FEUSER et al., 2016; MACHADO
et al., 2017; PERES et al.,, 2015), microemulsado, interfacial ou policondensacao
interfacial (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A maioria dos monémeros compativeis ao processo de polimerizacdo em uma
fase aquosa originam polimeros pouco biodegradaveis ou ndo biodegradaveis. Além
disso, a presenga de moléculas residuais no meio reacional, como o monémero,
oligbmeros, surfactante, dependendo da sua toxicidade, podem exigir uma purificagéo
da suspensao coloidal. Como forma de contornar esse tipo de limitagdo, foram
propostos métodos de preparacdo de nanoparticulas a partir de polimeros pré-
formados ao invés dos monémeros (REIS et al., 2006).

Os métodos mais frequentemente adotados para produzir nanoparticulas de
polimeros biodegradaveis sdo a emulsificagdo-evaporagéo ou difusdo do solvente,
dupla-emulsdo, nanoprecipitacdo e o procedimento de salting-out (MUSYANOVYCH
et al., 2008). Nanoparticulas de PCL sao preparadas, principalmente, por
nanoprecipitagcao(deslocamento de solvente) ou miniemulsdo-evaporacao de solvente
(HANS; LOWMAN, 2002).

Algumas técnicas de preparagao de dispersdes de nanoparticulas a partir de

polimero pré-formado serao descritas a seguir.

2.4.2.1 Emulsificagdo-evaporagéo do solvente e miniemulsificagdo-evaporagao do

solvente

A emulsificacdo-evaporacado de solvente € o método mais utilizado para a
preparagcdao de nanoparticulas poliméricas solidas (HANS; LOWMAN, 2002;
PASWAN; SAINI, 2017). Freitas, Merkle e Gander (2005) descreveram o processo da

emulsificacdo-evaporagao do solvente em trés etapas principais. Primeiramente, a
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fase organica, ou oleosa, é preparada com a dissolugéo do polimero pré-formado,
juntamente com os demais componentes (coestabilizador, farmacos ou outros
aditivos) em um solvente orgénico volatil e imiscivel em agua. Em seguida, a fase
organica € emulsificada em uma fase aquosa contendo surfactante hidrofilico, para
formar uma dispersdo nao estavel de gotas com tamanhos na faixa de 1-10 uym
(micrométricas) (REIS et al., 2006). Por fim, o solvente organico € evaporado com a
elevacdo da temperatura ou redugdo da pressdo, induzindo a precipitacdo das
nanoparticulas poliméricas na fase aquosa.

A miniemulsificagao-evaporagao do solvente € uma variagao dessa técnica
obtida quando um equipamento de dispersdo de alta eficiéncia, como uma sonda
ultrassénica ou um homogeneizador de alta pressédo, é utilizado na etapa de
emulsificacdo das fases organica e aquosa (Figura 9). Nesse caso, o alto
cisalhamento leva a formacgao de nanogoticulas monodispersas na faixa de tamanho
de 30-500 nm (submicrométricas), por definicdo, uma miniemulsdo (LANDFESTER,
2001). O polimero é distribuido homogeneamente em todas as gotas, precipitando na
forma de nanoparticula com a diminuicdo da solubilidade do polimero no meio,
durante a etapa de evaporagao do solvente (MUSYANOVYCH et al., 2008).

Figura 9 - Esquema representativo do método de miniemulsificagdo-evaporagéo de solvente.
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Fonte: Leimann et al. (2013).
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O tamanho das gotas precursoras das nanoparticulas, submicrométrico ou
micrométrico, constitui a principal diferenga entre os métodos de miniemulsificagdo ou
emulsificacdo com evaporacéo do solvente, respectivamente.

Para aumentar a estabilidade coloidal da miniemulsao sao adicionados dois
componentes: o surfactante e o coestabilizador. O surfactante minimiza a
coalescéncia das gotas e a agregacgao de nanoparticulas, através de estabilizagao
eletrostatica e/ou estérica. Ja o coestabilizador tem a fungdo de neutralizar a pressao
de Laplace proveniente dos diferentes tamanhos de gota da miniemuls&o, evitando a
transferéncia de massa das goticulas menores para as maiores, processo conhecido
como Ostwald ripening, ou degradagao difusional. O coestabilizador é adicionado na
fase dispersa e é importante que seja o componente mais hidrofébico da formulagao,
para n&o difundir na fase aquosa e eficientemente evitar a agregacédo (ANTONIETT],
LANDFESTER, 2002; LANDFESTER, 2001; MUSYANOVYCH et al., 2008).

O fornecimento de energia para gerar as nanogotas da miniemulsao
possibilita trabalhar com uma ampla faixa de teor de polimero, ou seja, com solugdes
poliméricas de baixa ou alta viscosidade (MUSYANOVYCH et al., 2008). Por essa
razao, as formulagcées podem conter uma relagao polimero/solvente organico maior e
uma menor quantidade de solvente para a solubilizagdo do polimero nas nanogotas
(LEIMANN, 2011).

O tamanho das nanoparticulas poliméricas pode ser controlado pelo ajuste da
energia adicionada na etapa de miniemulsificacao, tipo e quantidade de surfactante,
viscosidade das fases orgénica e aquosa, concentracdo de polimero no solvente
organico e temperatura (TRIERWEILER, 2009). E, a depender da quantidade de
coestabilizador na formulacdo, pode-se produzir tanto nanocapsulas como
nanoesferas (REIS et al., 2006).

Do ponto de vista econbmico, a utilizagdo da agua como n&o-solvente ou
dispersante, simplifica e diminui os custos do processo, elimina a necessidade de
reciclo e facilita a lavagem para a remocgéao de impurezas, quando necessario (REIS
et al., 2006). No entanto, a demanda de energia requerida para a homogeneizagao
pode ser um fator limitante para a ampliagdo de escala (AGNER et al., 2017). Além
disso, ambos os métodos apresentam melhores resultados na encapsulacdo de
bioativos de natureza hidrofébica (HANS; LOWMAN, 2002).
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Musyanovych et al. (2008) prepararam nanoparticulas dos polimeros
biodegradaveis, PLA, PLGA e PCL com elevado teor de sélidos através da
miniemulsificagdo-evaporacdo, utilizando o cloroformio como solvente. Quando
avaliados diferentes surfactantes hidrofilicos, o trabalho concluiu que os ibnicos com
baixa massa molar, como o anidnico dodecil sulfato de sddio (SDS), apresentaram
maior efeito estabilizante quando comparados a surfactantes nao-idnicos (Lutensol e
Pluronic), produzindo particulas com didmetros médios menores e distribuicbes mais
estreitas. Quando avaliada a influéncia da massa molar do PCL (Mw= 115 kDa e Mw
= 65 kDa), a maior massa molar levou a formacédo de nanoparticulas um pouco
maiores, 165 nm e 139 nm, mas nao apresentou influéncia na polidispersao (PDI =
0,14). Com relagdo a cinética de absorgdo das nanoparticulas por linhagens
celulares, quando comparadas a nanoparticulas de poliestireno da mesma faixa de
tamanho, as nanoparticulas de PCL foram endocitadas 14 vezes mais rapidamente.
Os autores sugerem que esse resultado deve ser analisado mais detalhadamente em
experimentos futuros, mas que poderia estar relacionado a um mecanismo
diferenciado de absorgao celular de particulas biodegradaveis, envolvendo algum

receptor que mediasse a internalizacdo de maneira mais rapida.

2.4.2.2 Dupla emulsdo-evaporagédo de solvente

A dupla, ou multipla, emulsdo com evaporacao do solvente tem como principal
beneficio a incorporacdo de compostos hidrofilicos com elevada eficiéncia de
encapsulacado, contornando a limitacdo da técnica de emulsificacdo-evaporacao
(MUSYANOVYCH et al., 2008). Nesse método, uma droga hidrofilica e um surfactante
sdo dissolvidos em agua. A emulsdo primaria € preparada por dispersdo da fase
aquosa em um solvente organico contendo um polimero dissolvido. Essa € entéo
emulsificada em uma fase aquosa externa também contendo estabilizador. Por fim, o
solvente é evaporado pelo aumento da temperatura ou reducao de pressao. Nesse
método, o depdsito de uma membrana polimérica durante a primeira emulsdo agua
em o6leo impede a difusdo da droga para o meio aquoso externo (HANS; LOWMAN,
2002).
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2.4.2.3 Emulsificagdo-difuséo do solvente

Nessa técnica, a fase orgénica é formada pelo polimero e o composto
bioativos dissolvidos em um solvente parcialmente hidrossoluvel, mas saturado com
agua, para garantir o equilibrio termodinamico inicial. Ela € emulsionada na fase
aquosa contendo estabilizador, para evitar a agregagéo das gostas. Apds a adigédo de
um grande volume de agua a emulséo 6leo em agua, sob agitagao branda, o equilibrio
do sistema muda, induzindo a difusdo do solvente das gotas para a fase aquosa. Isso
resulta na redugao da solubilidade do polimero (precipitagcao) e subsequente formagao
das nanocapsulas ou nanoesferas, de acordo com a razao 6leo/polimero. Por fim, o
solvente organico pode ser eliminado por evaporagao ou filtragdo, dependendo do seu
ponto de ebulicdo, ou as particulas coletadas por centrifugagdo (HANS; LOWMAN,
2002; MOINARD-CHECOT et al., 2008; REIS et al., 2006; REZENDE et al., 2003).

A técnica de emulsificacdo-difusdo do solvente apresenta como vantagens a
possibilidade da utilizagcado de solventes n&o clorados e potencialmente menos toxicos,
como acetato de etila e carbonato de propileno, obtencdo de alta eficiéncia de
encapsulacao para farmacos lipofilicos e alta reprodutibilidade. No entanto, apresenta
como desvantagens a necessidade de um grande volume de agua para a difusdo do
solvente (aproximadamente 4 vezes o da emulsio) e a solubilidade parcial do solvente
em agua é um limitante do processo (MOINARD-CHECOT et al., 2008; PERES, 2012;
REIS et al., 2006)

Moinard-Chécot et al. (2008) desenvolveram nanocapsulas de PCL (Mn= 80
kDa) pelo método de emulsificacado-difusdo do solvente, utilizando acetato de etila
como solvente e PVA como estabilizador. Foram testados diferentes oleos, para
constituir o nucleo e a influéncia de varios parametros de formulagcdo e
processamento. Foi demonstrado que o tamanho das nanocapsulas (variando entre
360 e 700 nm) estava relacionado a composi¢gao quimica da fase orgéanica e ao
tamanho da emulsao primaria. Como consequéncia, a maioria das propriedades das

nanocapsulas foi determinada na etapa de emulsificagao.

2.4.2.4 Deslocamento de Solvente (Nanoprecipitagdo) ou Deposigéo interfacial de

polimero pré-formado
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Nanoesferas e nanocapsulas também podem ser preparadas a partir do
polimeros pré-formados através da nanoprecipitacdo (formulagcdo sem o6leo) ou
deposigao interfacial do polimero (contendo 6leo) (GUTERRES; ALVES; POHLMANN,
2007). Nessas técnicas sao utilizados dois solventes misciveis entre si, sendo que o
polimero, o composto bioativo e 0 éleo sao soluveis em um deles (fase organica) e
insoluveis no outro, geralmente a agua. As nanoparticulas formam-se
instantaneamente quando a fase organica € adicionada sob agitacado a fase dispersa
e o polimero precipita devido a rapida difusdo do solvente organico para a agua
(PERES, 2012; REIS et al., 2006). Durante a precipitagdo o farmaco ¢é incorporado a
nanoparticula e o solvente pode ser removido por evaporagao. Dentre os solventes
organicos mais utilizados estao o etanol, a acetona e o hexano (HOLKEM et al., 2015).
Podem ser utilizados surfatantes tanto soluveis na fase aquosa quanto na fase
organica (WEISS-ANGELI et al., 2008).

Algumas vantagens podem ser destacadas, tais como: utilizagc&o de solventes
organicos pouco toxicos e em baixa quantidade; e, em alguns casos, possibilidade de
obtencdo de uma dispersao final de nanoparticulas estavel mesmo na auséncia de
surfactantes (PERES, 2012; TRIERWEILER, 2009)

A maior diferengca entre a emulsificagdo-difusdo de solvente e a
nanoprecipitagdo € referente a solubilidade do solvente organico na fase continua,
que é parcial no primeiro caso e completa no segundo caso. A maior desvantagem da
nanoprecipitagdo € a limitagao pela solubilidade do polimero no solvente (LEIMANN,
2011).

PCL foi utilizado em diversos trabalhos para o preparo de nanocapsulas pelo
método de nanoprecipitagdo, para encapsulagcdo de tretinoina (OURIQUE et al.,
2008); octil metoxicinamato e quercetina, um filtro solar e um antioxidante
respectivamente (WEISS-ANGELI et al., 2008); hidrocortisona (CAZO et al., 2012;
ROSADO; SILVA; REIS, 2013); adapaleno com crodamol ou 6leo de copaiba
(BARRIOS, 2010; BRUSCHI, 2010), todos tratamentos relacionados a aplicagao

topica.

2.4.2.5 Salting-out
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O procedimento de salting-out é baseado na formag¢do de uma emulséo do
tipo 6leo em agua pela adicdo, sob agitacdo continua, de uma solu¢do aquosa
contendo surfactante e saturada de eletrdlito (substancia salting-out), a uma fase
oleosa, constituida de polimero pré-formado e composto bioativo dissolvido em um
solvente ligeiramente miscivel em agua (MUSYANOVYCH et al., 2008). A solugéo
aquosa saturada impede o solvente de se misturar com a agua por um processo
salting-out (HOLKEM et al., 2015). Posteriormente, é adicionada agua até que o
volume seja suficiente para permitir a difusdo do solvente na agua, o que resulta na
formagcao de nanoparticulas. Essa suspensao € purificada por filtracdo cross-flow
(PERES, 2015).

ORGANIZADA

2.4.3 Administragao tépica, nanotecnologia e tratamento da acne

A administragéo tépica de medicamentos possui um série de vantagens em
relagao as vias tradicionais, como a via oral, por promover liberacao local, possibilitar
o direcionamento de farmacos com baixa solubilidade oral, minimizar efeitos
sistémicos, eliminando uma primeira passagem hepatica, e efeitos colaterais, que
ocorrem quando o medicamento atua em locais ndo especificos (JUAN et al., 2012).
No entanto, a complexidade da pele e sua atuagdo como barreira biolégica consolidam
uma importante objecao a terapia tépica (ALMEIDA, 2014). Quando o estrato cérneo
esta intacto e a barreira da pele ndo esta comprometida, a penetragao de farmacos é
limitada e exclui muitos agentes terapéuticos potenciais (ROBERTS et al., 2017).
Dessa forma, a utilizagdo de novas estratégias e tecnologias que viabilizem a
administragao topica e transdérmica de bioativos tornou-se essencial para transpor a
limitagdo descrita.

Nesse contexto, os nanocarreadores desempenham um papel importante no
desenvolvimento de produtos mais eficazes para a administracdo de ativos na pele
(tratamentos dermatoldgicos), através da pele (tratamentos transdérmicos) e cuidados
ou protecdo da pele (cosméticos). As nanoparticulas poliméricas sao um dos
principais tipos de nanocarreadores utilizados para o desenvolvimento de

nanomedicamentos para entrega tépica, além de nanoparticulas lipidicas,
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nanoemulsoées, dentrimeros e lipossomos (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007;
JUAN et al., 2012).

A utilizagdo de materiais poliméricos para nanoencapsular substancias ativas
€ uma abordagem importante por prover o controle de propriedades fisico-quimicas
inerentes as moléculas, como coeficiente de parti¢cao, difusividade e solubilidade, que
sdo estratégias para o aperfeicoamento de formulagdes e direcionamento do ativo a
camada da pele onde sua agao terapéutica é desejada (ALMEIDA, 2014; ALVAREZ-
ROMAN et al., 2004a).

As principais vantagens da utilizacdo de nanoparticulas sobre as formulagées
convencionais, como cremes, solucdes e logdes, estao relacionadas ao controle da
liberacdo e ao aumento da penetracdo e do tempo de residéncia da substancia
biologicamente ativa na pele (ANTONIO et al., 2014). O tamanho diminuto das
particulas e elevada area superficial possibilitam um maior contato das moléculas
incorporadas com o estrato corneo, promovendo sua permeacao, além de facilitar a
formulacédo de produtos dermatoldgicos e possibilitar uma aplicagdo confortavel na
pele (BOUCHEMAL et al., 2004). Ademais, como citado anteriormente como uma
potencialidade dos nanocarreadores, as nanoparticulas poliméricas podem proteger
tanto o ativo incorporado, frente a degradacao e volatilizagao, como a pele, prevenindo
ou reduzindo reagdes de sensibilidade e irritagdo cutanea. Isso ocorre porque, usando
um sistema tradicional contendo o farmaco na forma livre, sua administragcao as vezes
€ rapida e as concentragdes topicas podem resultar em efeitos colaterais. Enquanto
para as nanoparticulas, uma quantidade menor de medicamento € necessaria devido
a maior area superficial e a entrega direcionada. Essas caracteristicas proporcionam
um maior impacto terapéutico e maior adesao dos pacientes a tratamentos utilizando
nanocarreadores direcionados a aplicagao topica (ANTONIO et al., 2014; JUAN et al.,
2012).

A penetragao cutanea de formulagdes, que deve transpor a barreira do estrato
coérneo, como descrito anteriormente, pode ocorrer por meio de trés possiveis rotas:
via intracelular, via intercelular ou via apéndice (foliculos pilosos, foliculos
pilossebaceos e glandulas sudoriparas) (FILON et al., 2015). A Figura 10 representa
os 3 principais locais para o direcionamento de sistemas nanoestruturados: a
superficie do estrato corneo, as linhas de expressao (dermatoglifos) e os foliculos
pilossebaceos (infundibulo) (PROW et al., 2011).
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Figura 10 - Principais locais de entrega de farmaco através de sistemas nanoestruturados na pele. (a)
Superficie do estrado cérneo; (b) linhas de expressao; e (c) foliculo pilossebaceo.
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Fonte: Adaptado de Prow et al. (2011).

Schaefer e o grupo de pesquisa de Lademann mostraram que a via de
penetracdo mais relevante para a entrega de ativos na pele é o foliculo pilossebaceo
e que esse atua como um importante reservatério de longo prazo de nanoparticulas,
enquanto a penetragao via estrato corneo parece improvavel. Em fungcdo disso,
dedicam-se em estudar essa via de administragao e possuem uma série de trabalhos
publicados sobre o tema (JACOBI et al., 2005; LADEMANN et al., 2006, 2007, 2009,
2015; PATZELT; LADEMANN, 2020; ROLLAND et al., 1993; SCHAEFER;
LADEMANN, 2001; SCHAEFER; BLUME-PEYTAVI; STERRY, 2006). Diversos tipos
de nanoparticulas podem ser empregados para entrega de ativos via folicular, mas as
nanoparticulas poliméricas sdo 0s nanossistemas mais estudados para esse fim
(FANG et al., 2014).

Em outro estudo, Lademann e colegas investigaram o comportamento de
penetracdo de nanoparticulas de PLGA (320 nm) contendo corante e verificaram que
as nanoparticulas penetram mais profundamente nos foliculos do que a forma néao-
particulada, quando uma massagem foi aplicada, simulando o movimento das hastes
dos pelos (Figura 11). Além disso, o comportamento de armazenamento foi avaliado
in vivo, em pele humana, e as nanoparticulas permaneceram nos foliculos por até 10
dias, enquanto a forma livre foi detectada por apenas 4 dias. (LADEMANN et al.,
2007). Uma vez que nao penetrem através da epiderme, as nanoparticulas sao

eliminadas com o tempo, através do fluxo natural de sebo (PROW et al., 2011).
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Figura 11 - Acumulo de corante nos foliculos pilossebaceos. Pele tratada com corante nanoparticulado
(a) e corante nao particulado (b) com massagem. Pele tratada sem aplicagdo de massagem com
corante nanoparticulado (c) e corante n&o particulado (d).
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Fonte: Adaptado de Lademann et al. (2007, 2009) e Prow et al. (2011).

Estudo similar foi realizado por Alvarez-Roman et al. (2004) com
nanoparticulas de PCL contendo um ativo hidrofébico (255 nm), e também foi
identificado aumento significativo da penetragéo e concentragéo do ativo nas camadas
mais profundas do foliculo, em comparacdo com uma formulagdo nao particulada na
mesma concentracao. Os autores atribuiram esse efeito a elevada area superficial das
nanoparticulas, que facilita o contato da molécula encapsulada com o estrato cérneo.

As glandulas sebaceas associadas aos foliculos fornecem um alvo potencial
para a distribuicdo de medicamentos antiacne e outras disfun¢des das glandulas
sebaceas (JUAN et al., 2012). Diferentes formulagdes de nanoparticulas poliméricas
foram preparadas para o tratamento topico da acne, principalmente formulagées com
agentes antimicrobianos e retindides, como adapaleno. Uma grande vantagem
reportada por esses ensaios € a melhora da tolerabilidade aos retindides, inferindo a
protecdo do ativo pela nanoparticula (PAPAKOSTAS et al., 2011).

Os primeiros experimentos de Schaefer e colegas com particulas de PLGA
carregadas com adapaleno ja mostraram o papel benéfico dos sistemas de entrega
de farmaco particulados para administragéo intrafolicular e um tratamento mais bem
sucedido para acne. Aplicando o sistema de entrega nanoparticulado (0,1% de
adapaleno) em dias alternados, ou uma formulagdo 10 vezes menos concentrada
(0,01%) todos os dias, os autores observaram uma atividade equivalente a aplicagao
diaria de um gel aquoso de adapaleno (0,1%). Ainda, foi observada a diminui¢cdo da
irritacéo, tanto em pele de coelho, como em voluntarios humanos (ROLLAND et al.,
1993).
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No que se refere ao tamanho das nanoparticulas, até hoje, ndo existem
evidéncias de que nanoparticulas com tamanho superior a 40 nm penetrem além do
foliculo. (PATZELT; LADEMANN, 2020). Patzelt et al. (2011) investigaram
nanoparticulas com tamanhos variando entre 100 e 1000 nm, e nanoparticulas de 300
a 600 nm penetraram mais profundamente nos foliculos capilares, independente do
material utilizado, indicando que a penetracdo dependeria mais do tamanho do que
do material utilizado. No entanto, de acordo o artigo de revisdo de Guterres, Alves e
Pohimann (2007), a maioria das nanoparticulas poliméricas destinadas ao tratamento
tépico apresentaram tamanhos entre 200 e 300 nm e também demonstram bons
resultados de permeacéao). Ainda com relagdo ao tamanho, Handjani e Ribier (2001),
sugeriram que nanoparticulas com tamanho entre 50 e 500 nm e PDI em torno de 0,2
sao preferiveis para tratamentos terapeuticos ou cosméticos via aplicagao topica.

Diversas caracteristicas das nanoparticulas podem influenciar a extensao de
penetracao e transporte desses sistemas através da pele. Além do tamanho, inclui-se
a forma, carga, propriedades de superficie e estado de agregagédo. Além disso, o
veiculo utilizado para a aplicacdo na pele e as condi¢cdes da pele, que pode estar com
a barreira alterada ou inflamada, por exemplo, podem afetar o grau e a profundidade
da penetracdo Desse modo, uma vez que o potencial e as consequéncias da
penetracdo de nanoparticulas no tecido vivo ainda ndo foram determinadas
conclusivamente, elas devem ser avaliadas caso a caso quanto a sua atuagao e riscos
(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; LADEMANN et al., 2011; ROBERTS et al.,
2017).

Embora a aplicagdo de nanoparticulas represente um campo emergente e
promissor na area da dermatologia, e que uma vasta gama de nanossistemas estédo
em desenvolvimento e passando por testes clinicos avangados, relativamente poucos
conseguiram uma tradu¢cado completa para a pratica clinica devido a necessidade de
uma rigorosa demonstragao de segurancga e eficacia. As agéncias reguladoras estao
tomando medidas para avaliagdo toxicolégica e farmacolégica de novos produtos
baseados em nanotecnologia. No entanto, pesquisas com o objetivo de elucidar
melhor a penetragao dos nanocarreadores, a liberagcdo dos ativos, e suas interagdes
com outras moléculas e entidades bioldgicas, sdo necessarias para facilitar a
regulamentacdo desses promissores sistemas de entrega de farmaco (JUAN et al.,
2012; PATZELT; LADEMANN, 2020; ROBERTS et al., 2017).
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Resumidamente, a partir dessa revisao, foi apresentada reportada a demanda
de novos tratamentos para a acne, e o B-cariofileno (BCP), foi identificado como um
potencial agente antiacne, pois possui diversas atividades farmacologicas exploradas
na literatura cientifica que também se relacionam ao desenvolvimento da doenca.
Além disso, foi demonstrado que a incorporacdo de ativos em nanoparticulas
poliméricas, especialmente de polimeros biodegradaveis e biocompativeis, fornece
diversas vantagens sobre sistemas de entrega convencionais. Ainda, segundo a
literatura nanoparticulas poliméricas, quando administradas topicamente, sao
capazes de formar um depésito nos foliculos, melhorando a eficacia terapéutica de
doencgas de pele, inclusive a acne.

Considerando o estado da arte, a combinagao do BCP com a nanotecnologia,
a partir do desenvolvimento de nanoparticulas de PCL, mostra-se como uma
alternativa com grande potencial para a aplicagdo tanto como medicamento, como
cosmético, visando o tratamento tépico da acne. Especialmente, em fungédo da
possiblidade de agéo terapéutica multifatorial, e de entrega direcionada, controlada e
prolongada do ativo no local de acometimento da doenca, o foliculo pilossebaceo.
Além disso, a incorporacdo do BCP em nanoparticulas pode melhorar sua

biodisponibilidade e evitar sua oxidagao e volatilizagio.
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CAPITULO Ill - MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Foi utilizada poli(e-caprolactona) (PCL) de duas massas molares numéricas
médias: Mn = 80 kDa (Sigma-Aldrich) e Mn = 12,5 kDa (IP = 2,07, sintetizada para
este trabalho), referenciados no texto como APCL e BPCL, respectivamente.

Para a polimerizacado da e-caprolactona (Sigma-Aldrich) a enzima Novozym
435 foi gentilmente doada pela Novozymes Brasil. Diclorometano (DCM, P.A. 99,8%),
etanol (EtOH, P.A. 99,8%) e acetona (ACT, P.A. 99,8%) foram adquiridos da Vetec
Quimica (Brasil). E peneiras moleculares tipo 4A (Sigma-Aldrich) foram utilizadas na
reacao e para conservar a umidade do monémero e da enzima.

Para preparacao das dispersdes de nanoparticulas contendo o ativo [-
cariofileno (BCF, pureza = 95%, Sigma-Aldrich) pelo método de miniemulsificacao-
evaporagao do solvente, crodamol GTCC (Alpha Quimica) e 6leo resina de copaiba
(extraido, caracterizado e gentilmente cedido pelo prof. Dr. Valdir Veiga) foram
utilizados como coestabilizadores. Cloroférmio (CHCIs, Vetec, P.A.) foi utilizado como
solvente, dodecil sulfato de sédio (SDS, Vetec) como surfactante e agua destilada
como meio continuo.

Acetonitrila (ACN) e tetrahidrofurano (THF) padrao HPLC, ambos J.T. Baker,
foram utilizados para as analises de eficiéncia de encapsulacdo do BCF (HPCL) e
massa molar do polimero (GPC), respectivamente. Todos os reagentes foram

utilizados como recebidos.

3.2 METODOS

3.2.1 Sintese de Poli(e-caprolactona) por abertura de anel via enzimatica

A sintese da Poli(e-caprolactona) de menor massa molar (APCL) foi realizada
por polimerizagdo enzimatica por abertura de anel (e-ROP) do mondémero ¢-
caprolactona (e-CL) conforme adaptagcdo de metodologia descrita por Beltrame et al.
(2021) e Guindani et al. (2017). Previamente a sintese, ¢-CL foi seca sob vacuo (0,1

bar) e 100 °C, durante 24 h e armazenada em dessecador sobre silica e peneiras
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moleculares de 4 A. A enzima (Novozym 435) também foi seca a vacuo (0,4 bar) e 70
°C, durante 16 h e armazenada em dessecador sobre silica e peneiras moleculares
de 4 A.

A reacéao foi realizada em sistema fechado, durante 2 h, a temperatura de
65°C (banho de 6leo) e agitagdo magnética. Foi utilizado tolueno como solvente na
propor¢cao massica 1:2 de solvente:monémero. Os teores de enzima e de peneira
molecular foram fixados, respectivamente, em 5%m e 1%m em relacdo a massa de
mondmero. Apos a polimerizagdo, o material foi purificado por solubilizagdo em
diclorometano (DCM), seguida da separagao das enzimas e peneira, por filtracdo. Em
seguida, PCL foi precipitada em uma mistura de etanol (EtOH) e acetona (ACT)
gelados, na proporc¢ao de 7:3. A proporg¢ao volumétrica de DCM e EtOH/ACT foi de
1:6. O polimero foi entéo filtrado e seco a temperatura ambiente, sob vacuo, até obter

peso constante.

3.2.2 Massa molar da PCL

A Cromatografia por permeacao em gel (GPC) foi realizada para determinar
as massas molares médias da PCL. Foram analisadas solugdes 0,5%-pcL:THF,
preparadas diluindo 0,02 g do produto da sintese em 4 mL de THF e filtrando em filtro
de nylon com didmetro de poros de 0,45 ym. Um volume de 20 pL foi injetado em
cromatografo liquido de alto desempenho (HPLC, modelo LC 20-A, Shimadzu), com
trés colunas Shim Pack GPC 800 Series (GPC 801, GPC 804 e GPC 807), também
da Shimadzu. O THF foi utilizado como eluente com vazao de 1 mL.min"" a 40 °C. A
calibragdo do equipamento foi realizada com padrbes de poliestireno cujas massas
molares variavam de 580 a 9,225 x 10 g.mol".

As analises foram realizadas no Laboratério de Controle de Processos (LCP),
do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA), da
UFSC.

3.2.3 Preparo dos sistemas nanoestruturados

As dispersdes de nanoparticulas foram obtidas através da técnica de

miniemulsificacdo-evaporagcao do solvente. Tendo como base as formulacbes e
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procedimentos utilizados por Musyanovych et al. (2008), Leimann (2011) e Peres
(2012), foi realizado um estudo prévio variando algumas condigdes visando aprimorar
as caracteristicas da particula para melhor aplicabilidade como ativo antiacne para
tratamento topico. O objetivo principal foi obter um tamanho de particula entre 200 e
500 nm, que, de acordo com a literatura, € uma faixa de tamanho considerada segura
para uso topico e ideal para permeacgao via folicular (HANDJANI; RIBIER, 2001;
LADEMANN et al., 2011; PATZELT et al., 2011; PATZELT; LADEMANN, 2020). O
estudo prévio com os experimentos realizados para definir as formulagdes encontra-
se detalhado no Apéndice C, apresentando as condi¢gbes avaliadas e o resultado de
diametro médio das gotas, das particulas e indice de polidispersao das formulagées
que apresentaram estabilidade, bem como a conclusdao baseada nestes ensaios.
Dentre as condi¢cdes avaliadas estdo: o tipo de surfactante (surfactantes nao
ibnicos(Tween 80, Span 80, Pluronic, Lutensol AT11 e AT50), ou surfactante aniénico
SDS); a concentracao de surfactante e do coestabilizador Crodamol; uso de diferentes
solventes (cloroférmio e diclorometano); a concentragéo de polimero, variando entre
3 e 6%m em relagéo ao solvente para o APCL e entre 9 e 20%m para o BPCL (devido
a maior solubilidade do BPCL foi possivel usar concentragdes mais elevadas em
comparagao com o APCL); amplitude e tempo de sonificacédo; e a quantidade de fase
organica.

A partir do estudo preliminar, foram definidas as formulagées contendo
apenas crodamol nomeada como 03-C e 11-C, para a nanoparticula com APCL e
BPCL, respectivamente. As formulagdes com APCL (Tabela 1), foram numeradas de
01 a 08, e as com BPCL (Tabela 2) de 09 a 16. Com relagéo a incorporagao do BCF,
foram preparadas nanoparticulas nas proporgdes massicas de 50%m (02-BCF e 10-
BCF) e 100%m (01-BCF e 09-BCF) em relagao ao polimero. Além de formulagdes do
BCF com crodamol (C) ou 6leo de Copaiba (OC) nas proporgdes massicas de 20, 50

e 100% m de coestabilizador em relagao ao polimero.
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Tabela 1 - Formulagdes das dispersbes coloidais preparadas pelo método de miniemulsificagao-
evaporacao do solvente com poli(e-caprolactona) de 80 kDa (APCL), para encapsulagdo de [3-
cariofileno (BCF).

Dispersées 01- 02- 03- 04 - 05 - 06 — 07 - 08 —
P BCF  BCF C C/IBCF C/BCF OC OC/BCF OC/BCF
B-Cariofileno 100%? 50%?2 50%2  80%? 50%? 80%?
s Crodamol 100%2  50%2  20%:2
o -—
® & Oleo de
o § Copaiba 100%2  50%# 20%3
APCL 03¢
Cloroférmio 1049
(1] "
8 2 Agua 24 g
L3
< SDS 0,7%?®

a Porcentagem massica em relagédo ao polimero (%.atvoapcL); ® Porcentagem massica em relagdo a
fase organica (solvente, polimero, B-cariofileno e crodamol ou éleo de copaiba) (%spsiFo).
Fonte: Autora (2021).

Tabela 2 - Formulagdes das dispersbes coloidais preparadas pelo método de miniemulsificagao-
evaporacao do solvente com poli(e-caprolactona) de 12,5 kDa (BPCL), para encapsulagao de (-
cariofileno (BCF).

Disperses 09 - 10 - 11 - 12 - 13 - 14 - 15 - 16 -
P BCF  BCF Cc C/BCF CIBCF ocC OC/BCF OCI/BCF
B-Cariofileno 100%?2 50%?2 50%? 80%? 50%:2 80%:2
5 Crodamol 100%2  50%2 20%:2
g < Oleo de
§ §., Copaiba 100%? 50%2 20%?
BPCL 1,59
Cloroférmio 1049
o & Agua 249
»n O
c 3
-3 SDS 0,7%>

2 Porcentagem massica em relagéo ao polimero (%atvorsrcL); ° Porcentagem massica em relagéo a
fase organica (solvente, polimero, 3-cariofileno e crodamol ou 6leo de copaiba) (%sbs/Fo).
Fonte: Autora (2021).

Ambas as fases, aquosa e organica, foram preparadas separadamente e
mantidas sob agitacdo magnética por 20 min, para a completa solubilizacdo. Entao,
as duas fases foram unidas e mantidas sob agitagdo magnética por mais 30 min. A
miniemulsificagdo das fases se deu com o uso da sonda de ultrassom (Fischer
Scientific, Ultrasonic Dismembrator Model 500, 400 W com ponta de '2”), com
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amplitude de 70%, durante 2 min, em regime de pulso (30 s on e 10 s off) e em banho
de gelo, para minimizar o aumento da temperatura. A miniemulséo foi transferida para
um Erlenmeyer para a evaporagdo do cloroféormio, a temperatura de 40°C, sob
agitacao branda, durante a noite. Por fim, as dispersées coloidais foram recolhidas em

frascos ambar e armazenadas sob refrigeracéo a 4 °C.

3.2.4 Tamanho médio das nanoparticulas

A determinacao do didmetro médio das particulas em intensidade (dr), € do
indice de polidispersao (PDI) foi realizada em equipamento Zetasizer Nano S, da
Malvern Instruments, através da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS).
Sendo as analises realizadas no Laboratério de Controle de Processos (LCP) do
departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos (EQA) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC).

As amostras foram preparadas diluindo as dispersées em agua destilada para
que a contagem de fotons das analises esteja na faixa de 200-500 k.s™'. (NOBBMANN,
2015) As medidas foram realizadas em cubetas de vidro, a 25°C e com os valores
determinados pela média de trés medidas, obtidas a partir de 12 leituras. Os
resultados de dp e PDI iniciais estdo expressos em valor médio + desvio padréo (o)

referentes a duplicatas ou triplicatas das dispersoes.

3.2.5 Determinagao do pH e estabilidade quimica das dispersoes de

nanoparticulas

O pH dos sistemas coloidais foi determinado em um pHmetro (lonLab, modelo
pHS-3E) previamente calibrado com solugbes tampéo padréo de pH 7,0 e 4,0, com
preciséo de * 0,01. As medidas foram obtidas inserindo o eletrodo de vidro (Kasvi,
K38-1465) diretamente nas dispersdes e aguardando a estabilizagdo do valor. Os
valores de pH inicial estao expressos em valor médio + desvio padréo (o), referentes
a duplicatas ou triplicatas das dispersdes.

Para avaliar a estabilidade quimica das dispersdes coloidais foram realizadas
medidas de pH de acordo com o procedimento descrito acima, a cada 15 dias por um

periodo de 3 meses.
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3.2.6 Estabilidade fisica das dispers6es de nanoparticulas

Para avaliar a estabilidade estatica das dispersdes, foram realizadas medidas
de de e PDI, conforme descrito no item 3.2.4, a cada 15 dias, durante 3 meses. Os
valores foram analisados estatisticamente através de ANOVA de medidas repetidas,
seguida de teste Tukey, utilizando o software Past, para definir a partir de que dia o
diametro e/ou o PDI das nanoparticulas variaram significativamente (p<0,05) em
relagdo aos valores iniciais, indicando uma possivel desestabilizagdo dos sistemas
coloidais.

Adicionalmente foram realizados ensaios de estabilidade acelerada na
temperatura de 25 °C, em centrifuga analitica (LUMiSizer®, LUM GmbH, Alemanha)
a uma velocidade de rotagado de 4000 rpm, simulando a ac&o acelerada da gravidade.
Perfis de transmissao de luz foram registrados a cada 30 s, gerando o grafico de
impresséo digital da amostra e definindo o indice de instabilidade, com base na
alteracado da luz transmitida através da amostra em fungéo do tempo.

Trés dispersdes de cada polimero, uma de cada tipo de sistema, apenas com
cariofileno (02-BCF e 10-BCF), com crodamol (05-C/BCF e 12-C/BCF) ou com o6leo
de copaiba (07-OC/BCF e 15-OC/BCF), foram escolhidas a partir de suas
caracteristicas de tamanho, PDI, eficiéncia de encapsulagao e tempo de estabilidade
estatica, para avaliar o comportamento de desestabilizagdo a partir do grafico de
impressao digital e indice de instabilidade. Para esse ensaio o proprio latex, apos
evaporagao do solvente foi analisado, sem diluigdes prévias, e o tempo de analise foi
de 25 h. Por um periodo mais curto, 1,04 h, também foram analisadas amostras de
todas as formulacées com o teor de solidos reduzidos a 0,2%m, visando uma nogao
comparativa da estabilidade entre as diferentes formulagdes de um mesmo polimero,
a partir do indice de separagao (LUM GMBH, 2020).

3.2.7 Potencial Zeta
Os valores de potencial Zeta (PZ) foram determinados pela técnica de laser

doppler velocimetria associada a microeletroforese. Essa analise foi realizada no

Laboratdrio Interdisciplinar de Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN), da
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UFSC, em um Zetasizer Nano ZS 3600 (Malvern Instruments), acoplado a um titulador
automatico programado para variar o pH do meio entre 3 e 7. As analises foram
realizadas a 25°C e as amostras foram preparadas reduzindo-se o teor de sdlido das

dispersdes com agua destilada para 0,2%m.
3.2.8 Morfologia das nanoparticulas

As amostras para analise de microscopia eletrénica de transmissédo (TEM,
JEM 2100F, 100Kv) foram preparadas depositando uma gota das dispersdes diluidas
(teor de solidos 0,5%m), em grid de cobre recoberto com carbono (300 mesh). As
amostras foram analisadas apds secagem a temperatura ambiente por 24 h, no
Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

3.2.9 Eficiéncia de Encapsulagao do B-Cariofileno (EEgcF)

A eficiéncia de encapsulacdo do [-Cariofileno nas nanoparticulas foi
determinada pelo método de ultrafiltragao/centrifugacéo a partir de adaptagdes dos
procedimentos de Faria (2014) e Pacheco (2014). O método consiste em submeter as
dispersbes coloidais a centrifugagdo por 30 min e 13400, em dispositivos de
ultrafiltracdo de 0,5 mL constituidos de celulose regenerada, Amicon® (Millipore).
Desse modo, passam pela membrana de 10 kDa os ativos livres, ou nao
encapsulados, e sua concentracdo € quantificada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPCL).

A eficiéncia de encapsulagdo (EEpcr) foi obtida através da Equagéo 1,
relacionando a concentragdo de ativo incorporado (CgcF,incorporado), Obtida pela
diferenga entre a concentragao tedrica (Cpcr,Tesrica) € @ concentragdo de ativo livre

(CgcrF.Livre), com a concentragao teorica (Cpcr,Tesrica), multiplicado por 100.

CIBCF Incorporado CBCF.Teéri.co - CBCF.Li.vre

X 100 = X 100

EEgcr (%) =
PeF CBCF.Teéri.co CBCF.Teéri.co (1 )

3.2.9.1 Doseamento do teor de B-Cariofileno livre
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A concentracao de B-Cariofileno no ultrafiltrado (Cgcr iivre) foi determinada em
cromatoégrafo liquido LC-202 HPLC (Shimadzu), equipado com coluna Supelcosil (250
x 4,5 mm, 5 ym, Supelco) e uma pré-coluna do mesmo material LC-18 (20 x 4 mm, 5
pm, Supelco), com detector UV (SPD-20%, Shimadzu) e setpoint de 221 nm.
Acetonitrila (ACN) constituiu a fase movel isocratica, com vaz&do molar de 1 mL.min-".
O volume de injecdo da amostra foi de 20 uL e a temperatura do sistema 40 °C.

Os resultados de concentracdo das amostras do filtrado foram obtidos
aplicando os valores das areas dos picos do cromatograma (A) na equagao da reta,
obtida pela curva de calibragao previamente elaborada, conforme Equacao 2.

A — Coef. Linear
Coef.Angular

CBCF.I.i.vre =
(2)
Onde, o fator de diluicdo (FD) foi definido conforme a Equagédo 3,

considerando a diluicdo das amostras em ACN.

FD _Mfiltrado tMacn
Mfiltrado (3)
A concentracao tedrica do BCF, Cpcr,Tesrica, Nas formulagdes apenas com o
ativo ou utilizando o crodamol foi calculada pela Equacao 4 multiplicando a massa de
BCF pela sua pureza de 93% e dividindo pela massa total da dispersao, que é o
somatorio da massa de todos os componentes, exceto o cloroformio. O relatério da

analise de cromatografia gasosa que expressa a pureza do ativo estd no Anexo A.

_ MpcF, formulacao x 0,93
CBCF.Teéri.co -

nzdi.sperséo (4)

Para as formulagdes contendo OC, o calculo da concentragao tedrica de BCF
na formulagdo (CpcF,Tesrica) incluiu um segundo termo na Equacgao 4. Esse termo
considera 34% da massa de OC como BCF, de acordo com a composi¢ao do dleo
(Equacao 5). O relatério com a caracterizagdo do OC encontra-se no Anexo B
(VEIGA, 2020).

_ nzBCF.fcrmulagéo X 0,93 + nlOC.fcrmulagéo X 0,34
CBCF.Teéri.co -

nzdi.sperséo (5)
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3.2.9.2 Corregéo para as dispersées contento OC

A Equacgao 5 expressa a concentracao tedrica real de BCF nas dispersdes
com OC, no entanto, o método utilizado nao é especifico para a identificacédo do BCF
no 6leo. Ou seja, através desse método, outros componentes presentes no OC séo
absorvidos no mesmo pico que o BCF e quantificados como tal. Isso € uma dificuldade
quando se analisam 6leos com componentes similares em sua composi¢ao. Por essa
razao, ao fazer a analise do 6leo puro através da metodologia descrita anteriormente
(3.2.9.1), um teor de 66% do 6leo foi identificado no mesmo tempo de retengédo do
BCF (Anexo C), enquanto sabe-se que ele possui apenas 34% de BCF em sua
composi¢do. Assim, a concentragdo de ativo livre, calculada pela Equagao (2) fica
superestimada e para calcular a real eficiéncia é necessario fazer uma correcéo na

composicao teodrica, considerando 66% do ativo no dleo (Equagéo (6).

_ nzBCF.fcrmulagéo X 0,93 + nlOC.fcrmulagéo X 0,66
CBCF.Teéri.co.Corri.gi.da -

nzdi.sperséo (6)

3.2.9.3 Construgao da curva analitica

A curva analitica relaciona a area do cromatograma, no eixo das ordenadas,
com a concentracado de BCF, no eixo das abscissas (Figura 12). Foram analisadas
solugdes com concentragdo variando entre 0,05 e 0,5 mg.g™' (n=18), preparadas a
partir da diluicdo de uma solugdo méae na concentragéo de 5,2 mg.g™' de B-cariofileno
em acetonitrila. A equagido da reta e o coeficiente de determinagdo (R?) estdo
representados no grafico. A linearidade dos dados foi identificada, uma vez que as
areas sao diretamente proporcionais a concentragéo do ativo, com R? igual a 0,993.
De acordo com normas da ANVISA (2003), coeficientes maiores que 0,99
caracterizam linearidade e indicam que a curva analitica pode ser utilizada para
predicdo de valores experimentais. Ademais, o valor do coeficiente linear, ou
intercepto, foi avaliado estatisticamente e ndao apresentou valor significativo em
relacédo a hipétese nula (0,0) a um grau de significancia de 5%, portanto a equacéao é

valida e o coeficiente € mantido.
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Figura 12 - Curva padréo para quantificar o teor de B-Cariofileno.
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Fonte: Autora (2021).

3.2.10 Propriedades Térmicas

O estudo térmico foi realizado na Central de Analise do Departamento de
Engenharia Quimica e de Alimentos, da UFSC, em um Calorimetro Diferencial de
Varredura 4000 (DSC Jade, Perkin EImer), com amostras de aproximadamente 6 mg
das nanoparticulas liofilizadas e dos polimeros secos (APCL e BPCL). A analise
ocorreu em atmosfera inerte (20 mL.min'), com temperatura variando de -10 a 100
°C, para nanoparticulas contendo crodamol, e 0 a 100 °C, para as demais.
Primeiramente, o histérico térmico das amostras foi removido a uma taxa de
aquecimento de 20 °C.min-1 e taxa de resfriamento de -10 °C.min"'. Posteriormente,
as amostras foram submetidas a um segundo aquecimento a uma taxa de
aquecimento de 10 °C.min-1.

Os termogramas foram analisados utilizando o software Pyris. Para cada
amostra, foram determinadas a temperatura de fusdo (Tf) e a variagdo da entalpia de
fusao (AHfr), a partir do segundo aquecimento, e a temperatura de cristalizacéo (T¢) e
variagao da entalpia de cristalizagao (AHc), no resfriamento.

Nanoparticulas brancas foram sintetizadas conforme metodologia descrita no
item 3.2.3, sem a insercéo de B-cariofileno, crodamol ou 6leo de copaiba, para realizar
comparagdes no estudo térmico com as nanoparticulas carregadas e com o polimero

puro.
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Para a liofilizagédo, 2 mL das dispersdées de nanoparticulas foram congeladas

a -20 °C, e, posteriormente, liofilizadas (L101, Liotop, Brasil) por 48 h.

3.2.11Atividade Antimicrobiana

Os ativos BCF, oleo de copaiba e as dispersdes 12-C/BCF e 15-OC/BCF,
foram avaliados quanto sua acdo antimicrobiana para a bactéria Propionibacterium
Acnes (P. acnes). As dispersdes, cada uma com um coestabilizador (OC ou crodamol)
foram escolhidas por sua maior estabilidade, concentracdo e eficiéncia de
encapsulacao do BCF.

A metodologia utilizada foi a microdiluicdo em caldo, seguindo as diretrizes do
Clinical and Laboratory Standard Institute, CSLI M11-ED9:2018, com modificacéo do
meio de cultura, para favorecer o crescimento bacteriano (CEBRIAN et al., 2018; CLSI,
2018). Os ensaios foram realizados em triplicata, seguindo o procedimento descrito
com mais detalhes a seguir, para determinar a concentracéo inibitoria minima (CIM) e

concentrac&o bactericida minima (CBM).

3.2.11.1 Obtencgéo da linhagem bacteriana

Foi utilizada uma cepa de P. acnes (Cutibacterium acnes, ATCC® 6919™)
pertencente a colegcao da Fundagao André Tosello (FAT), Campinas, SP. A cepa foi
mantida sobre criopreservagao a -80°C, em ultrafreezer, até sua utilizagao para os
ensaios de atividade antimicrobiana.

Seguindo a recomendacédo da FAT, foram utilizados o meio de cultura
Reinforced Clostridium Médium (RCM) e Reinforced Clostridium Agar (RCA), ambos
da Merck.

3.2.11.2 Reativagéo da cepa

Apos ser removida do ultrafreezer a cepa foi reativada em caldo RCM, e
incubada por 48 h, a 37°C. A viabilidade e pureza da linhagem foram avaliadas a partir
da diluicado seriada e plaqueamento em meio agar (RCA) de um repique do cultivo de

reativagdo, verificando se apenas a bactéria de interesse havia crescido na placa. O
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cultivo em meio RCA foi realizado semeando e estriando uma amostra de 10 uL do

meio de cultivo e foi incubado por 48 h, a 37°C.

3.2.11.3 Padronizacéo do inoculo

Inéculos bacterianos foram preparados pelo método de suspensao de colonia.
Para tal, aproximadamente 5 colénias bem isoladas e com tamanhos aproximados,
provenientes do cultivo em agar foram suspensas em tampéao fosfato salino estéril,
PBS, até obtencdo de turbidez correspondente a 0,5 da escala McFarland, que
corresponde a 108 unidades formadoras de colénia por mL (UFC.mL™"). Em seguida,
foi feita uma diluicdo de 1:10 em PBS para se obter uma concentragcao de células
bacterianas de 10" UFC.mL"".

O padréao de turbidez de 0,5 McFarland foi preparado a partir da unido de 0,5
mL de cloreto de bario (BaClz2) a 1,175%m/v com 99,5 mL de &cido sulfurico (H2S04)
a 1% v/v. Em leitura em espectrofotdmetro, o padrao deve apresentar absorbancia
entre 0,08 e 0,13 a 625 nm.

3.2.11.4 Solugbes dos agentes antimicrobianos

Para preparar as solugbes do 6leo de copaiba e BCF pesou-se 0,1 g em
balbes volumétricos de 5 mL, acrescentou-se 0,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO, 10%
v/v) e 0,5 g Tween80® (10% m/v). O balao foi aferido com caldo RCM, obtendo uma
concentragéo final de 20 mg.mL"".

Para as solugdes das dispersdes de nanoparticulas contendo o ativo, em
baldo volumétrico de 5 mL, foi pesada a massa de dispersdo necessaria para atingir
a concentragdo de 20 mg.mL™", considerando a concentragdo de BCF nas mesmas, e
o volume foi aferido com o meio RCM. Na formulagao contendo OC a concentragao

de BCF também foi considerada.

3.2.11.5 Microplacas para o ensaio

A Figura 13 representa esquematicamente a montagem do ensaio de

microdiluicdo em caldo e a concentragdo dos agentes antimicrobianos em cada
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coluna. Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 pogcos em forma de “U”, de
poliestireno (CRALPLAS), com 12 colunas, numeradas de 1 a 12, e 8 linhas,

nomeadas de A a H.

Figura 13 - Esquema da técnica de microdiluigdo em caldo RCM para teste da atividade antimicrobiana
do 6leo de copaiba (OC), B-cariofileno (BCF) e das dispersdes de nanoparticulas, frente a bactéria P.
Acnes.
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Fonte: Adaptado de Faria (2014).

Primeiramente, foram distribuidos em cada po¢co da microplaca 100 pL de
caldo RCM da coluna 2 a 11, nas linhas de A a G. Em cada placa foram testados dois
agentes antimicrobianos (BCF, éleo de copaiba e as dispersées 12-C/BCF e 15-
OC/BCF). Na coluna 1, nas linhas de A a C (azul), foram colocados 200uL da solugao
do agente antimicrobiano 1, e nas linhas D a F (vermelho) do agente antimicrobiano
2, ambos na concentragédo de 20 mg.mL-' dos componentes ativos.

Os pogos da linha H (amarelo) foram utilizados como controle para verificar
se 0s componentes utilizados para solubilizar os ativos e as dispersdes ou os demais
componentes das formulagbes poderiam interferir na atividade antimicrobiana.
Portanto, para os ensaios dos agentes OC e BCF livres, foram adicionados 200 uL de
uma solugado de meio RCM contendo 10% v/v de DMSO e 10% m/v de Tween80® .
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Para os ensaios das dispersdes, foram adiconados 100 uyL das dispersdes de
nanoparticulas brancas preparadas apenas com polimero e SDS na fase dispersa
(Np-Branca BPCL), da coluna 1 a 6 e de nanoparticulas com crodamol (11-C), da
coluna 7 a 12. As dispersdes utilizadas como controle foram diluidas em meio RCM
para obter uma concentragdo de nanoparticulas, e consequente, de polimero,
surfactante e coestabilizador, equivalentes a concentragcao das dispersdes utilizadas
nos ensaios contento os ativos antimicrobianos.

Em seguida, foram realizadas as diluicdes seriadas, nas linhas Aa F e H. O
procedimento foi realizado retirando 100 uL da coluna 1 e transferidos para a coluna
2 e homogeneizados. O procedimento foi realizado de maneira sucessiva até a coluna
numero 11, da qual 100 pL foram retirados e descartados para igualar o volume de
todos os pocos. A Linha G foi utilizada como controle positivo para de crescimento
microbiano, ndo recebendo solugdes dos antimicrobianos livres ou dispersdes
contendo os agentes encapsulados.

Na ultima etapa do processo, 5 uL de in6culo, preparado conforme descrito
no item 3.2.11.3 foram adicionados em todos os pocos, exceto na coluna 12 que foi
destinada para o controle da esterilidade das solugdes analisadas. A diluicao final do
indculo nos pogos ficou na faixa de 5 x 105 UFC.mL"" ou 5 x 10* UFC por pogo. Por
fim, as microplacas foram incubadas por 48 h, em jarra de anaerobiose acrilica (2,5 L,
Permution). As condi¢gbes anaerdbias foram estabelecidas utilizando o gerador de
atmosfera Anaerobac® (Probac, SP). Seguindo as indicagbes do fabricante, foram
distribuidos 15 mL de agua estéril sobre toda a superficie absorvente do gerador, e,
posteriormente, foi incluida a fita indicadora, que, através da mudancga da coloragao

azul para branca confirmava o ambiente anaerdébio.

3.2.11.6 Determinacédo da Concentrac¢&o Inibitéria Minima (CIM)

Apoés as 48 h de incubacgao das placas, foi realizada a leitura para a definicdo
da Concentragao Inibitéria Minima (CIM). Sendo definida como a menor concentragao
de agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento da bactéria
nos pogos. A determinacao foi feita a olho nu, comparando o crescimento entre os
pocos da mesma coluna nas linhas A-C (agente antimicrobiano 1) ou D-F (agente

antimicrobiano 2) com a linha G (controle positivo).
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3.2.11.7 Determinagdo Concentrag&o Bactericida Minima (CBM)

O conteudo dos pogos que nao apresentaram crescimento bacteriano foi
plagqueado em meio agar (RCA) e encubado a 37 °C por 48 h. A concentragao a partir
da qual ndo houve crescimento bacteriano foi definida como a concentragao
bactericida minima (CBM), indicando que o agente antimicrobiano eliminou as

bactérias completamente.

3.2.12 Citotoxicidade

A atividade citotoxica do BCF e das dispersdes 02-BCF, 05-C/BCF, 10-BCF e
12-C/BCF foi avaliada em duas linhagens celulares murinas, macréfago (RAW267) e
fibroblasto (NIH3T3). Para avaliar a viabilidade celular foi realizado o teste
colorimétrico com o Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) (MTT),
seguindo a orientagcdo da normativa da I1ISO 10993-05 (ISO, 2009). Esse ensaio
consiste na avaliacdo da atividade da enzima mitocondrial desidrogenase, presente
apenas em células metabolicamente viaveis. Essas enzimas sdo capazes de reduzir
o sal tetrazdlico (MTT), gerando cristais de formazan, de coloragéo roxa, tornando
possivel a quantificagao espectrofotométrica da citotoxicidade induzida pelo composto
em estudo (FERREIRA, 2018).

As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Eagle Modificado (DMEM),
suplemento com 10% de soro bovino fetal (SBF), Penicilina (100 unidades.mL"),
estreptomicina (100 mg.mL") e glutamina (4 mM.L""), em garrafas de cultura celular
de 25 m,L e mantidas em estufa a 37°C, com 5% de COz, até atingir uma confluéncia
de 80-90%. Todos os cultivos foram realizados a a 37°C, com 5% de CO2

Para propdsitos experimentais, as células foram tripsinizadas e cultivadas em
microplacas de cultura de fundo plano de 96 pocos, na concentragéo de 104 células
por poco, durante 24 h a 37°C, com 5% de CO2. Em seguida, as células foram tratadas
com os diferentes compostos, diluidos em meio DMEM, nas concentragdes de 2, 4,
8 e 16 ug.mL"" de BCF e incubadas por mais 24 h.

ApoOs a incubagdo das células, o meio de cultura foi retirado e foram

adicionados 100 pL da solugdo de MTT (0,5 mg.mL") em cada pogo. A placa foi
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incubada por 3 h, para permitir a reagao de formagao do formazan. Apos o periodo de
incubacgao, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazan foram solubilizados
com a adi¢ao de 100 uL de DMSO por pogo. A absorbancia foi medida em 570 nm,
utilizando um leitor de microplacas (Infanite 200, TECAN). Todos os reagentes foram
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. O calculo da viabilidade celular (Viab) foi
realizado pela Equacgéao 7:

DO
Viab(%) =

x 100
DO,

(7)

Onde, DO é a média das leituras de densidades o6ticas obtidas para cada
concentragao avaliada e DOc é a média das densidades 6ticas obtidas para o controle,
constituido de células cultivadas sem amostras e com 1% de DMSO (concentragao
maxima utilizada para solubilizar o BCF).

Os resultados foram expressos como porcentagem média de sobrevivéncia
desvio padrao (o). Os dados foram analisados estatisticamente através de Analise de
Variancia (ANOVA), seguida de teste Tukey, utilizando o software Jamovi, para definir
se ocorreu diminuigdo significativa (p<0,05) da viabilidade em relagdo ao grupo
controle.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no laboratério de Fisiopatologia
Experimental sob coordenacdo do Prof. Dr. Ricardo Andrez Machado de Avila,

localizado na Universidade do Extremo Sul Catarinense em CriciuUma - SC.

3.2.13 Atividade Anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatdria do BCF e das dispersées 02-8CF, 05-C/BCF, 10-
BCF e 12-C/BCF foi investigada utilizando o modelo inflamatério geral de macréfagos
estimulados por lipossacarideos (LPS). O LPS ativa vias inflamatérias nas células e
induz a secregédo de mediadores inflamatoérios, como as interleucinas (IL), em fungéo
disso, a ag¢ao anti-inflamatdria de compostos bioativos pode ser verificada a partir da
inibicdo da expressdo desses mediadores. A capacidade de compostos bioativos
inibirem a expressao desses mediadores é uma maneira de caracterizar sua ag&o anti-
inflamatodria (FERREIRA, 2018).
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Células RAW267, foram cultivadas na concentragédo de 10* células por pogo
em placa de cultura de fundo plano de 96 pocos e incubadas durante 24 h a 37°C,
com 5% de COz2. Apds o periodo de incubacgao as células foram estimuladas com LPS
(0,1 ug.mL-") e incubado por mais 2 h. Na sequéncia, o meio de cultura contendo LPS
foi removido e os diferentes tratamentos foram adicionados nas concentragdes de 2,
4, 8 e 16 ug.mL"! e incubados por 24 h. O controle negativo foi constituido de células
estimuladas com LPS sem receber tratamento.

O sobrenadante foi subsequentemente utilizado para quantificar os niveis das
citocinas IL-1p3, IL-6 e IL-10, por ensaio de imunoabsorgédo enzimatica (ELISA). Esse
meétodo é baseado em reagdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacgdes
enzimaticas. Para isso, foram utilizados os kits ELISA correspondentes as citocinas
(DuoSet® ELISA, R&D Systems , USA).

Os dados foram expressos como a média + desvio padrao (o) e a analise
estatistica foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA), seguida de teste
Tukey com significancia p<0,05, utilizando o software Jamovi.

O ensaio imunoenzimatico foi realizado no laboratério de Fisiopatologia
Experimental sob coordenacgao do Prof. Dr. Paulo Cesar Lock Silveira, localizado na

Universidade do Extremo Sul Catarinense em Criciuma - SC.
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CAPITULO IV — RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo contém os resultados obtidos para todas as dispersdes de
nanoparticulas poliméricas, com o polimero de maior massa molar (APCL) e de menor
massa molar (BPCL). A apresentacdo e discussdo esta subdividida por tipo de
caracterizagao. Dentre as caracteristicas fisico-quimicas que serao discutidas estdo a
distribuicdo do tamanho de particula e pH, que também possibilitaram avaliar a
estabilidade prolongada, por meio do acompanhamento ao longo de 90 dias. A
estabilidade também sera discutida em funcdo do potencial Zeta, e da estabilidade
acelerada. Ainda, os resultados de eficiéncia de encapsulagcao do ativo BCF, a
morfologia e estudo térmico das nanoparticulas serdo abordados. Apds as
caracterizagdes fisico-quimicas, a potencial aplicabilidade dos nanossistemas como
agentes terapéuticos antiacne sera discutida, com base nos resultados dos ensaios
de atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e citotoxica. Os efeitos serao pautados,
comparando os resultados obtidos para cada polimero, e em fungao das diferentes
concentracdes de B-Cariofileno, considerando os trés tipos de sistemas propostos, na
auséncia de coestabilizador, ou na presenca dos coestabilizadores, crodamol ou dleo
de copaiba (OC).

4.1 Tamanho médio de particulas e pH iniciais das dispersdes coloidais

As dispersdes coloidais, obtidas a partir da técnica de miniemulsificagao-
evaporagao do solvente, apresentaram didmetros médios de particula (dr) dentro de
uma faixa estreita, entre 178 e 220 nm, para todas as formulacdes propostas, tanto
com APCL como BPCL (Tabela 3 e Tabela 4). Os nanossistemas obtidos podem ser
considerados adequados para a aplicagao tépica, segundo Handjani e Ribier (2001),
que recomendam diametros entre 50 e 500 nm, e também estdo de acordo com a
faixa de tamanho de 200 a 300 nm, geralmente obtida para nanopartéculas
poliméricas biocompativeis destinadas a distribuigdo cutanea. (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007). Ainda, os resultados de tamanho estdo de acordo com trabalhos
da literatura que também desenvolveram nanossistemas com PCL destinados ao

tratamento da acne ou condi¢cdes inflamatdrias da pele, encapsulando ativos como
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tretinoina, adapaleno, dapsona, hidrocortisona, acido azelaico e oOleos essenciais
(BARRIOS, 2010; BRUSCHI, 2010; CAZO et al., 2012; FLORES, 2011; KRAUTHEIM;
GOLLNICK, 2003; OURIQUE et al., 2008; PACHECO, 2014; PEREIRA et al., 2016;
ROSADO; SILVA; REIS, 2013; TOIGO, 2015).

Outro parametro importante para caracterizagdo dos sistemas coloidais € o
indice de polidispersao (PDI), que variou entre 0,14 e 0,29, para as formulacdes
desenvolvidas. Quanto menor o valor de PDI, mais estreita e homogénea é a
distribuicdo dos tamanhos de particula, proporcionando uma liberagdo de farmaco
também mais homogénea. Apesar de alguns autores utilizarem nanocarreadores de
farmacos com PDI menor que 0,30, dispersdes de nanoparticulas poliméricas com
PDI menor ou igual a 0,20 sdo mais comumente aceitas como sistema de entrega e
liberagdo controlada de farmaco (GOMEZGAETE et al., 2007; HANDJANI; RIBIER,
2001; LOPALCO et al., 2015). Considerando a ultima referéncia, apenas os sistemas
01-BCF, 09-BCF, 08-OC/BCF e 16-OC/BCF estariam fora da idealidade.

Tabela 3 - Efeito da composi¢do das dispersdes com o polimero de maior massa molar (APCL) no
tamanho médio, indice de polidispersédo e pH iniciais.

01 02 03 - 04 - 05 - 06 — 07 - 08 -
BCF BCF C C/IBCF CIBCF ocC OC/BCF OCIBCF
B-Cariofileno  100%? 50%:2 50%2 80%2 50%:2 80%:2
Crodamol 100% @ 50%2 20%3
Oleo de 100%2  50%2  20%q
Copaiba
dp® 220 190 178 187 188 189 197 210
(nm) +3 +7¢ +1 + 3¢ +6¢ +5 + 3¢ + 1
PDIb 0,25 0,21 0,18 0,20 0,19 0,20 0,21 0,24
+ 0,02 + 0,01 + 0,01 +0,02 +0,02 +0,01 + 0,01 + 0,01
pH® 3,14 3,05 3,13 3,09 3,08 3,21 3,03 3,09

+ 0,06 +0,14¢ +0,03 +0,09 %001 0,01 + 0,02 +0,13

a Porcentagem massica em relagao ao polimero, (%atvoarcL); ® Valor médio de duplicata (n=2); ¢ Valor
médio de triplicata (n=3).
Fonte: Autora (2021).

Tabela 4 - Efeito da composi¢do das dispersdes com o polimero de menor massa molar (BPCL) no
tamanho médio, indice de polidisperséo e pH iniciais.

09 - 10 - 1 - 12 - 13-  14- 15 - 16 —
BCF BCF c CIBCF CIBCF OC  OCIBCF OCIBCF
B-Cariofileno  100%2  50%# 50%2  80%3 50%2  80%3

Crodamol 100% 2 50%32 20%2




91

c?'e°,de 100%2  50%2  20%°

opaiba

dpb 219 187 175 181 193 189 195 209

(nm) £19¢  £14c e £9¢ +4  +12  £9c +4

- 0,29 0.20 0.14 016 014 017 018 023
£006 +002 +001 £002 001 £001 £002 +001

oH 2.99 2.91 208 200 295 294 304 2.93

+0,12¢ +0,2¢ +0,03 +£0,08°¢ +005 +0,09 0,08 £0,10

a Porcentagem massica em relagdo ao polimero, (%atvospcL); ® Valor médio de duplicata (n=2); ¢ Valor
médio de triplicata (n=3).
Fonte: Autora (2021).

Para uma melhor visualizagdo e discussdo dos resultados, na Figura 14 e

Figura 15 sdo apresentados graficos de barras com os valores de dp e PDI das
formulagdes com APCL e BPCL.

Figura 14 - Efeito da composi¢gdo no tamanho médio (a) e indice de polidispersédo (b) das dispersdes
com o polimero de maior massa molar (APCL).
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Figura 15 - Efeito da composicdo no tamanho médio (a) e indice de polidisperséo (b) das dispersdes

com o polimero de maior massa molar (BPCL).

2 20 B 040

235

Diametro média (nm)
n N
S [N
& S
o o
w w
o o

©
o

indice de Polidispersao
o o
N N
(=} v

~
@™

[
2! -1 ako i

@
o

m09-100% BCF 10-50% BCF m11-100% C
m12-50:50% C:BCF 13-20:80% C:BCF = 14-100% OC
®15-50:50% OC:BCF 16-20:80% OC:BCF

Fonte: Autora (2021).

As dispersdes de APCL e BPCL com a mesma propor¢ao de ativos na fase
dispersa, representadas com barras da mesma cor nas Figura 14 e Figura 15,
apresentaram tamanhos muito similares. De acordo com Trierweiler (2009), os fatores
que influenciam no tamanho das nanoparticulas poliméricas séo o ajuste da taxa de
agitacao, o tipo e quantidade de surfactante, a viscosidade das fases organica e
aquosa, a concentragdo de polimero no solvente organico e a temperatura. Dentre
esses fatores, o Unico que variou foi a concentragao de polimero das formulacoes,
que foi maior para o BPCL (15%#Fp), devido a sua maior solubilidade no solvente, em
relacdo ao APCL (3%rp). Consequentemente, a viscosidade das fases organicas foi
similar, possibilitando, com a mesma condi¢cao de sonificagdo, obter nanoparticulas
na mesma faixa de tamanhos.

Os maiores valores de de e PDI foram das nanoparticulas 01-BCF e 09-BCF,
com composigao de 100% de BCF em relagao ao polimero (100%mgcr/rcL). Quando a
concentragao foi reduzida a metade (50% gcrpcL), nas dispersdées 02-BCF e 10-BCF,
o didmetro médio reduziu aproximadamente 30 nm e a homogeneidade no tamanho
de particula para ambos os polimeros melhorou, com PDI menor que 0,21. Isso pode
ser atribuido a redugao no teor de solidos, que passou de 2,7%m (01) para 2,1%m (02)
e de 11,5%m (09) para 8,5%m (10) nas formulagcbes com APCL e BPCL,
respectivamente.

Os sistemas contendo crodamol ou 6leo de copaiba (barras azuis e verdes
das Figura 14 eFigura 15) possuem o mesmo teor de sélidos que as dispersbes 01-
BCF (2,7%m) e 09-BCF (11,5%m), uma vez que também contém 100%m de ativos em
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relagao ao polimero, no entanto, o dr e PDI obtidos foram expressivamente menores.
Esse comportamento evidencia uma maior estabilizacdo dos sistemas e atuagao do
crodamol e Oleo de copaiba como coestabilizadores, minimizando a degradacgao
difusional das gotas na miniemulsdo e reduzindo o tamanho e o PDI das
nanoparticulas (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; LANDFESTER, 2001).

Para as dispersbes com mesma propor¢gao massica BCF:coestabilizador de
um mesmo polimero (azul x verde), as com crodamol apresentaram diametros
menores que as com O6leo de copaiba. De acordo com a literatura, a natureza do
nucleo oleoso de nanoparticulas poliméricas influencia seu tamanho, desse modo, as
diferentes caracteristicas de viscosidades, hidrofobicidade e tensdo interfacial do
crodamol e do 6leo de copaiba causaram as variagdes no didmetro médio (BARRIOS,
2010; LOSA et al., 1993; MOSQUEIRA et al., 2000; YU et al., 1993).

Para as dispersbdes utilizando 6leo de copaiba (verde), o aumento da
quantidade de BCF na formulacéo, por substituicdo de parte do OC, aumentou o dr €
PDI de maneira proporcional (06<07<08 e 14<15<16), levando a uma distribui¢do
mais larga ou heterogénea das formulacées 08-OC/BCF e 16-OC/BCF, com 80%
mpcrrcL. NO entanto, para as dispersdes com crodamol (azul) o aumento do teor de
ativo ndo provocou um efeito claro sobre os valores de dp e PDI, e todos os sistemas
apresentaram PDI inferior a 0,20.

Outra propriedade avaliada inicialmente foi o pH das dispersdes poliméricas.
Os valores estao listados nas Tabela 3 e Tabela 4, e representados em forma de
grafico de barras na Figura 16.a e b, para as formulacbes com APCL e BPCL,

respectivamente.



94

Figura 16 - Efeito da composi¢cado no pH inicial das dispersdes. (a) polimero de maior massa molar,
APCL. (b) polimero de menor massa molar, BPCL.
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Fonte: Autora (2021).

Todas as formulacdes apresentaram carater acido, com valor médio um pouco
superior para as formulagdes com APCL, 3,10 + 0,05, em relacdo as com BPCL, 2,96
+ 0,05. A variagdo da composigao nos 3 tipos de sistemas propostos, apenas com
BCF, crodamol ou OC, néo causou influéncias claras no pH. Na literatura, o pH obtido
para dispersdes com PCL também possuem carater acido, porém, com valores em
torno de 4-5, que pode ser atribuido a uma menor concentracdo de grupamentos
carbonila, devido a menor concentracdo de polimero, quando comparado as
formulacdes deste trabalho (BARRIOS, 2010; BRUSCHI, 2010; LEMOINE et al., 1996;
PACHECO, 2014).

4.2 Morfologia das nanoparticulas

Imagens das nanoparticulas foram obtidas a partir da microscopia eletrénica
de transmissao (TEM), possibilitando identificar sua morfologia. A exemplo das
demais nanoparticulas, foram analisadas as nanoparticulas 05-C/BCF, com o
polimero de maior massa molar (APCL) e 12-C/BCF, com o polimero de menor massa
molar (BPCL), representadas na Figura 17.a e Figura 17.b, respectivamente. Foi
possivel verificar morfologia esférica para ambas as particulas, porém, com algumas
deformagdes nas bordas e alguns borrdes nas imagens. Essa deformagao € comum
para polimeros com baixa temperatura de fusao (Tr), como o PCL, sendo causada
pelo feixe de elétrons do microscéopio, que ao incidir sobre a amostra desfaz
rapidamente as particulas, principalmente as menores, deixando as particulas

maiores mais nitidas. Além disso, a fusdo pode causar o aumento do didmetro
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aparente, pelo achatamento das particulas, e a unido de algumas particulas, formando

os borrdes da imagem.

Figura 17 - Imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo. (a) 05- C/BCF 20:80% (APCL,
amplificagéo 25 k). (b) 12- C/BCF 50:50% (BPCL, amplificagcao 30 k).

Fonte: Autora (2021).

Na imagem das nanoparticulas 05-C/BCF (Figura 17.a), foi possivel identificar
particulas com diametro em torno de 200 nm, com bordas menos nitidas e coloragao
menos intensa, e em torno de 400 nm, com maior nitidez e intensidade. Enquanto por
DLS, o tamanho médio em intensidade foi 196 + 1 nm e o PDI igual a 0,20 £ 0,01.
Conforme comentado anteriormente, o maior tamanho observado nas imagens pode
estar relacionado a fusdo e achatamento das particulas a partir do aquecimento
proveniente do feixe de elétrons.

Ja para as nanoparticulas 12-C/BCF (Figura 17.b), foram identificadas uma
populagdo majoritaria de nanoparticulas com tamanho menor, em torno de 100 nm, e
algumas particulas maiores, com tamanho em torno de 200 nm. Em comparagado com
a imagem para o APCL (a), a distribuicdo esta mais estreita, o que também corrobora
com o menor PDI obtido por DLS, de 0,16 + 0,02, e com o didmetro médio, de 180 +

2 nnm.
4.3 Eficiéncia de Encapsulagao das dispersdes coloidais
Uma série de fatores podem influenciar na quantidade de farmaco associada

aos sistemas nanoestruturados, dentre os quais destacam-se as caracteristicas fisico-
quimicas e a quantidade de farmaco adicionada a formulacdo, o pH do meio, a
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natureza do polimero e do tensoativo, além do método de preparo adotado
(REZENDE et al., 2003). Desse modo, as elevadas eficiéncias de encapsulagéo
obtidas para todas as formulagdes, de ambos os polimeros (Tabela 5), inferem que o
método e as caracteristicas dos sistemas sao eficientes para o desenvolvimento de

nanocarreadores contendo -cariofileno.

Tabela 5 - Efeito da composi¢éo das dispersdes na eficiéncia de encapsulagao (EE) do B-Cariofileno.
(a) polimero de maior massa molar (APCL) na eficiéncia de encapsulagéo (EE) do B-Cariofileno.

01 02 04 - 05 - 06 — 07 - 08 -
a BCF BCF C/BCF C/BCF oC OC/BCF OCI/BCF
pB-Cariofileno  100%?2 50%3 50%3 80%:3 50%32 80%2
Crodamol 50%3 20%:3
g)';gig: 100%2  50%°  20%@
CgcF, Teérica,
Dispersao 1 1,3 5,7 5,7 9,1 4,1 7,7 9,9
(mg.g7)
EEgcr 97,4 99,0 96,4 99,4 81,7 99,7 99,7
(%) 0,1 +13°> +48b +0,7°¢ +244°> +£0,2° +0,1°
b 09 — 10 - 12 - 13 - 14 - 15 - 16 —

BCF BCF CIBCF CIBCF OC  OCI/BCF OCI/BCF

CgcF, Teérica,

Dispersao 51 ,5 26,5 25,8 41 ,2 18,8 35,2 45,0
(mg.g™)
EEgcr 99,4 99,4 99,5 99,8 99,7 99,6 99,8
(%) +0,5> +0,7° +06°¢ +01° +02b +01°¢ +02°

a Porcentagem massica em relacéo ao polimero, (%atvorrcL); ® Valor médio de duplicata; ¢ Valor médio
de triplicata.
Fonte: Autora (2021).

A eficiéncia de encapsulagao foi superior a 99% para a maioria das dispersdes
e nao foi possivel identificar uma influéncia expressiva da massa molar do polimero
nem das composicdoes sobre a eficiéncia de encapsulagdo. As nanoparticulas com
BPCL apresentaram eficiéncias um pouco maiores (Tabela 5.b), sendo todas
superiores a 99%, enquanto as com APCL (Tabela 5.a) apresentaram valores
superiores a 96%, exceto para a 06-OC, contendo apenas o dleo de copaiba em sua
composi¢cao, com eficiéncia de 81,7%. Para essa formulagdo seria valido uma
triplicata, uma vez que o desvio padrao foi elevado.

Resultados similares, com eficiéncias de encapsulacao superiores a 80%

foram obtidas por Leimann et al. (2015) e Peres et al. (2017), utilizando o método de
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miniemulsificagao-evaporagao do solvente para encapsulagao de progesterona e JVA
(andlogo hidrofébico da isoniazida), em nanoparticulas poliméricas de
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) e poli(L-acido latico) (PLLA),
respectivamente. Pacheco (2014) também desenvolveu nanocapsulas de PCL
carregadas com 6leo de copaiba com eficiéncias superiores a 82%, no entanto, o
método utilizado foi a nanoprecipitagdo. Em suas dispersdes, a maior concentragao
tedrica de 6leo de copaiba foi de 0,05 mL.mL-', enquanto a 06-OC, apenas com OC,
€ aproximadamente 80 vezes mais concentrada em oleo. O preparo de dispersdes
com maior concentragao de polimero e ativo, quando comparado a outros meétodos, &
uma das vantagens da técnica de miniemulsificacdo-evaporagao do solvente
(MUSYANOVYCH et al., 2008). Por essa razao, as dispersées com BPCL possuem
concentracbes mais elevadas do ativo, uma vez que levam maior quantidade de
polimero, quando comparadas as com APCL. No entanto, tendo em vista a aplicagao
como ativo antiacne, considerando a atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria do
BCF, com registro na literatura de concentracdo inibitéria minima (CIM) entre 3,13 e
316 ug.mL™", e de atividade anti-inflamatdria a partir de concentragdes ainda menores,
2 e 150 pyg.mL™", todas as formulagdes possuem grande margem para diluigdo no
preparo de um produto destinado ao tratamento tépico da acne. (GOREN et al., 2011;
HU et al., 2017; KOYAMA et al., 2019; PETERLE et al., 2020; SATO et al., 1993;
SCHMIDT et al., 2006).

4.4 Estabilidade das dispersdes coloidais

A estabilidade fisico-quimica de sistemas coloidais € um fator importante a ser
avaliado quando se deseja aplica-los industrialmente, em produtos cosméticos ou
farmacolégicos, por exemplo. Por tratar-se de suspensdes de particulas em meio
liquido, geralmente aquoso, podem ocorrer fendmenos de desestabilizacdo, como a
sedimentacao ou agregacao do material disperso. Ainda, a liberagdo ou degradagao
dos componentes da formulagdo, tanto do polimero como dos ativos, durante o
periodo de armazenamento, também interferem na estabilidade. Assim, para a
investigagao da estabilidade de sistemas coloidais poliméricos, os parametros fisico-

quimicos geralmente monitorados sdo: o tamanho de particula, o potencial zeta, a
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distribuicdo da massa molar do polimero, o teor de farmaco e o pH (SCHAFFAZICK
et al., 2003).

Em vista disso, no presente trabalho, a estabilidade dos sistemas coloidais foi
investigada a partir do monitoramento da distribuicdo do tamanho de particulas e do
pH de dispersdes conservadas sob refrigeracéo a 4 °C, durante 90 dias; pela avaliagao
do indice de separacao nos ensaios de estabilidade acelerada; e pelo potencial Zeta,
avaliado com a variacao do pH. Os resultados estdo resumidos na Tabela 6 e Tabela
7, para as formulagcbes com APCL e BPCL, respectivamente, e serdo discutidos

separadamente nos trés subitens a seguir.

Tabela 6 - Resumo dos resultados de estabilidade das dispersdes com o polimero de maior massa
molar (APCL).

01- 02— 03— 04—  05- 06— 07—  08-
BCF  BCF C CIBCF CIBCF OC  OCIBCF OCIBCF
B-Cariofileno  100%? 50%:2 50%?2 80%? 50%:2 80%:2
Crodamol 100%2 50%2 20%2
eo de 100%2  50%2  20%:
opaiba
Pofencal 10 20 50 35 20 32 50 45
eta
Variagdodo o3 34 027 034 026 001 002 004
PHoo dias ©
Estabilidade
Estatica®’ <30 <60 290 <45 <75 290 290 <30
(dia)
indicede 021 032 0,03 029 0,28
Separagio® 0,029 0169 021 010 5000 so070 %04 40050

a Porcentagem massica em relagédo ao polimero, (%atvoiapcL); ° valor do PZ inicial, estimado a partir do
ensaio com variagdo do pH; ¢ pHinicial — pHso dias; ¢ dia em que ocorreu aumento significativo (p<0,05) de
dr e/ou PDI em relagao aos valores iniciais; ¢ ensaio de estabilidade acelerada realizado com amostras
com o teor de solidos de 0,2%m; fn=1; 9 n=2.

Fonte: Autora (2021).

Tabela 7 - Resumo dos resultados de estabilidade das dispersées com o polimero de menor massa
molar (BPCL).

09— 10— 11— 12— 13- 14— 15— 16-
BCF  BCF C CIBCF CIBCF  OC  OCIBCF OC/BCF
B-Cariofileno  100%2  50%? 50%2  80%@ 50%:  80%?
Crodamol 100% @ 50%32 20%32
g)':gig: 100%2  50%2  20%:
Potencial 20 20 40 30 45 40 40

Zeta b
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Variagiodo 57 927 030 028 010 001  -008 001
pH90 dias
Estabilidade
Estaticad! <45 290 200 200 <60 200 <75 <75
(dia)
indicede 046 0,51 001+ 010 017+ 015 038

Separacao® +0,09¢ 0,059 0,004¢ +0,059 0,0069 +£0,039 =£0,02¢

a Porcentagem massica em relagédo ao polimero, (%atvoiapcL); ® valor do PZ inicial, estimado a partir do

ensaio com variagédo do pH; ¢ pHinicial — pHso dias; ¢ dia em que ocorreu aumento significativo (p<0,05) de
dp e/ou PDI em relagao aos valores iniciais; ¢ ensaio de estabilidade acelerada realizado com amostras
com o teor de sdlidos de 0,2%m; fn=1; 9 n=2.

Fonte: Autora (2021).

4.4.1 Estabilidade Fisica

4.4.1.1 Estabilidade estatica

Os dados de estabilidade estatica na Tabela 6 e Tabela 7, estdo expressos
em funcdo do dia em que o tamanho e/ou o PDI da nanoparticula variou
significativamente em relagdo ao seu valor inicial.

Para o polimero de maior massa molar (APCL), de acordo com a avaliagéo
estatistica, apenas as dispersdes 03-C, 06-C e 07-OC/BCF permaneceram com
tamanho e PDI estaveis durante os 3 meses (Tabela 6). No entanto, observando os
graficos do acompanhamento de dp e PDI, linhas | e Il da Figura 18 as dispersdes sem
coestabilizador demonstraram maiores desestabiliza¢des (coluna a). A formulagéo 02-
BCF (cinza), com 50%pgcr/apcL, apresentou o aumento mais expressivo de dp, de 40
nm, e a 01-BCF (laranja), com 100%pcr/arcL, variou significativamente o valor de PDI
no trigésimo dia de monitoramento, chegando em um valor de 0,31, indicando uma
distribuicdo mais larga, com o surgimento de uma nova moda de tamanhos referente
a particulas que se agregaram. A formulagdo com 80% de BCF e apenas 20% de OC
em relagao ao polimero, 08-OC/BCF (coluna ¢, verde), também perdeu a estabilidade
com menos de 30 dias. Esse comportamento pode estar relacionado a uma maior
dificuldade de coestabilizacdo do OC, quando comparado as dispersdes com
crodamol (coluna b) e a formulagado 07-OC/BCF (coluna ¢, azul) , que, com uma maior

concentragédo de OC (50%), permaneceu estavel durante os 90 dias do ensaio.
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Figura 18 - Graficos representando o monitoramento do dp (I) e PDI (ll), durante 90 dias, das dispersdes
coloidais de APCL, apenas com BCF, 01-BCF e 02-BCF (a), ou na presenca de crodamol (b) 03-C, 04-
C/BCF e 05-C/BCF ou dleo de copaiba (c) 06-OC, 07-OC/BCF e 08-OC/BCF. As linhas entre os pontos
sdo somente uma guia para os olhos.

l.a l.b l.c
250 250 250
T 240 240 240
£ 230 /{/]/I 230 230
2 220 1/}/1\f 220 220 /k/\
g 210 — 210 210
o 200 i 1 200 . iy 2200 . 35 =
2 190 (. 190 F—s—=" 190 i
& 180 180 . . . =1 = 180 -
(=] = I I =
170 170 170
160 160 160
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
Il.b Il.c
60,31 0,31 0,31
g
4
20,27 0,27 0,27
]
2 l :
5023 I 0,23 0,23
o ‘ I :
o 1
80,19 | 0,19 : 0,19
5 L] I l
c | T
=0,15 0,15 0,15
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
Dias Dias Dias
—01-100% BCF 02-50% BCF 03-100% C  —04-50:50% C:BCF 06-100% OC —07-50:50% OC:BCF
——05-80:20% C:BCF —08-80:20% OC:BCF

Fonte: Autora (2021).

A alteracdo na massa molar do polimero e o teor de sdlidos entre as
dispersées com APCL e BPCL nao causou muita influéncia na estabilidade estatica.
Para as dispersées com BPCL, apenas a 10-BCF, 11-C, 12-C/BCF e 14-OC
mantiveram o valor de dp e PDI significativamente iguais aos valores iniciais durante
os 90 dias (Tabela 7). No entanto, observando os graficos da Figura 19, referentes ao
acompanhamento dos valores de dp () e PDI (ll), as maiores flutuagbes nos valores,
especialmente em PDI (ll), foram para a formulagao 09-BCF, contendo 100%gcr/BrcL
e sem coestabilizador, que ocorreram a partir de 45 dias. Ja para as formulagdes com
crodamol (coluna b) ou 6leo de copaiba (coluna ¢), os aumentos ocorreram a partir

de 65 dias e ndo foram tao expressivos.

Figura 19 - Graficos representando o monitoramento do de (I) e PDI (ll), durante 90 dias, das dispersbes
coloidais de BPCL, apenas com BCF, 09-8CF e 10-BCF (a), ou na presenca de crodamol (b) 11-C, 12-
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C/BCF e 13-C/BCF ou dleo de copaiba (c) 14-OC, 15-OC/BCF e 16-OC/BCF. As linhas entre os pontos
sdo somente uma guia para os olhos.

l.a IL.b l.c
270 270 270
£ 250 | I o ] 250 250
S 230 I 4 —+ 230 230
2210 — | 210 e 210 W’/ﬁ
o | e — » :
f.EHao I ' ! 190 ! * 190
2170 1w T
150 150 150
0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
I.a I.b ll.e
0.55 0,55 0,55
0,50 [ 0,50 050
& 0,45 | 045 045
g 040 | < ] l 0,40 0,40
5035 [ ‘ I 0,35 0,35
§ 0,30 mE —T | 0,30 0,30
T 025 | o I 0,25 | 025
3 020 = 0,20 — |:__|_,N_ 020 } .
Eo1s 0.45 {—rt-_. — g s !
0,10 0,10 I " o0
0 15 30 45 60 75 a0 1] 15 30 45 &0 75 90 0 15 30 45 60 75 80
Dias Dias Dias
09-100% BCF 10-50% BCF 11-100%C —12-50:50% C:BCF 14-100% OC — 15-50:50% OC:BCF
—13-20:80% C:BCF —16-20:80% OC:BCF

Fonte: Autora (2021).

Como exposto anteriormente, alteragdes no dp ou PDI das nanoparticulas ao
longo do tempo podem ser indicio de agregacgao, sedimentagao, flotagcdo, ou até
mesmo a decomposicdo das mesmas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Nesse sentido,
de maneira geral, com relagdo ao acompanhamento do tamanho de particula, a
presenca dos coestabilizadores nas formulagdes resultaram em maiores estabilidades

estaticas para ambos os polimeros.

4.4.1.2 Estabilidade acelerada

A estabilidade acelerada é outra forma de avaliar a capacidade de uma
dispersdo permanecer inalterada frente a aplicagdo de uma forga centrifuga. Essa
avaliagao foi realizada usando o equipamento LUMiSizer®, uma centrifuga analitica
que emite luz na regido do infravermelho préximo (NIR) através das amostras e
registra os perfis de transmisséo de luz durante a centrifugacdo (LUM GMBH, 2020).

Quando uma suspenséo ¢é analisada sem diluicdo, a unido desses perfis gera
um grafico denominado de impressao digital, uma vez que fornece informacdes sobre
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a cinética do processo de separagao e esta intimamente relacionada a distribuigcdo do
tamanho das particulas (PEREIRA et al., 2018).

O software da LUMiSizer® fornece ainda um parametro quantitativo, definido
a partir dos perfis de transmissao, que permite comparar diferentes amostras em
estudo, o indice de instabilidade ou separacgéo (IS). Quando ocorre a desestabilizagao
do sistema, devido a formacédo de creme, sedimentacgao, floculagdo, coalescéncia,
aglomeracao ou separagao de fases, a luz transmitida através da amostra aumenta,
causando maior separacao dos perfis. Esse processo € chamado de clarificagdo e o
indice de separacgéao é calculado com base na clarificagdo em um determinado tempo
de separacgao, dividido pela clarificagdo maxima. O indice de separagdao € um numero
adimensional e varia de 0 (mais estavel) a 1 (mais instavel) (LUM GMBH, 2020;
ZIELINSKA et al., 2018).

O ensaio para a obtencao do grafico de impressao digital foi realizado para as
trés melhores formulagdes de cada polimero, sendo uma de cada tipo de sistema,
apenas com cariofileno, com crodamol ou com éleo de copaiba, como coestabilizador.
Para o APCL foram escolhidas a 02-BCF, 05-C/BCF, e 07-OC/BCF (Figura 20), e para
BCPL 10-BCF, 12-C/BCF e 15-OC/BCF (Figura 21), de acordo com suas
caracteristicas de tamanho, PDI, eficiéncia de encapsulacéo e tempo de estabilidade

estatica.
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Figura 20 - Graficos de impresséo digital para as dispersbes com APCL. (a) 02-BCF, IS = 0,43 (b) 05-
C/BCF, 1S <0,0001 e (c) 07-OC/BCF, IS < 0,0001. Ensaio realizado com dispersées sem diluigdo prévia.
a b
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Fonte: Autora (2021).

Figura 21 - Graficos de impresséo digital para as dispersdes com BPCL. (a) 09-BCF, IS = 0,31 (b) 12-
C/BCF, IS < 0,0001 e (c) 15-OC/BCF, IS < 0,0001.
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Fonte: Autora (2021).
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Nos graficos de impressao digital, o eixo das abcissas representa a posi¢ao a
partir do centro de rotagdo da centrifuga até o fundo da cubeta contendo a amostra,
sendo o inicio da cubeta em torno de 108 mm, e no eixo das ordenadas é definida a
porcentagem de luz transmitida através da amostra. Nos primeiros perfis de
transmissao, representados em vermelho, a transmissdo € nula para todos os
graficos, devido ao elevado teor de solidos e aspecto leitoso das dispersdes, que
impossibilitam a passagem da luz. Para as dispersdes contendo coestabilizador, de
ambos os polimeros, graficos b e ¢, da Figura 20 e da Figura 21, esse comportamento
permaneceu até o fim do ensaio (25 h), indicando que essas formulagdes nao
desestabilizaram. Em funcéo disso, ndo é possivel calcular o indice de separacgao,
uma vez que nao ocorreu clarificacdo, e o software atribui IS < 0,0001 para esses
sistemas.

No entanto, as dispersdes apenas com o BCF, representadas no grafico a da
Figura 20 e da Figura 21, apresentam alteracdo nos perfis, aumentando a luz
transmitida ao longo do tempo (perfis em verde). Conforme exposto anteriormente,
através do grafico de impressao digital € possivel caracterizar o fendmeno de
desestabilizagado e o tipo de dispersao caracteristica. Desse modo, os perfis obtidos
para as dispersoes 02-BCF e 10-BCF sao caracteristicos de dispersdes polidispersas
e com comportamento misto de sedimentacdo e cremacdo. Nesse tipo de sistema,
uma determinada moda de nanoparticulas se desloca para o fundo, levando a um
aumento da transmissao de luz na parte superior da cubeta e diminuindo na parte
inferior, mais expressivo para 10-BCF. Enquanto outra moda apresenta a tendéncia
de se deslocar para cima, mantendo particulas dispersas ao longo de toda a cubeta,
porém com a transmissdo de luz sendo aumentada com o tempo (ZIELINSKA et al.,
2018).

Nesse caso, foi possivel definir o IS, sendo o da dispersdo 02-BCF igual a
0,43, superior ao obtido para a 10-BCF, 0,31, o que é esperado uma vez que a
transmissao de luz final foi de 60% para a amostra 02-BCF e 30% para a 10-8CF. A
menor transmissdo de luz também pode estar relacionada ao maior teor de
nanoparticulas da 10-BCF (8,5%m) em comparagdo com a 02-BCF (2,1%m), 0 que
dificulta a passagem da luz. Esse resultado também esta de acordo com as medidas

de estabilidade estatica, uma vez que a 10-BCF permaneceu com a distribuicido do
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tamanho de particulas constante durante 90 dias, enquanto a 02-BCF, por menos de
60 dias.

Com o objetivo de obter uma nogdo comparativa da estabilidade acelerada
entre as diferentes dispersdes, considerando o longo periodo que seria necessario
para desestabilizar os sistemas sem a dilui¢ao, foi realizada a analise por LUMIsizer
dos sistemas diluidos e por um menor tempo, para definir o IS. Os resultados obtidos
serao discutidos em comparacdo com a analise de estabilidade estatica, levando em
consideragao que o valor de IS se comporta de maneira inversamente proporcional a
velocidade de perda de estabilidade dos sistemas, ou seja quanto menor o indice,
menor a presenca de fendbmenos de desestabilizacéo e vice-versa (LERCHE, 2019).

Os valores médios de IS para as dispersdées com APCL e BPCL estdo na
Tabela 6 e Tabela 7, respectivamente, e os graficos de transmissdo com todos os
resultados no APENDICE B - Perfis de transmissao das dispersées .

Para os sistemas diluidos, os maiores indices de separacdo foram das
dispersbdes sem coestabilizador, confirmando sua maior instabilidade. No entanto, a
10-BCF, que pelo acompanhamento se manteve estavel, ndo apresentou boa
estabilidade dinamica, com IS de 0,51 = 0,05. Isso pode estar relacionado a
temperatura de armazenamento durante o acompanhando para definir a estabilidade
estatica, que foi em 4°C, enquanto o ensaio de estabilidade dinamica foi realizado a
25°C, acelerando a desestabilizacido do sistema.

Como as amostras foram reduzidas a um mesmo teor de sélidos (0,2%m), os
resultados permitiram uma correlacao entre as formulagées com o mesmo polimero e
com composi¢des similares, alterando apenas o tipo de coestabilizador ou entre as
diferentes propor¢cdes de um mesmo coestabilizador. Como exemplo, para as
dispersdes contendo 50:50 BCF:coestabilizador do APCL, a 04-C/BCF, com
crodamol, obteve IS de 0,10, superior a 07-OC/BCF, com OC e IS de 0,04, e o tempo
de estabilidade estatica foi inversamente proporcional, sendo menor que 45 dias e
maior que 90 dias, respectivamente. A outra correlacido possivel foi variando a
proporcdo de ativo, para um mesmo coestabilizador. Como exemplo, para as
dispersées com APCL contendo BCF:OC, a 07-C/BCF, na proporcao 50:50, obteve
IS de 0,04, menor que a 08-OC/BCF, com proporcao 20:80 e IS de 0,28, com tempo
de estabilizagdo maior que 90 dias para a 07-C/BCF e menor que 30 dias para 08-

OC/BCF. Se estendendo para todas as demais comparagdes dessa maneira. A Unica
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situagao que nao ocorreu uma diferenga no tempo de estabilizagdo com relagcado aos
diferentes IS foi entra a 15-OC/BCF e a 16-OC/BCF, em que ambas se mostraram
estaveis por menos de 75 dias, porém o IS da 16-OC/BCF foi superior ao da 15-
OC/BCF, o que mais ume vez pode estar relacionado a diferenga de temperatura entre
0S ensaios.

Portanto, a analise de estabilidade acelerada pode ser uma boa forma para
definir os melhores coestabilizadores e melhores propor¢des ativo:coestabilizador de

formulagdes em um menor espaco de tempo.

4.4.2 Estabilidade Quimica

A estabilidade quimica foi expressa nas Tabela 6 e Tabela 7, em funcio da
variagao entre o pH inicial e o pH obtido apds os 3 meses de monitoramento. Para
uma maior visualizagdo do comportamento, os valores de pH foram representados
graficamente na Figura 22 e Figura 23, para as dispersées com APCL e BPCL,
respectivamente.

Assim como na avaliagao da estabilidade estatica, a alteragdo na massa molar
do polimero e o teor de solidos das dispersdes nao causou influéncia na estabilidade
quimica. Para ambos os polimeros, APCL e BPCL, as formulacées apenas com BCF
(a) e as com crodamol (b) mostraram uma tendéncia a diminuigdo do pH em fungao
do tempo de armazenamento, enquanto as dispersdes contendo OC (¢) decairam no

maximo 0,04 entre os valores finais e iniciais.

Figura 22 - Graficos representando o monitoramento do pH, durante 90 dias, das dispersdes coloidais
de APCL, apenas com BCF, 01-BCF e 02-BCF (a), ou na presenga de crodamol (b) 03-C, 04-C/BCF e
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05-C/BCF ou 6leo de copaiba (c) 06-OC, 07-OC/BCF e 08-OC/BCF. As linhas entre os pontos séo
somente uma guia para os olhos.

a b c
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0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
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—01-100% BCF 02-50% BCF 03-100% C  —04-50:50% C:BCF 06-100% OC  —07-50:50% OC:BCF
05-80:20% C:BCF —08-80:20% OC:BCF

Fonte: Autora (2021).

Figura 23 - Graficos representando o monitoramento do pH, durante 90 dias, das dispersdes coloidais
de BPCL, apenas com BCF, 09-8CF e 10-8CF (a), ou na presenga de crodamol (b) 11-C, 12-C/BCF e
13-C/BCF ou d6leo de copaiba (c) 14-OC, 15-OC/BCF e 16-OC/BCF. As linhas entre os pontos séo
somente uma guia para os olhos.
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—13-20:80% C:BCF —16-20:80% OC:BCF
Fonte: Autora (2021).

O decaimento do pH durante o armazenamento de suspensdes
nanoparticuladas pode ser indicio de degradag¢ao do polimero ou outros componentes
da formulagdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Como esse comportamento também
ocorreu nas dispersdes 03-C (22.b, amarelo) e 11-C (23.b, amarelo), ndo parece se
relacionar a presenca ou liberagao do BCF nas formulacdes.

Essa tendéncia a acidificacao ja foi relatada na literatura para dispersées com
poliésteres, como o PCL. Flores (2011) registrou redugao de pH de 6,0 para 4,9, apos
2 meses, ja as formulagbes de Pacheco (2014) passaram de 5,2 para 4,2, ap6s 4
meses. De acordo com Schaffazick et al. (2003), quando a diminuigdo se da em um
curto periodo, pode ser atribuida a ionizagdo dos grupamentos carboxilicos com a

relaxacdo das cadeias poliméricas, que passam a se posicionar na interface. Ou,
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poderia ser indicio do inicio da hidrolise do polimero, que estaria sendo favorecida
pelo pH acido do meio.

Lemoine et al. (1996) também avaliaram a estabilidade de dispersbes de
nanoparticulas de PCL com diferentes massas molares (Mw=78 e 24,9 kDa), sob
diferentes condicdes de armazenamento. As formulacdo formulagdes foram
preparadas por nanoprecipitacdo e utilizando Pluronic F68® como surfactante. Os
autores relataram que a diferenca na massa molar ndo influenciou na taxa de
degradagao e que ocorreu um lento processo de degradagdo quando as dispersdes
foram armazenadas a 4 °C e a temperatura ambiente, enquanto uma maior
degradagao ocorreu a 37°C. Além disso, a dispersdao em agua levou a acidificagéo do
meio, diminuindo o pH de 4,5 para 3,5, apos 12 meses, o que teria catalisado o
processo de degradacao do PCL. Resultado similar foi obtido por Musyanovych et al.
(2008), com degradacao efetivamente mais lenta de dispersdes conservadas a 4 °C.
Os autores destacam que a degradacao de poliésteres alifaticos depende de muitos
fatores, como o método de preparagdo, massa molar do polimero e condi¢cbes de
processamento (temperatura, pH, forga idnica), que podem diferir de um estudo para
outro, tornando dificil comparar os sistemas de entrega (LEMOINE et al., 1996).

Para as dispersdes deste trabalho, a acidificacao foi baixa, porém, uma vez
que as dispersdes com 6leo de copaiba ndo apresentaram esse comportamento, €
possivel que tenha ocorrido alguma interagdo do 6leo com o polimero, evitando a
dissociagao dos grupos carboxilicos ou a hidrélise do polimero. Para uma maior
clareza sobre a causa da reducao do pH, poderiam ter sido mensuradas a massa

molar, eficiéncia de encapsulagao e o PZ, ao fim do periodo de acompanhamento.

4.4.3 Potencial Zeta

A avaliagdo do potencial zeta (PZ) é uma das medidas mais utilizadas para
caracterizar a estabilidade de sistemas coloidais, uma vez que seu valor depende da
interacdo eletrostatica entre as particulas. Trata-se de uma propriedade fisica
relacionada ao potencial de superficie das particulas, dependente do tipo e da
concentragdo de ions presentes no sistema. S&o desejados valores elevados, em
modulo, pois grandes forgas repulsivas tendem a evitar a agregagado das

nanoparticulas e promover boa estabilizacao.
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Os polimeros que constituem as nanoparticulas sdao um dos principais
componentes da formulagéo capazes de interferir na carga de superficie e potencial
zeta, e os poliésteres, como PCL, fornecem um potencial negativo a interface
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Além do polimero, a ionizag&o de grupos quimicos sobre
a superficie ou a adsorgao de ions interferem no PZ, portanto, os ions sulfato do
surfactante SDS influenciam a magnitude e caga negativa do potencial zeta (LOOSLI;
STOLL, 2017). Isso justifica os valores de PZ negativos apresentados por todas as
formulacbes (Tabela 6 e Tabela 7).

Ja a magnitude do PZ variou entre 10 e 50 mV, e, de acordo com Couvreur et
al. (2002) melhores estabilizagdes ocorrem com PZ superiores a 30, em mddulo. Para
ambos os polimeros, os sistemas apenas com BCF resultaram PZ inferior a 30,
enquanto os com OC, superiores 30 (Tabela 6 e Tabela 7). Esse resultado esta de
acordo com o estudo prévio de estabilidade, em que as dispersbes sem
coestabilizador, 01-BCF, 02-BCF, 09-BCF e 10-BCF, de maneira geral, apresentaram
os menores tempos de estabilidade, inferiores a 60 dias, com exce¢édo da 10-BCF.
Enquanto as dispersdes contendo OC, 06-OC, 07-OC/BCF, 08-OC/BCF, 14-OC, 15-
OC/BCF e 16-OC/BCF, mantiveram-se estaveis por pelo menor 75 dias, com excecao
da 08-OC/BCF.

Estudos com composi¢des similares e utilizando PCL, obtiveram resultados
similares. Rosado, Silva e Reis (2013) investigaram o potencial zeta de nanoparticulas
de PCL, sem surfactante e com SDS, e obtiveram PZ igual a -42 e -58 mV,
respectivamente, atribuido ao potencial negativo da PCL e a capacidade do SDS em
aumentar a estabilizacdo negativamente. Outros trabalhos utilizando surfactantes nao
ibnicos, como Tween 80 e Pluronic, costumam apresentar um potencial de superficie
um pouco inferior, entre -19 e -30 mV, o que pode ser atribuido a tendéncia desses
surfactantes de reduzir o valor absoluto do potencial zeta, conforme Schaffazick et al.
(2003). (BARRIOS, 2010; BRUSCHI, 2010; PACHECO, 2014).

O PZ também foi avaliado frente a variacdo de pH do meio, o que possibilitou
definir a melhor faixa de pH para a conservacao e aplicagao dos sistemas coloidais

desenvolvidos (Figura 24 e Figura 25).

Figura 24 - Graficos do potencial Zeta em fungéo do pH das dispersdes coloidais de APCL apenas com
BCF 01-BCF e 02-BCF (a), ou na presenca de Crodamol (b) 03-C, 04-C/BCF e 05-C/BCF ou Oleo de
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Copaiba (c) 06-OC, 07-OC/BCF e 08-OC/BCF. As linhas entre os pontos sdo somente uma guia para
os olhos.

a b c
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#08-20:80% OC:BCF
Fonte: Autora (2021).

Figura 25 - Graficos do potencial Zeta em fungéo do pH das dispersoes coloidais de BPCL apenas com
BCF 09-BCF e 10-BCF (a), ou na presenga de Crodamol (b) 11-C, 12-C/BCF e 13-C/BCF ou Oleo de

Copaiba (c) 14-OC, 15-OC/BCF e 16-OC/BCF. As linhas entre os pontos sdo somente uma guia para
os olhos.
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Fonte: Autora (2021).

Para a maioria das dispersoées, o potencial zeta sofreu pouca influéncia do pH
na faixa avaliada, entre 3-7. No entanto, o aumento do pH levou a um aumento do PZ
das nanoparticulas 01-BCF (24.a, laranja), 02-BCF (24.a, cinza), 03-C (24.b , azul),
e 09-BCF (25.a, laranja), que se mostraram menos estaveis conforme a magnitude
do PZ, em pH 3. Esse comportamento pode ser atribuido ao processo de adsor¢ao de
SDS na superficie das particulas, aumentando a densidade de empacotamento das
moléculas de surfactante na superficie e melhorando a estabilidade (HAMBERGER,;
LANDFESTER, 2011).

Tendo em vista a incorporacdo das nanoparticulas em formulagdes para
tratamento tdpico da acne, o pH do produto final deve ser ajustado entre 4-6, para
estar em acordo com o pH da pele (PRAKASH et al., 2017). Desse modo, a
estabilidade coloidal dos sistemas seria favorecida, ja que todas as nanoparticulas

apresentaram potencial zeta maior que 30 mV, em maodulo, dentro dessa faixa de pH.
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Além disso, com o aumento do pH, as dispersdes poderiam melhorar o tempo de
estabilizacao estatica, discutido anteriormente no item 4.4.1.1.

Ainda, de acordo com a literatura, as caracteristicas da superficie das
nanoparticulas podem influenciar sua interagdo com a pele. Alguns autores
destacaram que carga negativa das nanoparticulas pode proporcionar um maior
tempo de contato com a pele, uma vez que a pele humana possui potencial zeta em
torno de + 23 mV. No entanto, também existem resultados com boa permeacéo de
nanoparticulas com carga superficial positiva, portanto, como esse assunto ainda é
controverso, os ensaios de permeacao devem ser avaliados caso a caso (FILON et
al., 2015; PROW et al., 2011).

4.5 Propriedades térmicas

A avaliagao das propriedades da matriz de nanoparticulas € importante para
verificar a miscibilidade dos ativos na matriz polimérica e possiveis interacoes entre
ativos e polimero, pois esses aspectos podem influenciar na liberagcdo do farmaco
(MELLO; RICCI-JUNIOR, 2011). Em fungéo disso, para investigar a influéncia das
diferentes massas molares dos polimeros e das composicdes das nanoparticulas, na
temperatura e energia envolvidas nas transigdes de fase, bem como na organizagéo
estrutural, foram realizados ensaios de calorimetria diferencial de varredura (DSC).
Foram analisados os polimeros puros e algumas nanoparticulas dos trés tipos de
sistemas propostos (apenas BCF, com OC ou crodamol).

As analises foram realizadas em uma faixa de temperatura que incluiu a
temperatura de fusdo dos componentes presentes nas nanoparticulas, PCL, BCF,
crodamol e 6leo de copaiba. Para todas as amostras, foi possivel verificar apenas um
evento térmico nas curvas de DSC em faixa de temperatura referente a fusdo do PCL.
A Figura 26 apresenta as curvas do segundo aquecimento do polimero APCL e das
nanoparticulas com esse polimero, a esquerda (a), e do BPCL e as correspondentes
nanoparticulas, a direita (b). Considerando as curvas das nanoparticulas contendo os
ativos (laranja, azul e verde), a presenga de apenas um evento térmico de fusdo, em
temperatura préxima da fusao do PCL, indica que nao ocorreu separagao de fases e
que os ativos estdo dispersos na matriz polimérica de forma amorfa.
(ATHANASOULIA et al., 2017; JEONG; LEE; CHO, 2003; MACHADO, 2015; MELLO;
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RICCI-JUNIOR, 2011). Jeong, Lee e Cho (2003) e Mello e Ricci (2011) confirmaram
essa evidéncia dada por DSC, através de estudos de espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXS), obtendo os mesmos padrdes cristalinos tanto para as particulas

brancas como para as contendo o farmaco.

Figura 26 - Curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) do segundo aquecimento. (a): APCL
puro (preto), NP-Branca (cinza), 02-BCF(laranja), 05-C/BCF(azul), 07-OC/BCF(verde). (b): BPCL puro,
NP-Branca (cinza), 10-BCF(laranja), 13-C/BCF(azul), 12-C/BCF(verde).
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Fonte: Autora (2021).

Nos termogramas de aquecimento, a temperatura do pico foi definida como a
temperatura de fuséo (Tt), € a energia envolvida na fusdo, entalpia de fusdo (AHs), foi
obtida pela integragao do pico; o mesmo se estende para a cristalizagao, definindo a
temperatura de cristalizacao (Tc¢), e entalpia de cristalizagdo (AHc), nos termogramas
do resfriamento. Todos esses dados estdo representados na Tabela 8 e Tabela 9,

para APCL e BPCL, respectivamente.

Tabela 8 - Resultados de DSC referentes ao segundo ciclo de aquecimento do polimero APCL puro
(Mn=80 kDa), Np-Branca, 02-BCF, 05-C:BCF e 07-OC/BCF.

Tcristalizagéo AHcristaliza(}t’m Tfuséo AHfuse’:o

Amostra . - o -
0 W) 9 (g
APCL 12 59,3 47 620
NP-Branca ® 20 -65,9 44 65,6
02-BCF
e 20 63,2 45 619
05-C/BCF 16 505  40/452 512

(20:80% )
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07-OC/BCF
(50:50% ©)
aTemperatura do primeiro pico de fusdo (a) / Temperatura do segundo pico (B); b formulacdo apenas

com polimero e surfactante na fase organica; ¢em relagao ao polimero.
Fonte: Autora (2021).

13 -31,0 39/432 30,1

Tabela 9 - Resultados de DSC referentes ao segundo ciclo de aquecimento do polimero BPCL puro
(Mn=12,5 kDa), NP-Branca, 10-BCF, 13-C/BCF, 12-C/BCF, 11-C e 15-OC/BCF.

Tcristalizagéo AHcristaIizagéo Tfuséo AHfuséo

Amostra

(°C) (J.g" (°C)  (J.g")
BPCL 21 -75,5 45 78,5
NP-Branca® 21 -75,7 45 77,7
1(gol§/occ'; 21 74,4 44 751
S G
SO
(11010-7?0) 12 -41,2 38/43a 429
1(2—005%15)2;: 13 -57,0 39/442 56,3

aTemperatura do primeiro pico de fusdo (a) / Temperatura do segundo pico (B); ® formulagdo apenas
com polimero e surfactante na fase orgénica; ¢em relagao ao polimero.
Fonte: Autora (2021).

Analisando os resultados dos polimeros puros, a entalpia obtida para o APCL
(62,0 J.g™) foi inferior a do BPCL (78,5 J.g™"). A partir da relagdo desse valor com a
entalpia de fusdo de um cristal perfeito de PCL, (AH+* = 139,3 J.g™"), foi definida a
cristalinidade de 45%, para APCL, e 56%, para BPCL (KOENIG; HUANG, 1995). Em
investigacado sobre a relacédo entre o grau de cristalinidade e massa molar do PCL,
Jenkins e Harrison (2006), mostraram que a cristalizagdo do PCL ocorre de acordo
com a teoria da reptagdo-nucleagéo e a cinética é mais lenta para amostras de alta
massa molar em funcdo da mobilidade reduzida das cadeias mais longas, formando
alcas e cilios que obstruem os processos de reptacao, dificultando o espessamento
da lamela. Em funcdo disso o grau final de cristalinidade diminui para Mn maiores,
como observado nos resultados obtidos neste e em outros trabalhos da literatura
(JENKINS; HARRISON, 2006; KOENIG; HUANG, 1995; MELLO; RICCI-JUNIOR,
2011; TUBA; OLAH; NAGY, 2014).
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No que se refere a temperatura de cristalizagao, a do APCL (12°C) foi bastante
inferior a do BPCL (21°C). Esse comportamento pode ser interpretado em termos do
aumento da viscosidade, e consequente emaranhado de cadeias, com o0 aumento da
massa molar, necessitando um maior resfriamento para que ocorra a cristalizagao
(JENKINS; HARRISON, 2006). Com relagao a temperatura de fusao (Tt), apesar de
uma pequena diferenga entre a obtida para o APCL e o BPCL, de 47 e 45 °C,
observando as curvas em preto na Figura 26 a e b, foi possivel verificar que o APCL
apresentou um pico mais largo, com uma porgao consideravel abaixo de 47° C. Essa
variacdo da temperatura inicial de fusdo esta relacionada a fusdo dos pequenos
cristais e a imperfeigao dos cristalitos de APCL, quando comparados aos de BPCL,
com curva mais estreita e organizagdo mais homogénea dos cristais (JEONG; LEE;
CHO, 2003).

Esse comportamento se estende para as nanoparticulas, ou seja, as
compostas por APCL apresentaram entalpia de fusao consideravelmente menores do
que as de BPCL, conforme mostrado na Tabela 8 e Tabela 9. Esses resultados
indicam que quanto maior for a massa molar, maior sera o aumento da fase amorfa,
o0 que resulta em uma microestrutura cristalina mais grosseira (TUBA; OLAH; NAGY,
2014). Jeong, Lee e Cho (2003) confirmaram esse comportamento por SAXS,
demonstrando que a duragéo do periodo longo € maior para microparticulas com PCL
de maior massa molar, e atribuiram a esse comportamento a maior liberacdo obtida
por essas particulas, em comparagido com as de menor massa molar.

Além disso, a temperatura e entalpia de fusdo das nanoparticulas contendo
os ativos foi inferior as obtidas pelo polimero puro. A diminuigao da entalpia de fusao,
de maneira geral, indica a presenga de estruturas mais desordenadas, com lamelas
mais finas na matriz da nanoparticula que do polimero original (SCHLEGEL et al.,
2017). Esse comportamento estad associado ao crescimento limitado dos dominios
cristalinos no espacgo curvo das nanoparticulas (WANG et al., 2018). Ja a temperatura
de fusdo depende do tamanho e perfeicdo da estrutura cristalina de PCL, que é
afetada pela presenga dos ativos no volume da matriz polimérica (ATHANASOULIA
etal., 2017). Uma estrutura cristalina mais grosseira de PCL foi amplamente relatada,
especialmente, quando agentes de nucleagado adicionais estdo presentes na forma

amorfa (LV et al., 2016). Portanto, a presencga, principalmente dos coestabilizadores
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na matriz polimérica, de forma amorfa, levou a uma maior diminui¢do da Ty, para as
nanoparticulas 05-C/BCF, 07-OC/BCF, 11-C, 12-C/BCF, 13-C/BCF e 15-OC/BCF.

Além disso, foi identificada uma diminuigdo de cerca de 7°C da temperatura
de cristalizagdo (Tc) das nanoparticulas contendo os coestabilizadores, em
comparagao com as Np-brancas e as contendo 50%gcF:polimero, 02-BCF € 10-BCF. A
diminuicdo da T¢ indica a ocorréncia de duas fases cristalinas diferentes ou os efeitos
do nanoconfinamento. Desse modo, o pequeno volume das nanoparticulas contendo
os ativos resulta em maior subresfriamento (SCHLEGEL et al., 2017). Assim, o maior
volume de ativos dispersos nas nanoparticulas com os coestabilizadores e
composicado de 100%m de ativos em relagdo ao polimero, causaram maior influéncia
na Tc do PCL, comparadas as com 50%m.

Ja a forma do pico de fusao, além de consequéncia da diminui¢cado da Te, indica
uma modificacdo na organizagao cristalina, que pode ser resultado de uma transi¢cao
cristalina polimorfica. A partir dos termogramas de DSC, foi possivel verificar que a
presencga de crodamol (azul) e éleo de copaiba (verde) nas nanoparticulas 05-C/BCF
e 07-OC/BCF (Figura 26.a), e 12-C/BCF e 15-OC/BCF (Figura 26.b), causou um perfil
do pico de fusao diferente dos demais sistemas, com um comportamento de dupla
fusdo. Surgiu um pico deslocado a temperaturas mais baixas, fase a, devido a fusao
e recristalizacao parcial de um cristalito imperfeito, enquanto o pico de temperatura
mais alta, fase [, corresponde a fusdo do cristalito mais bem organizado
(ATHANASOULIA et al., 2017). Esse comportamento também foi evidenciado por
Zanetti (2018), que desenvolveu sistemas nanoestruturados contendo o ativo geranil
cinamato em PCL (Mn = 2 kDa), visando a aplicagao em tecidos para agao bactericida.

De acordo com a literatura, a liberagdo de ativos incorporados a
nanoparticulas de PCL se da principalmente por difusdo, em fungdo da sua
degradacao lenta em meio aquoso, como consequéncia de sua semicristalinidade e
hidrofobicidade (JEONG; LEE; CHO, 2003). O grau de cristalinidade é o fator
dominante que possibilita 0 acesso da agua as ligagdes éster, entre outros, como a
massa molar, a temperatura de transi¢ao vitrea e as dimensbées da amostra global.
Assim, foi sugerido que as regibes amorfas podem se degradar preferencialmente,
deixando as lamelas cristalinas intactas (JENKINS; HARRISON, 2006). Esse

comportamento relacionado a degradagao do PCL se estende a liberagao dos ativos,
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uma vez que dominios cristalinos sdo conhecidos por limitar e impedir a difusdo da
molécula que esta permeando (SCHLEGEL et al., 2017).

Portanto, é esperado que as menores entalpias e dominios cristalinos das
nanoparticulas contendo OC ou crodamol possibilitem uma maior difusdo dos ativos
através da matriz polimérica. E, dentre os diferentes tipos de polimero, espera-se que
a taxa de liberacdo dos sistemas de APCL seja maior, em fungdo das menores
entalpias, decorrente das lamelas menos espessas e cristais menos organizados.
Esse comportamento foi confirmado no estudo prévio de liberacao e na atividade anti-

inflamatoria, e serao discutidos posteriormente.

4.6 Atividade Antimicrobiana

O ensaio para verificagdo da atividade antimicrobiana dos ativos livres e
encapsulados frente a bactéria Propionibacterium acnes, foi conduzido pelo método
de microdiluigdo em caldo. A concentragao inibitéria minima (CIM) foi definida como a
menor concentragdo de agente antimicrobiano capaz de inibir o crescimento da
bactéria nos pocos de microdiluicdo. Os pogos com concentracdes acima da CIM, ou
seja, que visualmente nao apresentaram crescimento microbiano, foram plaqueados
em agar e a concentragao bactericida minima (CBM) foi definida como concentracao
em que nao houve crescimento bacteriano.

Os ensaios com os ativos BCF e OC, em sua forma livre, ndao foram
reprodutiveis em 4 ensaios distintos, ndo havendo reprodutibilidade entre os
resultados de um ensaio para o outro. Ja as dispersdes de nanoparticulas avaliadas
apresentaram acao bactericida frente a P. acnes. As duas dispersdes avaliadas
primeiramente foram do polimero de menor massa molar, devido a maior
concentracdo de ativos incorporados nas dispersbes com esse polimero. A
formulagao 12-C/BCF, com crodamol, apresentou CIM de 0,31 mg.mL"' e CBM de
0,63 mg.mL-", enquanto a 15-OC/BCF, com OC, teve uma melhor agdo com a mesma
CIM e CBM, de 0,31 mg.mL"" (Tabela 10).

Tabela 10 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) das
nanoparticulas 12-C/BCF e 15-OC/BCF, de BPCL, frente a bactéria Propionibacterium acnes.

CIM CBM
(mg.mL"') (mg.mL-")
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12 - CIBCF

(50:50%) 0,31 0,63
15 - OCIBCF
0wy 031 0,31

Fonte: Autora (2021).

A menor CBM obtida para a 15-OC/BCF pode estar relacionada a uma
atuacao sinérgica do BCF com o OC, aumentando a suscetibilidade da bactéria. No
ensaio de DSC, as duas nanoparticulas apresentaram o perfil de dupla fusdo nas
mesmas temperaturas, no entanto, a entalpia associada a nanoparticula 15-OC/BCF
foi de 56,3 J.g', um pouco superior a 12-C/BCF, de 53,4 J.g'. Para verificar a
hipétese do efeito sinérgico do 6leo de copaiba na agdo bactericida, poderia ser
realizado um ensaio de liberacdo dessas duas particulas, caso a liberacdo da 12-
C/BCF realmente for mais rapida devido a menor entalpia, a hipétese seria confirmada.

A atividade antimicrobiana do BCF frente a bactéria P. acnes foi identificada
previamente por Sato et al. (1993) e Kubo et al. (1994). Na patente desenvolvida por
Sato et al. (1993), foi definida uma CIM de 3,13 ug.mL-! e no trabalho de Kubo et al.
(1994), de 6,25 pg.mL'. Kubo e colegas também identificaram a acdo dos
sesquiterpenos 6-Cadinene e a-humuleno, que também compdem o 6leo de copaiba,
com uma CIM ainda menor, de 3,13 ug.mL-'. Os autores utilizaram o método de
diluicdo seriada em tubo, diferentemente do adotado neste trabalho. Nao foi
encontrado mais nenhum estudo da atividade do BCF ou OC, livres ou encapsulados,
especificamente para a P. acnes, no entanto, existem investigagbes dos ativos livres
frente a outras bactérias.

Em estudo para avaliagao da atividade antimicrobiana de 4 oleos essenciais
e seus compostos majoritarios, Schmidt et al. (2006) definiram a CIM de 312 ug.mL""
de BCF, para a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus e gram-negativa
Escherichia coli. Uma expressiva acado antimicrobiana do BCF foi verificada, com CIM
inferior a dos 4 6leos essenciais e de 9 compostos também presentes nos 6leos, tanto
oxigenados como hidrocarbonetos. Os autores utilizaram a microdiluicdo para a
caracterizagao, o mesmo método do presente trabalho, porém, a solugdo de agente
antimicrobiano no primeiro poco do ensaio continha 50% de DMSO, o que implica

numa maior solubilizagdo dos ativos.
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Goren et al. (2011), pelo método de disco-difusdao em agar, atribuiu a atividade
antimicrobiana de 22 6leos essenciais avaliados aos sesquiterpenos hidrocarbonetos
presentes em concentragdo majoritaria, uma vez que o BCF e o a-Pineno
apresentaram melhores resultados que os oxigenados, oxido de linalol e 6xido de
cariofileno. Assim, como no ensaio de Schmidt et al. (2006), a suscetibilidade de todas
as cepas avaliadas foi maior para o BCF, com os maiores halos de inibigao dentre
todos os 6leos e componentes.

Ainda, o BCF apresentou forte atividade contra todas as cepas bacterianas
testadas por Dahham et al. (2015), tanto por disco difusdo como por diluicdo em série,
com valores de CIM entre 3 e 14 uM (0,61 — 4,10 uyg.mL™"). Sendo as bactérias gram-
positivas mais suscetiveis que as gram-negativas, com a menor CIM, para a gram-
positiva S. aureus. De maneira geral, as bactérias gram-positivas, como a P. acnes,
sdo mais suscetiveis a 6leos essenciais (OEs) e seus componentes, por possuirem
membrana externa menos complexa e rigida, facilitando a difusdo de compostos
hidrofobicos através dela, quando comparadas as gram-negativas (RAl et al., 2017).

Embora existam numerosos estudos relatando a atividade antimicrobiana de
Oleos essenciais, poucos estudos enfocam a atividade de um Uunico composto
(SHARMA et al., 2016). Em funcéao disso, existem mais trabalhos que evidenciam a
atividade antimicrobiana de 6leos contendo BCF, do que sobre sua agao em si, como
ocorre com 6leo de copaiba (Copaifera). Sem considerar a espécie avaliada, a maioria
dos ensaios com OC para avaliar a atividade antimicrobiana foram realizados por
microdiluicdo em caldo e identificaram melhor acao frente a bactérias gram-positivas,
com CIM para S. aureus entre 100 e 1000 ug.mL-' (FARIA, 2014; MARANGON, 2015;
MASSON et al., 2013; NEVES et al., 2018; PIERI et al., 2012; SANTOS et al., 2008).
Considerando o mesmo 6leo utilizado no presente trabalho, obtido pela espécie
Copaifera multijuga Hayne, dois trabalhos identificaram suscetibilidade da bactéria
gram positiva S. aureus. Santos et al. (2008) obtiveram as concentra¢des de 500 e
1000 pg.mL-", como CIM e CBM, respectivamente, e nio identificaram suscetibilidade
as bactérias gram negativas. Para esse ensaio, também foi utilizado DMSO para
solubilizar o OC, porém nao foi identificada a concentragdo. Ja no trabalho de
Mendonga e Onofre (2009), seguindo a metodologia de disco-difusdo, tanto bactérias

gram-negativas como gram-positivas foram suscetiveis ao 6leo de copaiba.
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Apesar da ampla diversidade de espécies do género Copaifera configurar um
fator limitante para comparacgao entre os estudos, as divergéncias entre os resultados
parecem estar relacionadas ao método e ao dispersante utilizados, assim como para
o BCF. Os métodos para a determinagédo da concentracgédo inibitoria minima (CIM) de
agentes antibacterianos foram desenvolvidos e padronizados para substancias
soluveis em agua, e requerem adaptagdo para oOleos e compostos insoluveis
(MARANGON, 2015). A menor solubilidade e capacidade de formar ligacdes de
hidrogénio dos hidrocarbonetos diminui sua solubilidade e difusdo em meio aquoso,
dificultando sua caracterizagao como agentes antimicrobianos (GRUJIC-JOVANOVIC
et al., 2004).

Segundo Veldhuizen et al. (2006), alguns pesquisadores tém utilizado outros
meétodos ou adaptacgdes para superar os problemas de imiscibilidade de dleos ou seus
compostos em solugdes aquosas, como o0 uso do composto puro em ensaios de
difusdo em disco, o uso de emulsdes do composto por agitagcao vigorosa, ou a adigao
de um emulsificante ou agar a solugdo. A adicdo de um emulsificante a mistura
Oleo/agua e a quantidade de solvente utilizada para solubilizar pode resultar em uma
distribuicdo mais uniforme do composto sobre a solugdo aquosa. Isso influencia a
atividade de um composto porque a area de contato entre os compostos e as bactérias
€ aumentada, o que pode ter ocorrido no experimento de Schmidt et al. (2006) e
Santos et al. (2008), utilizando maior concentragcdo de DMSO. No entanto, apesar das
melhoras na reprodutibilidade dos resultados, esses métodos ndo sao especificos
para quantificar a atividade antimicrobiana dos compostos em si e diferentes
resultados de atividade para o 6leo de copaiba (MARANGON, 2015). Além disso,
uma emulsdo esta em um nivel molecular ndo comparavel a uma verdadeira solucéo
de um composto (VELDHUIZEN et al., 2006)

Ainda, de acordo com a literatura, a presenca de grupos funcionais na
composicao dos OEs, contribui para a atividade antimicrobiana (DORMAN; DEANS,
2000). Por essa razao, os compostos oxigenados presentes nos 6leos essenciais, em
especial os fendlicos como carvacrol, eugenol e timol, possuem maior destaque
relacionado ao potencial efeito antimicrobiano, atribuido a hidroxila fendlica presente
em suas estruturas (LERTSATITTHANAKORN et al., 2006). No entanto, mesmo
sendo um hidrocarboneto e com baixa solubilidade, o BCF demonstrou efeito

antimicrobiano e recebeu destaques nas pesquisas de Schmidt et al. (2006), Goren et
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al. (2011), Kubo et al. (1994) e Sato et al. (1993). Além disso, foi identificado um
comportamento inverso ao descrito por Lertsatitthanakorn et al. (2006), com melhor
agao dos hidrocarbonetos, como o BCF, em comparacédo aos oxigenados avaliados
nos mesmos estudos (GOREN et al., 2011; SCHMIDT et al., 2006). Esses resultados
evidenciam a atividade antimicrobiana do BCF e motivam sua aplicagao e estudos
explorando esse potencial.

Neste trabalho, a incorporacdo do BCF e do oleo de copaiba em
nanoparticulas, contornou a problematica da hidrofobicidade, possibilitando a
identificacado da atividade antimicrobiana. Em contrapartida, a alta hidrofobicidade dos
ativos, possivelmente, tenha sido o fator limitante para a identificagdo da atividade
pelo método de microdiluigdo. Por hipotese, embora Tween 80® e DMSO tenham sido
utilizados para melhorar a dispersdo, uma emulsdo instavel foi formada, causando
variagcdes na difusdo dos ativos, no contato com a bactéria e nos resultados obtidos
entre um experimento e outro.

De acordo com Gomes, Moreira e Castell-Perez (2011), a utilizacdo de
nanoparticulas para encapsular compostos antimicrobianos hidrofébicos poderia
melhorar sua eficacia devido a 3 fatores principais: hidrofilicidade melhorada,
liberacdo sustentada e o tamanho diminuto. Motivados por isso, os autores
desenvolveram nanoparticulas de PLGA contendo dois compostos presentes
naturalmente em 6leos essenciais e com acado antimicrobiana comprovada. O sistema
e a metodologia foram bastante similares ao deste trabalho, sendo utilizado o método
de miniemulsificagdo-evaporacao do solvente, para obtengao de nanoparticulas com
diametro médio em torno de 200 nm, e eficiéncia de encapsulag¢ao de 98 e 92% para
o eugenol e trans-cinamaldeido, respectivamente. A eficacia antimicrobiana dos dois
sistemas foi avaliada por microdiluigdo, e as CIMs foram de 800 e 1600 ug.mL", para
ambas as particulas, frente a bactéria gram-negativa, Salmonella spp., e gram-
positiva, Listeria spp., respectivamente. Ainda, os autores avaliaram a liberagao
durante 72 h, e 64% e 87% da carga inicial foi liberada para eugenol e trans-
cinamaldeido, respectivamente, indicando acdo prolongada dos agentes
antimicrobianos.

Além da possibilidade de promover a liberagdo prolongada, considerando a
aplicagao topica, sabe-se que nanoparticulas poliméricas podem se acumular nas

estruturas foliculares por até 10 dias (LADEMANN et al., 2006). Desse modo, a
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concentracado local do farmaco aumenta, o que melhoraria a acdo dos agentes
antimicrobianos, uma vez que nos ensaios in vitro o contato das nanoparticulas com
0 meio inoculado foi de 48 e 96 h, para definir a CIM e CBM, respectivamente.
Contudo, apesar de ser a principal razdo pela dificuldade em quantificar e
padronizar a avaliagdo da atividade antimicrobiana, a hidrofobicidade dos o6leos
essenciais e a natureza lipofilica dos seus componentes permitem a interagdo com os
acidos graxos da membrana celular bacteriana (RAI et al., 2017). Em fungéo disso, o
desenvolvimento de nanoparticulas contendo BCF e OC, apresenta-se como uma
estratégia promissora, facilitando sua entrega, melhorando a atividade antimicrobiana,

aumentando a solubilidade e estabilidade dos ativos.

4.7 Atividade Anti-inflamatéria

Conforme abordado na revisédo da literatura, a inflamacao é sugerida como
um fator chave envolvido no desenvolvimento e agravamento da acne. Ainda que nao
sejam totalmente esclarecidos os mecanismos inflamatorios na patogénese da acne,
de acordo com a literatura, o excesso de produgao de sebo € atribuivel a disturbios
inflamatorios desencadeados por duas vias principais, a proliferagao excessiva da P.
acnes e o acumulo de peroxidos lipidicos (JIN; LEE, 2018; TANGHETTI, 2013).
Estudos anteriores descobriram que a P. acnes produz diversas enzimas envolvidas
no processo de ruptura folicular e inflamagéo dérmica. Além das enzimas, produz
fatores quimiotaxicos para neutréfilos e mondécitos, resultando na atragao de células
do sistema imunoldgico, e, por meio de fragmentos de sua parede celular, estimula
macrofagos a produzirem citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-1 B, IL-6 e IL-8, e
TNF-a (HASSUN, 2000; HUANG et al., 2014; SHALITA, 2001; VEZZANI; FRIEDMAN;
DINGLEDINE, 2013). Além desses mediadores inflamatérios, a citocina IL-10 também
teve sua expressdo aumentada em pacientes com acne, sendo 46 vezes maior em
lesbes de acne do que na pele sem lesdo (TANGHETTI, 2013).

Em vista disso, foi utilizado um modelo inflamatério geral com células RAW267
estimuladas por lipossacarideos (LPS), para avaliar o efeito inibitério do BCF e 4
dispersoes, 02-BCF, 05-C/BCF, 10-BCF e 12-C/BCF, na expressao das citocinas IL-
1B, IL-6 e IL-10, representados na Figura 27, Figura 28 e Figura 29, respectivamente.

Foram avaliadas as concentragbes de 2, 4, 8 e 16 ug.mL-' de BCF. Os tratamentos
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foram comparados com o controle, sistema composto pelas células mais o LPS, na
auséncia de tratamento, em preto nos graficos.

De maneira geral, o BCF demonstrou um grande potencial em inibir a
secrecao das 3 citocinas avaliadas e sua agao ocorreu de maneira dose-dependente,
de acordo com os trabalhos de Fernandes et al. (2007), Gertsch, (2008), Guo et al.
(2014) e Hu et al. (2017), Al-taee et al. (2019), Koyama et al. (2019) e Peterle et al.
(2020). Alem disso, diferentemente da ag&do antimicrobiana, € reconhecido que os
sesquiterpenos hidrocarbonetos possuem maior atividade anti-inflamatéria que os
sesquiterpenos oxigenados (MACIEL et al., 2002).

As dispersdes também reduziram significativamente a expressao dos
mediadores inflamatérios para todas as concentragdes testados, mas nao
apresentaram uma influéncia clara relacionada a dose. Quando incorporado nas
nanoparticulas, o BCF precisa transpor uma maior barreira difusional para ser liberado
através da matriz polimérica, justificando os melhores resultados obtidos pelo ativo na
forma livre a partir deste ensaio.

Figura 27 - Efeito do BCF (O) e das dispersdes com o polimero de maior massa molar (APCL), 02-BCF
(O) e 05-C/BCF (O), e de menor massa molar (BPCL), 10-BCF (1) e 12-C/BCF (O), na expressao da
citocina proé-inflamatéria IL-13. Monécitos murinos (RAW267) foram cultivados na presenga de LPS,
controle negativo (), e com as solugdes de agentes a serem testados nas concentragdes de 2,4, 8 e

16 ug.mL-". Os resultados foram expressos pela média + desvio padrdo. Todos os tratamentos inibiram
significativa (p < 0,05) a secrec&o da citocina em comparagédo com o controle.
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Fonte: Autora (2021).

Na concentragdo de 16 ug.mL-' as dispersdes de APCL e BPCL, contendo
crodamol, 05-C/BCF (azul) e 12-C/BCF (roxo), apresentaram inibigao similar ao BCF
(verde) na concentragdo de 4 ug.mL', equivalente a uma reducgéo da expressao da

citocina de aproximadamente 80% em relagdo ao controle (preto). Ja as dispersdes
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apenas com o ativo, 02-BCF (vermelho) e 10-BCF (laranja), mantiveram uma secrecgao

em torno de 0,5 ng.mL™", aproximadamente 50% de inibigao.

Figura 28 - Efeito do BCF (O) e das dispersdes com o polimero de maior massa molar (APCL), 02-BCF
(O) e 05-C/BCF (O), e de menor massa molar (BPCL), 10-BCF () e 12-C/BCF (O), na expressao da
citocina pré-inflamatéria IL-6. Mondcitos murinos (RAW267) foram cultivados na presenga de LPS,
controle positivo (O), e com as solugdes de agentes a serem testados nas concentracdes de 2, 4, 8 e
16 pg.mL-". Os resultados foram expressos pela média * desvio padrdo Todos os tratamentos inibiram
significativa (p < 0,05) a secrec¢ado da citocina em comparagao com o controle.
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Fonte: Autora (2021).

Para a citocina IL-6, o BCF suprimiu aproximadamente 95% da secregao nas
concentragdes de 8 e 16 ug.mL-'. As dispersdes apresentaram comportamento similar
entre si e ndo dose-dependente, com excegédo da 05-C/BCF (azul), com uma maior

inibicdo nas concentragdes de 8 e 16 ug.mL-', com secregdo em torno de 2,7 ng.mL"

', equivalente a 70% de inibigdo.

Figura 29 - Efeito do BCF (O) e das dispersdes com o polimero de maior massa molar (APCL), 02-BCF
(O) e 05-C/BCF (O), e de menor massa molar (BPCL), 10-BCF (1) e 12-C/BCF (O), na expressao da
citocina anti-inflamatéria IL-10. Monécitos murinos (RAW267) foram cultivados na presenga de LPS,
controle positivo (0), e com as solugdes de agentes a serem testados nas concentragbes de 2, 4, 8 e
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16 pg.mL'. Os resultados foram expressos pela média + desvio. Todos os tratamentos inibiram
significativa (p < 0,05) a secrec¢ado da citocina em comparagao com o controle.
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Fonte: Autora (2021).

Por fim, o BCF inibiu aproximadamente 92% da expressao da citocina
inflamatdria IL-10, enquanto as diferentes dispersdes inibiram entre 60 e 70%. Foi
verificada atividade um pouco mais expressiva da dispersdo 12-C/BCF (roxo), na
concentragéo de 8 ug.mL-", equivalente a 80% de inibigao

Observando os resultados da inibicao da IL-18 (Figura 27) e IL-6 (Figura 28),
em que as diferentes formulag¢des e concentragdes apresentaram maior influéncia na
atividade, é possivel fazer algumas correlagées. Comparando as nanoparticulas de
um mesmo polimero, nas maiores concentragoes, 8 e 16 ug.mL"", uma maior reducao
foi expressa para as que continham o coestabilizador na formulagao, 05-C/BCF (azul,
APCL) e 12-C/BCF (roxo, BPCL), do que as apenas com o ativo 02-BCF (vermelho,
APCL) e 10-BCF (laranja, BPCL). A presenca do coestabilizador parece ter facilitado
a difusdo do ativo e melhorado o resultado. Esse comportamento pode estar
relacionado a forma que o ativo esta associado a matriz, e, consequentemente, sua
liberagéo. Esse resultado esta de acordo com os obtidos por DSC, no item 4.5, em
que as nanoparticulas contendo os coestabilizadores apresentaram menores
entalpias de fusdo do que as apenas com o BCF. Ademais, comparando o efeito
dessas dispersdes, também nas concentragdes 8 e 16 ug.mL-", foi possivel identificar
uma maior inibicdo das citocinas para a 05-C/BCF (azul, APCL), do que para a 12-
OCI/BCF (roxo, BPCL).

Uma maior agéo anti-inflamatéria das nanoparticulas de APCL, corrobora com
o estudo prévio de liberacao, realizado para as dispersdes 05-C/BCF e 12-C/BCF, que
indicou uma liberagao de 43,3% das nanoparticulas de APCL, enquanto as de BPCL
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liberaram 24,5 + 1,9% da massa inicial relativa ao BCF, durante 24 h. O grafico com o
perfil de liberagao esta no Apéndice C. Desse modo, os bons resultados da 05-C/BCF,
podem estar relacionados a sua maior taxa de liberagao, considerando o tempo de
incubagéo dos tratamentos com as células no ensaio, que também foi de 24 h. E, da
mesma forma como discutido para agao antimicrobiana, quando utilizadas in vivo para
aplicagao topica, esses resultados podem ser melhorados em decorréncia do aumento
da concentracdo dos ativos no foliculo pilossebaceo, devido ao acumulo das
nanoparticulas por até 10 dias, promovendo uma liberagc&o prolongada e direcionada
no local de acometimento da doenga (LADEMANN et al., 2006).

4 .8 Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade das dispersdes 02-BCF, 05-C/BCF, 10-8CF e 12-
C/BCF, foi realizado com duas linhagens celulares, monécitos (RAW267) e
fibroblastos embrionarios (NIH3T3), e os resultados estado representados na Figura
30.a e Figura 30.b, respectivamente. A viabilidade celular foi superior a 80% para
todas as concentragdes avaliadas, ndao apresentando efeito citotdéxico, de acordo com
a ISO 10993-5. Segundo a norma, o ensaio de citotoxicidade in vitro € um teste inicial,
que permite avaliar a biocompatibilidade de qualquer material para uso como
biomaterial e o efeito citotdxico é considerado quando o material provoca a reducao
da viabilidade celular em mais de 30% (ISO, 2009).

Figura 30 - Efeito do BCF (O) e das nanoparticulas com o polimero de maior massa molar (APCL), 02-
BCF (O) e 05-C/BCF (O), e de menor massa molar (BPCL), 10-BCF () e 12-C/BCF (O), na viabilidade
celular de mondécitos murinos (RAW267) (a) e macréfagos murinos (NIHT3T) (b) quando cultivados
com diferentes concentragdes dos ativos (2, 4, 8 e 16 ug.mL-"). Os resultados foram expressos como
porcentagem média de sobrevivéncia + 0, em relagdo ao crescimento das células na auséncia dos
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ativos, controle negativo (O). * Variagao significativa da viabilidade quando comparados ao controle
com p < 0,05.
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Fonte: Autora (2021).

Em comparagao com o controle, o ensaio de MTT indicou reducéo significativa
da viabilidade para poucas dispersdes e apenas nas concentragdes mais altas do
ativo, 16 ug.mL'. Nos macrofagos (a), a dispersdo 05-C/BCF (azul) reduziu a
viabilidade para 80%, e nos fibroblastos (b), as dispersdes 02-BCF (vermelho), 05-
C/BCF (azul) e 12-C/BCF (roxo), apresentaram redugdao maxima da viabilidade para
82 + 2%, referente a 02-BCF (vermelho).

A biocompatibilidade do PCL é amplamente reportada na literatura, e € uma
das principais motivacbes destacadas para a escolha desse polimero no
desenvolvimento de nanocarreadores (BARRIOS, 2010; BRUSCHI, 2010; BYUN et
al., 2011; CAZO et al., 2012; OURIQUE et al., 2008; ROSADO; SILVA; REIS, 2013;
WEISS-ANGELI et al., 2008). Musyanovych et al. (2008), reportaram que
nanoparticulas de PCL n&o foram citotoxicas em ensaio in vitro com linhagens
celulares humanas, HelLa e Jurkat, durante 24 h. Além disso, a cinética de absorcao
celular das nanoparticulas nao apresentou influéncia da massa molar, inferindo que o
comprimento da cadeia individual ndo € o principal fator que afeta a absorcéo.
Também nao foi detectada nenhuma correlagcdo consistente entre tamanho ou
potencial Zeta de particula na internalizagdo. Ja o surfactante utilizado, influenciou a
absorcao celular de maneira consistente e nanoparticulas utilizando SDS foram
absorvidas em maior extensao do que as com o surfactante nao iénico Lutensol AT50.
Os autores sugerem que esse comportamento pode estar relacionado com a adsorgao
de alguma proteina na superficie da particula, uma vez que a membrana celular

também é carregada negativamente, causando o aumento da absorc¢éo celular.
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O perfil de segurancga do BCF foi demonstrado por varios estudos in vitro e in
vivo, revelando baixa toxicidade e genotoxicidade para humanos (DAHHAM et al.,
2015; SANTOS et al.,, 2018; SHARMA et al., 2016). Além disso, foi sugerida a
seguranga de sua utilizagdo durante a gestagdo, ndo apresentando toxicidade
materna, fetotoxicidade ou embriotoxicidade nas doses aplicadas, que correspondiam
a dez vezes a dose recomendada para uso humano (LIMA et al., 2017).

Em experimentos sobre a toxicidade aguda, a dose letal mediana (LD50) de
BCF foi superior a 5 g.kg™! para aplicagdo dérmica, em coelhos, e para ingestao oral,
em ratos. Além disso, néo causou irritagdo ou sensibilizagédo em pele humana, em
concentragdes de até 4% de BCF (OPDYKE, 1973). Devido a sua baixa toxicidade,
recebeu o status de “geralmente reconhecido como seguro” (GRAS) pela Flavor and
Extract Manufactures Association (FEMA), em 1997.

O estudo de Skold et al. (2006), revelou que a atividade alergénica do BCF é
afetada pela auto-oxidagao. O éxido de cariofileno, principal produto de sua oxidagao,
mostrou ser um alérgeno de for¢ca moderada, e, o BCF ao ser exposto ao ar por 10
semanas mostrou uma fraca capacidade de sensibilizagdo no ensaio de linfonodo
local, utilizado com o objetivo de identificar substancias capazes de induzir dermatite
de contato. A auto-oxidacao do BCF apresentou menor grau de sensibilizacdo quando
comparado a outros terpenos como R-limoneno e linalol, que contém hidroperdxidos
como compostos majoritarios de suas misturas de auto-oxidagdo e sao fortes
alérgenos e sensibilizadores. No trabalho de Peterle et al. (2020), o desenvolvimento
de nanoemulsées contendo BCF para aplicagao tépica na cicatrizacdo de feridas,
minimizou a irritagado cutédnea causada pela aplicagao do ativo puro na pele, além de
aumentar a permeacao cutanea e a agao anti-inflamatdria, a partir da melhora na
solubilidade e biodisponibilidade do BCF.

De maneira geral, a partir dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade
in vitro para as duas linhagens celulares, as caracteristicas dos nanossistemas
parecem promissoras para aplicagcdes biomédicas e o estudo da biocompatibilidade
do produto pode ter continuidade, realizando investigagbes com linhagens celulares
humanas e ensaios in vivo. Além disso, a incorporacao do BCF em nanoparticulas
poliméricas pode evitar sua oxidagao e os efeitos adversos dos produtos de sua auto-

oxidac&o ou do seu contato direto com a pele.
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CAPITULO V — CONSIDERAGOES FINAIS

5.1 RESUMO DOS RESULTADOS

Neste trabalho, dispersdes de nanoparticulas de poli(e-caprolactona) (PCL)
contendo [B-cariofileno (BCF) foram desenvolvidas com sucesso, representando a
conclusdo da primeira etapa de desenvolvimento e otimizacdo de um protétipo
terapéutico que potencialmente poderia ser aplicado para o tratamento tépico da acne.

Foram preparadas nanoparticulas de PCL de duas massas molares, 80 kDa
(APCL) e 12,5kDa (BPCL), utilizando a técnica de miniemulsificagdo-evaporagao do
solvente. As principais diferengas entre as formulacées com APCL e BPCL foram o
teor de sodlidos e de ativo incorporado. Nas formulagdes com APCL foram utilizados
3%m de polimero em relagdo ao solvente, obtendo teor de sdlidos de 2,1 e 2,7%me
concentragdo tedrica de BCF entre 4,1 e 1,3 mg.g™'. Enquanto a maior solubilidade do
BPCL possibilitou a utilizacdo de 15%m de polimero em relagdo ao solvente nas
formulagdes, obtendo dispersdes com teor de sélidos de 8,5 e 11,5%m e
concentragdes entre 18,5 e 51,5 mg.g-! de BCF.

O método de miniemulsificagdo-evaporacao do solvente se mostrou eficiente
no preparo de nanoparticulas de APCL e BPCL, em formulagdes incorporando apenas
BCF ou contendo os coestabilizadores, 6leo de copaiba ou crodamol, rendendo
elevadas eficiéncias de encapsulacdo e distribuicdes estreitas do tamanho de
particula.

As formulagdes com APCL e BPCL apresentaram resultados similares de
distribuicdo do tamanho de particulas, pH, eficiéncia de encapsulacido do BCF,
potencial de superficie e morfologia. Foram obtidas nanoparticulas com didmetro
médio em intensidade (dr) entre 178 e 220 nm; indice de polidisperséo (PDI) inferior
a 0,29; pH em torno de 3; eficiéncia de encapsulagao do BCF superior a 96%;
potencial zeta absoluto negativo e morfologia esférica.

No ensaio da avaliagao do potencial Zeta (PZ) em fun¢ao do pH do meio, o
aumento do pH conservou ou aumentou, em modulo, o potencial zeta das
nanoparticulas, favorecendo a estabilidade dos nanossistemas. Todas as
nanoparticulas apresentaram potencial zeta maior que 30 mV, em maéddulo, na faixa

de pH (4-6) recomendada para produtos destinados para aplicagéo tépica.



129

A presenca de coestabilizador demonstrou ser um fator fundamental para
obtencdo de distribuicbes mais homogéneas (menores PDIs) e na estabilidade
coloidal dos sistemas, possibilitando dispersdes estaveis por 90 dias, a partir do
monitoramento de de, PDI e pH, e com menores indices de separagao (IS), pela
avaliacido da estabilidade acelerada.

Na avaliagdo das propriedades térmicas, a presenga de apenas um evento
térmico nos termogramas de DSC indicaram que os compostos estdo dispersos na
matriz polimérica de forma amorfa. As nanoparticulas com APCL obtiveram menores
entalpias de fusdo que as com BPCL, devido ao menor grau de cristalinidade do
polimero de maior massa molar. As dispersées contendo OC e crodamol,
apresentaram as menores entalpias de fusdo, devido a modificacdo na estrutura
cristalina do polimero, com o surgimento de cristalitos menos organizados e um
comportamento de dupla fuséo.

Expressiva agao anti-inflamatdria foi obtida pelo BCF e pelas dispersdes de
nanoparticulas de ambos os polimeros, reduzindo significativamente a expresséo das
citocinas IL-1p3, IL-6 e IL-10. A presenca de coestabilizador nas formulagdes favoreceu
a atividade anti-inflamatdria e as nanoparticulas com APCL apresentaram efeitos um
pouco mais expressivos que as com BPCL. Esse resultado corrobora com o estudo
prévio de liberacdo, em que as nanoparticulas com APCL, liberaram o BCF mais
rapidamente que as com BPCL, e também com os resultados obtidos por DSC, em
que as nanoparticulas com coestabilizador e de APCL obtiveram menores entalpias
de fusao, inferindo menor cristalinidade, o que proporciona uma maior facilidade na
difusao e liberacao do ativo.

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana frente a bactéria P. ances, a
incorporagao do BCF as nanoparticulas melhorou sua solubilidade e as dispersdes de
BPCL, contento BCF:OC e BCF:C, possibilitaram o controle do crescimento do
microrganismo, com concentragdo bactericida minima de 0,31 e 0,63 mg.mL". O
melhor efeito bactericida da dispersdo contendo OC sugere um possivel efeito
sinérgico do BCF com outros componentes do déleo.

A avaliagdo in vitro da citotoxicidade indicou biocompatibilidade das
dispersoes e seu potencial para aplicagdes biomédicas, uma vez que nao causaram

efeito citotoxico em todas as concentragdes testadas.
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5.2 CONCLUSAO

Levando em consideracdo os fatores fisiopatoldégicos da acne, uma
nanocarreador biocompativel, com atividade antimicrobiana para P. acnes e atividade
anti-inflamatéria, apresenta-se como uma estratégia promissora para o tratamento
tépico da doenga. Assim, ao combinar com sucesso o BCP com nanotecnologia,
estabelecemos a base para uma investigagdo mais aprofundada no estabelecimento
de um agente terapéutico com alto potencial e demanda. Dentre as formulag¢des
desenvolvidas, as dispersdes com coestabilizador mostram-se mais promissoras em
funcao das caracteristicas fisico-quimicas e de atividade, sendo a 05-C/BCF e 07-
OC/BCF, das com a APCL, e a 12-C/BCF e 15-OC/BCF, das com BPCL. Mais
investigacdes relacionadas a cinética de liberagéo, permeacao e tempo de residéncia
na pele sao necessarias para optar entre as particulas de APCL ou BPCL.

Além disso, mesmo que o projeto tenha sido direcionado para ser vantajoso
para o tratamento da acne, ele poderia ser aplicado a qualquer condigdo que se
beneficiasse das multiplas vias farmacoloégicas desse bioativo, incluindo também
outras formas de administracdo, como a ingestdo ou aplicagao intravenosa, cujo

potencial ja foi verificado em outros trabalhos da literatura cientifica.

5.3 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Realizar estudo da cinética de liberacdo do composto encapsulado por
periodos mais longos;

2. \Verificar a agao anti-inflamatdria e citotoxica das nanoparticulas contendo
Oleo de copaiba;

3. Verificar a atividade antioxidante e sobre a peroxidacao lipidica das
nanoparticulas;

4. Realizar ensaios com sebdcitos humanos para verificar o efeito do BCF e
das nanoparticulas sobre a proliferacéao celular e a secrecao de sebo;

5. Incorporar as dispersdes de nanoparticulas em uma formulagdo cosmética
para aplicagao tépica e avaliar as propriedades fisico-quimicas, reoldgicas,
a estabilidade e a atividade da formulagao;

6. Realizar ensaio de permeacao cutanea;
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7. Aprofundar os estudos sobre a biocompatibilidade a partir de ensaios com
células humanas e de sensibilizagcédo cutanea;

8. Desenvolver uma nanoparticula combinando o BCF com outro agente
antiacne, como o retindide Adapaleno, reconhecido por sua eficacia na
terapéutica da acne, mas também por causar efeitos adversos, e avaliar

essa combinagao quanto a caracteristicas fisico-quimicas e atividade.
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APENDICE A - Estudo prévio das formulagdes

O procedimento, condi¢cdes e formulagdo dos trabalhos de Musyanovych et
al. (2008), Leimann (2011) e Peres (2012) serviram como base para chegar nas
formulacdes desse trabalho e incorporacao do B-cariofileno e do 6leo de copaiba nas
dispersbes de nanoparticulas pelo método de miniemulsificagdo e evaporagao do
solvente.

Partindo dessas referéncias, algumas modificagdes foram avaliadas,
primeiramente para o polimero de maior massa molar, APCL (80 kDa) e,
posteriormente, para o polimero de menor massa molar, BPCL (12,5 kDa) com o
intuito de melhorar as caracteristicas das particulas, objetivando, principalmente, obter
um tamanho de particula entre 200 e 500 nm, que, segundo Handjani e Ribier (2001)
e Lademann et al. (2011), evidenciam um melhor desempenho para a aplicagao tépica

via foliculo pilossebaceo. Para todos os testes foram mantidos 24 g de agua destilada.

Formulacdo e condig¢ao de sonificagdao

Massa (g)
Polimero 0,3
Cloroférmio 10
SDS 0,7%FD*
Agua 24
Sonificagdo
Amplitude 70%
Tempo 3 min
Regime de pulso 30 sone 10 s off

*FD: Fase dispersa
Fonte: Autora (2021)

A1. Polimero de maior massa molar, APCL, 80 kDa

Teste 1. Influéncia da concentragcdao de APCL, definida em relagcdo a massa de
solvente, em formulagées com 0,7%m do surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS)
em relagao a fase dispersa - FD (10 g de cloroférmio + massa de APCL).

Condicgao de sonificagao: Amplitude de 70%; 3 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersdes testadas:

Quantidade
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APCL
Cloroférmio 1049

SDS 0,7%mrp

Agua 24 g

Tabela A 1 - Resumo das composicdes e resultados para o Teste 1.
Amostra APCL dg(nm) PDI dp(nm) PDI Resultado/Observagoes

19 6% 2844 0,521 - - Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, porém, distribuicdo do
tamanho de gotas multimodal, com
elevado PDI.

21 4,5% 211,2 0,233 173,8 0,198 Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, distribuicdo do tamanho de
particulas monodispersa, porém ocorreu
formacdo de grumos e aglomerados do
polimero apds evaporagao do solvente.

1 3% 166,3 0,150 162,9 0,136 Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, distribuicdo de tamanhos de
particulas monomodal e com baixo PDI
(distribuicao estreita).

Fonte: Autora (2021).

Teste 2. Influéncia do aumento da quantidade de solvente para 16 g, visando verificar
se 0 aumento da fase dispersa resultaria em particulas maiores, em formulagdo com
0,7%m de SDS em relagao a fase dispersa, contendo, ou ndo, 20%m do coestabilizador
crodamol em relagédo ao polimero.

Condigao de sonificagao: Amplitude de 70%; 3 min; Pulso: 30 s on; 10 s off

Composicao das dispersodes testadas:

Quantidade
APCL 4.5 ou 3%mcHcis
Crodamol 0 ou 20%marcL
Cloroférmio 16 g
SDS 0,7%mFD
Agua 249

Tabela A 2 - Resumo das composigdes e resultados do Teste 2.

Amos  \pgp Crodamo  de o, de  op Resultado/Observagdes
tra I (YomapcL) (nm) (nm)
20 3% - 206,1 0,188 164,2 0,169 Estabilizou a dispersao, porém nao

aumentou o didmetro médio das
particulas, comparando com a
disperséo 1, com 10 g de solvente.



23 3% 20

24 45% -

25  45% 20

208,17 0,198 199,5 0,302

122,9 0,488 2294 0,416

300,6 0,286 276,1

0,298
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Aspecto da dispersdao leitoso e
homogéneo, distribuigdo do tamanho de
gotas monodispersa, porém, aglomerou
parte do polimero apds evaporagédo do
solvente.

Distribuicdo do tamanho de gotas e
particulas  multimodal. =~ Aglomerou
polimero apds evaporacao do solvente.

Coestabilizador auxiliou na diminuicao
do PDI, comparando-se com a amostra
24, porém o sistema ainda apresentou
gotas e particulas multimodais e
aglomerou polimero apds evaporagao
do solvente.

Fonte: Autora (2021).

Conclusao Testes 1 e 2:

Para as condicbes testadas, a maior concentracdo de APCL capaz de

proporcionar uma dispersao de nanoparticulas estavel e monomodal € de 3%mcHcis,

tanto em relacado a 10 ou 16 g de solvente. Desse modo, definiu-se que a fase dispersa

das dispersdes com APCL seria constituida por 10 g de solvente e 0,3 g de APCL.

Teste 3. Influéncia da concentracdo dos surfactantes nao idnicos em relacédo a fase

dispersa (10 g cloroférmio + 3 g APCL). Foram testados o par de surfactantes, Tween

80 e Span 80 e apenas Tween 80. Para se obter um HLB de 12, os surfactantes foram

utilizados nas razdes 72% Tween 80 e 28% Span 80.

Condicgao de sonificagcao: Amplitude de 70%; 3 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersoes testadas:

Quantidade

APCL
Crodamol

Cloroférmio

Span 80

0,3g
Oou0,06g

109
Surfactante 2,5, 5, 10, 20 ou 25%mrp

0,28*Surfactante

Tween 80 0,72*Surfactante ou 1
24 g

Agua destilada

Tabela A 3. Resumo das composigdes e resultados do Teste 3.

Amostra

Surfactante
(%mFD / tipo)

Crodamol
(YoaprcL)

Resultado/Observagoes
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0 N o o b

11

2,5/ Tween 80 e Span 80
5/ Tween 80 e Span 80
10 / Tween 80 e Span 80
10/ Tween 80

20/ Tween 80 e Span 80
20/ Tween 80
25/ Tween 80

20

Nao dispersou/Separacao de fases
Nao dispersou/Separacao de fases
Nao dispersou/Separacéao de fases
Nao dispersou/Separacao de fases
Nao dispersou/Separacao de fases
Nao dispersou/Separacéao de fases

Nao dispersou/Separacao de fases

Fonte: Autora (2021).

Teste 4. Influéncia da adicao de 20% de coestabilizador, crodamol, em relagdo ao

polimero e variagao do solvente (cloroformio (CHCIs) ou diclorometano (CH2Cl2)) na

condicdo de maior concentracao de surfactante testada, 25%m em relagcdo a fase

dispersa, sendo 72%m de Tween 80 e 28%m de Span 80 e com variagcao do tempo de

sonificagao.

Condigao de sonificagcao: Amplitude de 70%; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das

dispersoes testadas:

Massa (g)

APCL

CHCI3 ou CH2Cl2

Crodamol
Surfactante
Span 80
Tween 80

Agua

0,3

10

0,06
2,59
1,86
0,72

24

Tabela A 4 - Resumo das composigoes e resultados do Teste 4.

Amostra Solvente

Tempo de

Sonificagédo (min)

Resultado/Observagoes

12
121
14

CHCIs
CHCIs
CH2Cl2

14.2 CH2Cl2

3

5
3
5

Nao dispersou/Separagao de fases.
Nao dispersou/Separagao de fases.
Nao dispersou/Separacao de fases.

Nao dispersou/Separagao de fases.

Fonte: Autora (2021).

Teste 5. Dispersdes com o surfactante Pluronic na concentracéo de 7%m em relagao

a fase dispersa ou Lutensol AT11 e AT 50 na concentragao de 10%m em relacéo a
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fase dispersa, com 20% do coestabilizador crodamol e tempo de sonificagdo de 3 ou
5 min.

Condigao de sonificagao: Amplitude de 70%; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersodes testadas:

Massa (9)
APCL 0,3
Cloroférmio 10
Crodamol 0,06
Pluronic ou Lutensol 0,72 ou 1,04
Agua 24

Tabela A 5 - Resumo das composigoes e resultados do Teste 5.

Surfactante Tempo
Amostra o . sonificagao Resultado/Observacodes
(Yomep / tipo) .
(min)
36 7 / Pluronic 3 Separacao de fases apds sonificagéo.
36.2 7 / Pluronic 5 Distribuicdo do tamanho de gotas multimodal.
37 10 / Lutensol AT11 3 Nao dispersou.
37.2 10 / Lutensol AT11 5 Separagéo de fases apods sonificagao.
40 10 / Lutensol AT50 3 N&o dispersou.
40.2 10 / Lutensol AT50 5 Separacgao de fases apds sonificagao.

Fonte: Autora (2021).

Teste 6. Utilizacdo do ultraturrax para fazer a pré-emulsao antes de dispersar com a
sonda ultrassénica, por 2 min e 8000 rpm. Foi testada uma formulagédo com 15% do
par de surfactantes Tween 80 (72%) e Span 80 (28%) em relagéo a fase dispersa e
uma formulagao com 20% de Lutensol AT50 em relagao a fase dispersa, contendo 0,3
g de polimero, 0,3 g do coestabilizador crodamol (100%apcL) € 10 g de cloroférmio.

Condicgao de sonificagao: Amplitude de 70%; 3 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersdes testadas:

Quantidade
APCL 0,3g
Cloroférmio 10g
Crodamol 0,3g

Tween80/Span 80 ou 15%mrp OU
Lutensol AT50 20%mrp
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Agua 24 g

Tabela A 6 - Resumo das composigoes e resultados do Teste 6.
Surfactante

Amostra (%mFD / tipo) Resultado/Observagoes
68 15/ Tween 80 e Span 80 Separacao de fase apds sonificagao.
69 20/ Lutensol AT50 Separagao de fase apds sonificagao.

Fonte: Autora (2021).

Conclusao para os Testes 3 a 6:

Nenhuma das condicbes testadas possibilitou a utilizacdo de surfactantes
nao-ibnicos para a obtencdo de dispersdes estaveis pelo método de
miniemulsificagao-evaporacgao do solvente, mesmo em elevadas concentragdes, com
a utilizacdo de 100% de coestabilizador em relagdo ao polimero e utilizagdo do
Ultraturrax para realizar a pré-dispersao. Por essa razao, definiu-se o surfactante
anidnico, SDS, como surfactante das dispersdes.

Musyanovych et al. (2008) e Peres (2012), obtiveram resultados semelhantes,
mostrando que surfactantes ibnicos foram mais eficientes na estabilizacdo do que os
nao-ibnicos, pois com menor quantidade resultam em nanoparticulas com menores

didmetros médios e miniemulsdes estaveis.

Teste 7. Influéncia da quantidade de surfactante SDS em relacéo a fase dispersa,
composta por 3 g de APCL, 10 g do solvente CHCI3 e crodamol, quando presente, na
composicao de 20%m em relagao ao polimero.

Condicgao de sonificagao: Amplitude de 70%; 3 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersodes testadas:

Qauntidade
APCL 0,3g
Crodamol Oou0,6¢g
Cloroférmio 1049
o5
Agua 24 g

Tabela A 7 - Resumo das composigoes e resultados do Teste 7.

SDS Crodamol dg dp o
PDI PDI Resultados/Observagoes
(%mrp)  (YomapcL)  (nm) (nm) u ¢
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16

17

18

10

0,35

0,50

0,50

0,60

0,70

0,70

- 250,0 0,333

- 104,4 0,498

20 51,7 0,363

- 55,2 0,424

166,3 0,150

20 177,8 0,183

162,9 0,136

167,4 0,183

Distribuicio do tamanho de gotas
multimodal e formagdo de grumos de
polimero apds evaporagao do solvente.
Separacdo do polimero no fundo apods
sonificagdo, distribuicdo do tamanho de
gotas multimodal.

Aspecto da disperséo leitoso e homogéneo,
porém, distribuicdo do tamanho de gotas
multimodal.

Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,
porém, distribuicdo do tamanho de gotas
multimodal.

Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,
distribuicdo do tamanho de particulas
monomodal e com baixo dp e PDI.

Aspecto da disperséo leitoso e homogéneo,
distribuicdo do tamanho de particulas
estreita.

Fonte: Autora (2021).

Conclusao Teste 7:

A quantidade minima de surfactante necessaria para estabilizar o sistema com

0,3 g de APCL foi 0,7%m em relagéo a fase dispersa.

Teste 8. Influéncia do tempo de sonificacdo em formulagdes com 0,7%m de SDS em

relacdo a fase dispersa, composta por 3 g de APCL, 10 g do solvente CHCIs e

crodamol, quando presente, na composigcao de 20% em relacédo ao polimero.

Condigao de sonificagao: Amplitude de 70%; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersodes testadas:

Quantidade
APCL 0,3g
Crodamol Oou0,06g
Cloroférmio 10¢9
SDS 0,7%mrp
Agua 24 g

Tabela A 8 - Resumo das composigdes e resultados do Teste 8.

Tempode Croda
op ~ de dp
sonificagao mol (nm) PDI (nm)
(min) (YomarcL)

PDI Resultados/Observagoes
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1 3 - 166,3 0,150 162,9 0,136 Aspecto da disperséo leitoso e
homogéneo, distribuicao do
tamanho particulas monomodal e
com baixo dr e PDI.

28 2 - 163,7 0,156 156,4 0,134 Aspecto da dispersédo leitoso e
homogéneo, distribuicdo  do
tamanho particulas monomodal e
com baixo dp e PDI.

2 1 - 181,0 0,187 176,9 0,194 Aspecto da disperséo leitoso e
homogéneo, distribuicao do
tamanho de particulas estreita.

27 1 - 2256 0,188 212,3 0,189 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, distribuicdo  do
tamanho de particulas estreita.

10 3 20 177,8 0,183 167,4 0,183 Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, distribuicdo  do
tamanho de particulas estreita.

22 3 20 240,7 0,241 182,3 0,200 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, distribuicao do
tamanho de particulas estreita.

26 2 20 228,2 0,183 226,5 0,180 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, distribuicao do
tamanho de particulas estreita.

29 2 20 212,0 0,219 208,8 0,180 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, distribuicdo  do
tamanho de particulas estreita.

Fonte: Autora (2021).

Conclusao Teste 8:

Analisando os resultados descritos acima, para as dispersfées sem
coestabilizador, os resultados de didametro e PDI das nanoparticulas das dispersdes
com 3 e 2 min de sonificacdo, 1 e 28, foram muito similares, enquanto para as
dispersbes 2 e 27, submetidas a sonificacdo por 1 min, o tamanho e o PDI
aumentaram, o que é esperado devido a menor energia empregada aos sistemas.
Para as dispersdes contendo o coestabilizador, simulando a encapsulacao dos ativos,
mesmo que em uma baixa concentragdo (20%marcL), as realizadas com 2 e 3 min de
sonificagao apresentaram PDI menores que 0,2, indicando uma distribuigao estreita e
homogénea dos tamanhos das particulas, no entanto, as dispersdes sonificadas por
2 min, resultaram em particulas maiores. Como um dos objetivos dos estudos prévios
era definir condicdes para se obter nanoparticulas maiores e com distribuicdo estreita
para posterior incorporagao dos ativos nas formulacgées, foi definido o tempo padrao
de sonificagdo de 2 min, uma vez que esse tempo foi suficiente para obter particulas

com diadmetros maiores e com baixo PDI para as formulagbes contendo o
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coestabilizador. Além disso, uma menor energia € interessante considerando uma
ampliacdo de escala, dado que a elevada demanda energética no processo de

sonificacdo € uma das limitacbes dessa técnica.

Teste 9. Influéncia do tipo de solvente, diclorometano ou cloroférmio, em formulagdes
com 0,7%m de SDS em relacao a fase dispersa, composta por 3 g de APCL, 10 g do
solvente CHCIs e 20%m do coestabilizador crodamol em relagéo ao polimero.

Condicao de sonificagao: Amplitude de 70%; 3 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersodes testadas:

Massa (g)
APCL 0,3
Crodamol 0,06
CHCIz ou CH2Cl 10
SDS 0,072
Agua 24

Tabela A 9 - Rusomo das composigdes e resultados do Teste 9.

Amostra Solvente de PDI de PDI Resultados/Observagoes
(nm) (nm)
26 CHCIs 2351 0,194 226,5 0,180 Aspecto da dispersdo leitoso e

homogéneo, distribuicdo do tamanho de
particulas estreita.

29 CHCIs 212 0,219 208,8 0,180 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, distribuicdo do tamanho de
particulas estreita.

30 CH2Cl2 1949 0,159 190,5 0,172 Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, distribuicdo estreita do
tamanho de particulas.

Fonte: Autora (2021).

Conclusao Teste 9:

Para ambos os solventes testados o PDI obtido caracteriza dispersdes
estreitas, porém, as dispersdes com diclorometano apresentaram diametros de
particula menores que as com cloroférmio. Assim, tendo em vista a obtencdo de
dispersdes de nanoparticulas com didmetros na faixa de 200 a 300 nm o cloroférmio
foi mantido como solvente, assim como nos trabalhos de referéncia realizados por
Leimann (2011) e Peres (2012). Esse comportamento pode estar associado a

propriedades fisico-quimicas como a miscibilidade do solvente na agua, a solubilidade
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do polimero no solvente e a viscosidade da fase orgénica, indicando que o solvente
também influencia na estabilidade e tamanho das nanoparticulas. Dentre essas
propriedades sabe-se que o cloroférmio tem menor solubilidade que o diclorometano
em agua, o que poderia resultar em uma maior tensdo interfacial entre as fases
organica e aquosa, € a coalescéncia de algumas gotas, levando a formacgédo de
particulas maiores (LEIMANN, 2011).

Teste 10. Influéncia da amplitude de sonificacao nas dispersdes de nanoparticulas
em formulag¢des com 0,7%m de SDS em relagéo a fase dispersa, composta por 3 g de
APCL, 10 g de cloroférmio e 0,06 g do coestabilizador crodamol (20%mapcL)

Condigao de sonificagao: 2 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersodes testadas:

Massa (g)
APCL 0,3
Crodamol 0,06
Cloroférmio 10
SDS 0,072
Agua 24

Tabela A 10 - Resumo das composigdes e resultados do Teste 10.

Amostra Amplitude de PDI de PDI Resultados/Observagoes
(nm) (nm)

26 70% 2351 0,194 226,5 0,180 Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, distribuicdo do tamanho de
particulas estreita.

29 70% 212,0 0,219 208,8 0,180 Aspecto da dispersido leitoso e
homogéneo, distribuicdo do tamanho de
particulas estreita.

Dispersdes com aspecto leitoso e

13 50% 265,6 0,275 276,2 0,255 homogéneo, diametro de particulas e
PDls maiores, indicando uma
distribuicdo do tamanho de particula

31 50% 272,0 0,211 247,7 0,225 mais larga quando comparado as

dispersbes com 70% amplitude.

Fonte: Autora (2021).

Conclusao Teste 10:
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O objetivo dos ensaios com menor amplitude de sonificagdo era o aumento
do tamanho das particulas, no entanto para as dispersdes 13 e 31, com amplitude de
50%, apesar de resultar em particulas maiores, também apresentaram maiores
indices de polidispersao (PDI), indicando uma maior heterogeneidade na distribuigdo
do tamanho das particulas, quando comparadas as dispersdes 26 e 29. Por essa
razao, definiu-se a amplitude de sonificacdo de 70%, visando a obtengdo de
dispersdes mais homogéneas em tamanho de particula o que é desejavel para uma
liberacdo também mais homogénea de ativos, quando esses sao inseridos na

formulacao.

Teste 11. Influéncia da quantidade do coestabilizador crodamol, simulando a
encapsulacéo dos ativos B-cariofileno e 6leo de copaiba, em formula¢gées com 0,7%
de SDS em relagao a fase dispersa, composta por 3 g de APCL, 10 g de cloroférmio
e crodamol.

Condicao de sonificagcao: Amplitude de 70%; 2 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersodes testadas:

Quantidade
APCL 03g
Crodamol . {00,
Cloroférmio 10¢g
SDS 0,7%mFD
Agua 24 g

Tabela A 11 - Resumo das composigdes e resultados do Teste 11.

C{;i::?; ! (::1) PDI (::1) PDI Resultados/Observagoes

26 20 2351 0,194 226,5 0,180 Aspecto da dispersdo leitoso e homogéneo,
distribuicdo do tamanho de particulas
estreita.

29 20 212,0 0,219 202,5 0,186 Aspecto da dispersdo leitoso e homogéneo,
distribuicdo do tamanho de particulas
estreita.

34 30 230,5 0,214 216,2 0,228 Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,
distribuicdo mais larga.

32 40 261,2 0,201 230,6 0,240 Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,

distribuicdo mais larga, com pequena moda
de particulas com maior diametro.
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35 50 2416 0,228 234,3 0,241 Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,
distribuicdo do tamanho de particulas mais
larga, mas monomodal.

41 100 182,8 0,178 176,9 0,182 Aspecto da dispersdo leitoso e homogéneo,
distribuicdo do tamanho de particulas estreita
e monomodal.

43 100 198,4 0,211 188,2 0,198 Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,
distribuicdo do tamanho de particulas estreita
€ monomodal.

Fonte: Autora (2021).

Conclusao Teste 11:

O aumento da concentragdo do crodamol nas formulagdes resultou no
aumento do tamanho e do PDI das nanoparticulas até a concentracdo de 50%m em
relacdo ao polimero. No entanto, a presenga de 100%m do crodamol em relagao ao
polimero levou ao estreitamento da distribuigdo, com nanoparticulas com tamanho e
PDI menores, devido a sua agdo na coestabilizagdo das gotas, minimizando a
degradagao difusional.

Uma vez que, nas condi¢des testadas, a adigao de 0,3 g de crodamol na fase
dispersa resultou em dispersbes monodispersas, com diametro meédio de
aproximadamente 200 nm e baixo PDI, definiu-se que as dispersdes contendo os
ativos também seriam de 100%marcL, variando-se apenas a proporgao [3-

cariofileno:6leo de copaiba e B-cariofileno:crodamol.

A2. Polimero de menor massa molar, BPCL, 12,5 kDa

Para manter condi¢gdes similares aquelas utilizadas para o preparo das
dispersdes com o polimero de maior massa molar, foram testadas duas situagdes,
mantendo-se fixas a condi¢ao de sonificagdo, com amplitude de 70%, por 2 min e
pulso de 30 s on e 10 s off; a quantidade de solvente, 10 g de cloroférmio; a quantidade
de agua, 24 g; e 100% de crodamol em relagao ao polimero, simulando a posterior
incorporagao dos ativos B-cariofileno e 6éleo de copaiba.

Teste 12. Influéncia da quantidade de surfactante SDS em relacao a fase dispersa,
composta por 3 g de BPCL, 10 g do solvente CHCIs e 3 g de crodamol (100%mspcL).
Condicao de sonificagao: Amplitude de 70%; 2 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.
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Composicao das dispersodes testadas:

Quantidade
BPCL 0349
Crodamol 0,39
Cloroférmio 1049
o5 010 03507
Agua 249

Tabela A 12 - Resumo das composicdes e resultados do Teste 12.

SDS de dp ~
Amostra PDI PDI Resultados/Observacoes
(%mro) (nm) (nm) ¢
45 070 1215 0,134 Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,

gotas com diametro e PDI pequenos.
47 0,35 146,3 0,128 : " Aspecto da disperséo leitoso e homogéneo,
gotas com diametro e PDI pequenos.

48 0,175 147,2 0,148 : " Aspecto da disperséo leitoso e homogéneo,
gotas com diametro e PDI pequenos.

49 0,09 161,5 0,158 142,1 0,107 Aspecto da dispersao leitoso e homogéneo,
gotas e nanoparticulas com didametro e PDI
pequenos.

"Nao foi evaporado o solvente, pois as gotas estavam muito pequenas
Fonte: Autora (2021).

Conclusao Teste 12:

Uma vez que o polimero BPCL possui uma massa molar aproximadamente 6,5
vezes menor que o APCL, a solubilidade dele no solvente € maior e as formulagdes
com apenas 3 g de polimero resultaram em dispersdes de nanoparticulas muito
pequenas para a aplicagado desejada. E, mesmo reduzindo ao maximo a quantidade

de surfactante utilizado, o didametro e o PDI aumentaram pouco.

Teste 13. Influéncia da concentracao de BPCL, definida em relacdo a massa de
solvente, em formulacées com 0,7%m de SDS em relacao a fase dispersa, composta
pelo polimero BPCL, 10 g de cloroférmio e o coestabilizador, crodamol (100%mspcL).
Condicgao de sonificagao: Amplitude de 70%; 2 min; Pulso: 30 s on; 10 s off.

Composicao das dispersodes testadas:

Quantidade
3,9, 150u
20%mcHci3

Crodamol 100%msPcL

BPCL
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CHCls 10g
SDS 0,7%mrD
Agua 249

Tabela A 13 - Resumo das composicdes e resultados do Teste 13.

BPCL e d d
BPCL Crodamol ¢ PDI P PDI Resultado/Observagoes
(nm) (nm)
(9)

47 3% 0,3 146,3 0,128 i : Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, gotas com diametro e
PDI pequenos

51 9% 0,9 149,4 0,124 138,8 0,131 Aspecto da dispersdo leitoso e
homogéneo, nanoparticulas com
diametro e PDI pequenos

57 15% 1,5 198,2 0,153 187,0 0,170 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, tamanho e PDI das
nanoparticulas similares as
dispersdes com APCL

58 15% 1,5 174,2 0,147 1745 0,136 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, tamanho das
nanoparticulas similares as
dispersées com APCL

59 15% 1,5 175,7 0,133 174,7 0,136 Aspecto da dispersao leitoso e
homogéneo, tamanho das
nanoparticulas similares as
dispersdes com APCL

53 20% 2,0 226,6 0,219 229,9 0,235 Aspecto da dispersao leitoso e

homogéneo, distribuicdo mais larga,
com pequena moda de particulas
com maior didmetro

"Nao foi evaporado o solvente, pois as gotas estavam muito pequenas
Fonte: Autora (2021).

Concluséo Teste 13:

O didmetro médio das nanoparticulas aumentou com o aumento da
concentracdo de polimero. As dispersdes 47 e 51, com 3 e 9 g de BPCL,
respectivamente, apresentaram didametros de gota e de particula abaixo do que estava
sendo buscado, considerando a aplicagao. Enquanto a dispersdo com 20% de BPCL
(53) apresentou tamanho dentro da faixa desejada, porém com um PDI mais elevado,
representando uma distribuicdo de tamanho de particulas mais larga. Quando esse
estudo com o polimero de maior massa molar foi realizado, ja possuiamos alguns

resultados referentes a incorporagao dos ativos no polimero de maior massa molar e
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ja havia sido constatado que o crodamol € um bom coestabilizador para esse sistema
e gera nanoparticulas menores e com menor PDI, quando comparo as dispersdes
com BCF e OC, por isso, definiu-se como concentragao de trabalho 15% de BPCL
em relagdo aos 10 g de cloroférmio, o equivalente a 1,5 g, para evitar indices de
polidispersao elevados quando se incorporasse o B-cariofileno e 6leo de copaiba nas
formulagdes.
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APENDICE B - Perfis de transmissdo das dispersdes de nanoparticulas

Tabela B.1 — Composicao e valor de indice de separacao das dispersdes com APCL. Ensaio realizado
por LUMIsizer® (4000 rpm e 1,04 h) das dispersbes com teor de solidos de 0,2%m.

01— 02— 03— 04— 05— 06— 07— 08—
BCF  BCF C CIBCF CIBCF OC OCIBCF OCIBCF
B-Cariofileno  100%2  50%? 50%°  80%q 50%:  80%°
Crodamol 100% @ 50%32 20%:3
Oleo de 100%2  50%2  20%@
Copaiba
indicede 021 032 003 029 0,28
Separagio 0020 +016b 21 010 500 sgo07e 004 o050

a Porcentagem massica em relagéo ao polimero, (%ativoarcL); ® valor médio de duplicata e ¢ valor médio
de triplicata.
Fonte: Autora (2021).

Figura B1 - Perfis de transmiss&o de duplicatas da dispersdo 01-BCF com indices de separacgao 0,22
(a) € 0,20 (b).
a . b .

Fonte: Autora (2021).

Figura B.2 - Perfis de transmiss&o de duplicatas da dispersdo 02-BCF com indices de separagao 0,20
(a) e 0,44 (b).
a b

¢ s 5 @ 8 8 §

Fonte: Autora (2021).

Figura B.3 - Perfis de transmisséo da dispersédo 03-C com indice de separagéo 0,21.
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Trammimsnin s

¥ & ¥ % 3 3 3 §

Fonte: Autora (2021).

Figura B.4 - Perfis de transmisséo da dispersdo 04-C/BCF com indice de separacgao 0,10.

s
Punihn .

Fonte: Autora (2021).

Figura B.5 - Perfis de transmissé&o de triplicatas da dispersao 05-C/BCF com indices de separagéo 0,05
(a), 0,01 (b) e 0,02 (c).
a b

Fonte: Autora (2021).

Figura B.6 - Perfis de transmissao de duplicatas da dispersdo 06-OC com indices de separagao 0,23
(a) e 0,34 (b).
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Tramsissnin®

s B % 8 8 ¥ & ¥ 8 % §

Fonte: Autora (2021).
Figura B.7 - Perfis de transmisséo de triplicatas da dispersdo 07-OC/BCF com indices de separagéo
0,035 (a), 0,14 (b) € 0,14 (c).

A-J_A

Fonte: Autora (2021).

Figura B.8 - Perfis de transmissao de duplicatas da dispersdo 08-OC/BCF com indices de separacéo
0,24 (a) e 0,31 (b).
a b

e

2 B F E 8 5 8 3 3 3 §

Fonte: Autora (2021).

Tabela B.2 — Composigcédo e indice de separagdo das dispersées com BPCL.Ensaio realizado por
LUMisizer® (4000 rpm e 1,04 h) das dispersdes com teor de sélidos de 0,2%m.

09- 10— M- 12— 13-  14- :)5c7 :)scj
BCF  BCF C CIBCF CIBCF  OC GCF  pCF
B-Cariofileno  100%2  50%? 50%2  80%° 50%2  80%°
Crodamol 100%2  50%2  20%°
Oleo de Copaiba 100%? 50%?2 20%2
indice de 046 0,51 01y 001x 010 017 015 038
Separagio®  +0,09 0,05 : 0004 005 0006 £003 +0,02

a Porcentagem massica em relagédo ao polimero, (%atvo/arcL) € P valor médio de duplicata.

Fonte: Autora (2021).
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Figura B.9 - Perfis de transmiss&o de duplicatas da dispersdo 09-BCF com indices de separagéo 0,52
(a) € 0,40 (b).

a b

= % ¥ E & % % 3 8 & #
T

Fonte: Autora (2021).

Figura B.10 - Perfis de transmiss&o de duplicatas da dispersdo 10-8CF com indices de separagéo 0,47
(a) e 0,54 (b).

a b

Fonte: Autora (2021).

Figura B.11 - Perfis de transmiss&o da dispersdo 11-C com indice de separagéo 0,11.

Fonte: Autora (2021).

Figura B.12 - Perfis de transmissao de triplicatas da dispersdo 12-C/BCF com indices de separagao
0,009 (a), 0,014 (b) e 0,014 (c).
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Fonte: Autora (2021).

Figura B.13 - Perfis de transmiss&o de duplicatas da dispersao 13-C/BCF com indices de separagéo
0,06 (a) e 0,13 (b).

a b

Tt

i S I O T T

Fonte: Autora (2021).

Figura B.14 - Perfis de transmissao de duplicatas da dispersdo 14-OC com indices de separagéo 0,16
(a) e 0,17 (b).

a b

Tramsiimin®

Fonte: Autora (2021).

Figura B.15 - Perfis de transmissao de duplicatas da dispersdo 15-OC/BCF com indices de separagao
0,13 (a) e 0,17 (b).
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Fonte: Autora (2021).

Figura B.16 - Perfis de transmisséo de duplicatas da dispersdo 16-OC/BCF com indices de separagéo
0,40 (a) e 0,37 (b).

a b

Fonte: Autora (2021).
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APENDICE C - Liberagdo

O grafico da Figura 30, representa o perfil de liberagdo das nanoparticulas 05-
CIBCF e 12-C/IBCF, com APCL e BPCL, respectivamente. A analise completa dos
dados néo foi concluida, tendo os resultados de apenas 24 h, de um total de 10 dias
de ensaio, sendo em triplicata, apenas a 12-C/BCF. No entanto, ja foi possivel
identificar uma maior liberagdo da dispersdao 05-C/BCF, equivalente a 43,3%,

enquanto a 12-C/BCF, liberou 24,5 £ 1,9% da massa inicial relativa ao BCF.

Figura 31 - Ensaio de liberagdo de BCF para a nanoparticua 05-C/BCF (verde) do polimero de maior
massa molar (APCL) e 12-C/BCF (azul) do polimero de menor massa molar (BPCL).

50

F 3

a o O,

o
HH

o NN W oW R
o o

; b °

Porcentagem liberada (%)
o

o o,
oe
-

5 10 15 20 25
Tempo de liberagao (h)

05-C/BCF (20:80%) ®12-C/BCF (50:50%)
Fonte: Autora (2021)
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ANEXO A - Composig¢ao B-Cariofileno

Figura 32 - Cromatograma B-Cariofileno.
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Fonte: Autora (2021).

Tabela 11 - Composigao -cariofileno

Constituinte TR Concentracao (%)
NI 5,017 1,46

Cariofileno 5,827 93,03

a-humuleno 6,422 5,50

Fonte: Autora (2021).



Tabela 12 - Composicao do 6leo de Copaifera multijuga Hayne

ANEXO B - Composigao 6leo de copaiba

Constituintes IR Teor (%)
1. NI 1214 -
2. 0 - elemeno 1335 1,19
3. a - cubebeno 1348 0,56
4, a - copaeno 1374 6,25
5. B - elemeno 1389 3,12
6. a - gurjuneno 1409 0,32
7. (B) - cariofileno 1417 33,59
8. y - elemeno 1434 1,98
9. NI 1445 0,65
10. NI 1454 0,30
11. a - humuleno 1471 4,76
12. allo - aromadendreno 1481 0,58
13. Yy - muuroleno 1497 2,96
14. germacreno D 1503 10,66
15. B - selineno 1506 0,56
16. y - amorfeno 1510 0,63
17. a - muuroleno 1515 2,23
18. 0 - amorfeno 1520 0,34
19. y - cadineno 1524 1,05
20. 0 - cadineno 1530 4,60
21. a - cadineno 1541 1,16
22. selina - 3,7(11) - dieno 1548 0,47
23. germacreno B 1558 2,89
24. Cariofilenol 1565 219
25. Eudesma - 4(14) - en-60-ol 1606 2,01
26. NI 1621 0,50
27. Torreiol 1625 0,97
28. a - muurolol 1629 0,84
29. a - cadinol 1637 1,61
30. Selina -11-en-4-a-ol 1676 1,71
31. Ester metilico do 4cido copalico - 2,64
32. NI - 0,28
33. Ester dimetilico do &cido agético - 0,36
34. Ester metilico do acido 11-hidroxi-copalico - 0,52
35.  Ester dimetilico do acido 11-acetoxi-copalico - 1,63
36. NI - 0,56
Constituintes Identificados: 94,35%
Constituintes NAO Identificados: 5,64%

Fonte: Valdir Veiga (2020).
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ANEXO C - Cromatograma 6leo de copaiba

Figura C 1 - Cromatograma do 6leo de copaiba.
mV
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1 DetA Gh1/221nm
PeakTable
Detector AChl 221nm
Peald Ret. Tine Area Heieht Area % Height %
1 5787 13836456 625246 100.000 100.000
Total 13836456 625246 100.000 100.000

Fonte: Autora (2021)

Tabela C 1 - Solugéo de 6leo de copaiba avaliada e resultado obtido por analise de HPCL.

oc ACN  Cocesrica Area Cocr®  porcentagem
(mg) (9) (mg.g’) cromatograma (mg.g")
13,3 10,07 1,32 13836456 0,8757 66,31%

@ Referente a drea do cromatograma correspondente ao BCF.
Fonte: Autora (2021)
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A metodologia adotada neste trabalho para quantificar o teor de BCF, por

analise de HPLC, nao foi especifica para quantificar o OC. Desse modo, no mesmo

pico do cromatograma referente ao BCF, mais compostos do 6leo foram identificados.

O dleo de copaiba possui uma concentragao de 34% de BCF (Anexo B), e foi obtida

a concentracao 66% através da metodologia e curva padrao adotadas para quantificar

o teor de BCF. As consideragdes e corregdes utilizadas para quantificar a eficiéncia

de encapsulacao das nanoparticulas contendo OC, estao descritas no item 3.2.9.2.
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