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COSTA NETO, Bento Pereira - Desenvolvimento de sistemas micro e
nanoestruturados de quitosana/MDI para aplicagdes cosméticas. Dissertacdo de
Mestrado, UFRN, Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Quimica, Area de
Concentragdo: Engenharia de Processos — Subérea de concentragéo: Encapsul agéo.

Orientadora: Prof2 Dr2 Ana LUcia de Medeiros Lulada Mata— PPGEQ/UFRN
Co-orientadora: Dr2 Maria Inés Ré— IPT/SP

Resumo: O presente trabalho visou o estudo e desenvolvimento de um sistema micro e
nanoestruturado de quitosana reticulada por diisocianato, pela técnica de
policondensacdo interfacial combinada com emulsificacdo espontanea, para
encapsulacdo de benzofenona-3 (BZ-3), um filtro solar quimico. Foi elaborado
primeiramente um plangjamento experimental de 2° para desenvolvimento da
formulacéo de particulas de quitosana e MDI (4,4 -difenil metano diisocianato), onde as
variaveis foram as concentragdes de MDI, de quitosana e do solvente. A partir dos
dados fornecidos pelo planejamento experimental, optou-se pelas condi¢des de processo
e formulacdo capazes de gerar 0 menor didmetro de particula. O estudo prosseguiu com
a incorporagdo de BZ-3 e Miglyol (nicleo das capsulas formadas). Suspensdes de
nanocapsulas com concentragdes de 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 18,75 mg/mL e 25
mg/mL de BZ-3 foram preparadas, porém durante o periodo de armazenamento ocorreu
0 aparecimento de precipitados cristalinos, nas suspensdes de 18,75 mg/mL e 25 mg/mL
de BZ-3. Este aparecimento de precipitados cristalinos foi atribuido a difusdo da BZ-3
para a fase aquosa ndo ocorrendo sua encapsulacéo. A suspensdo contendo 6,25 mg/mL
de BZ-3 apresentou diametro médio de 1,47um, potencial zeta de 61 mV, pH de 5,64 e
teor de encapsulacéo proximos a 100 %. A suspensdo contendo 12,5mg/mL de BZ-3
apresentou diametro médio de 1,76um, potencial zeta de 47,4mV, pH 5,71 e teor de
encapsulacdo proximos a 100 % e foi selecionada juntamente com a de 6,25 mg/mL
para a continuidade do estudo. Estas formulagdes foram caracterizadas também pela
morfologia, turbidimetria, espectroscopia de absor¢do naregido do infravermelho, DSC
e foi elaborado um estudo de liberacdo controlada do farmaco em diferentes meios
receptores. Em conclusdo, o conjunto dos resultados obtidos demonstra que estas

formulacbes sdo sistemas promissores para a aplicacéo cutanea de filtros solares.

Palavras-chaves. Microencapsulacéo; Policondensacéo interfacial; Emulsificagdo
espontanea; Reticulacdo cruzada; Liberacdo controlada.



Abstract

Currently, studies in the area of polymeric microcapsules and nanocapsules and
controlled release are considerably advanced. This work ams the study and
development of microcapsules and nanocapsules from Chitosan/MDI, using a new
technique of interfacial polycondensation combined to spontaneous emulsification, for
encapsulation of BZ-3. It was firstly elaborated an experimental design of 2° of the
particle in white without the presence of BZ-3 and Miglyol, where the variables were
the concentrations of MDI, chitosan and solvent. Starting from the data supplied by the
experimental design was chosen the experiment with smaller particle diameter and only
added like this BZ-3 and Miglyal.

The suspension containing concentrations of 6.25 mg/mL, 12.5 mg/mL, 18.75
mg/mL, 25 mg/mL of BZ-3 were prepared, nevertheless, during the storage time, these
formulations presented drug precipitates in the suspensions of 18.75 mg/mL and 25
mg/mL of BZ-3. This apparition of precipitate was attributed to the diffusion of BZ-3
for the aqueous phase without any encapsulation, suggesting so the use of the smaller
concentrations of the BZ-3. The suspension containing 6.25mg/mL of BZ3 presented
average size of 1.47um, zeta potential of 61 mV, pH 5.64 and this sample showed an
amount of BZ-3 and drug entrapment of 100 %. The suspension containing 12.5mg/mL
of BZ-3 presented average size of 1.76um, zeta potential of 47.4 mV, pH 5.71 and this
sample showed an amount of BZ-3 and drug entrapment of 100 %. Then, showing such
important characteristics, these two formulations were chosen for futher continuity to
the study. These formulations were also characterized by the morphology, FTIR,
stability for Turbiscan, DSC and a study of controlled release of the BZ-3 was

elaborated in different receiving means.

Keywords.  Microencapsulation; Interfacial  polycondensation;  Spontaneous

emulsification; Cross-linking; Controlled release.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO




Capitulo 1. Introducéo geral Dissertacdo de Mestrado

|ntroducéo geral

No atual contexto mundial em que a competitividade industrial € crescente, 0
dominio da tecnologia, ou sgja, a aplicacéo de principios, métodos, instrumentos ou
processos elaborados a partir da pesquisa cientifica para desenvolver e aperfeicoar
produtos, € essencial para qualquer pais. Algumas tecnologias podem ser utilizadas em
variados setores e permitem um controle mais sofisticado das propriedades de diferentes
produtos que vem alcancando hoje maior valor estratégico. Uma destas tecnologias que
apresenta um enorme potencial, € a encapsulacdo. Ainda pouco conhecida no Brasil,
essa tecnologia envolve processos complexos que permitem incorporar a um material
ativo novas propriedades funcionais e inteligentes, tornando mais eficaz o produto final

do qual esse material faré parte (Filho & Oliveira, 1999).

A encapsulacdo € uma tecnologia que permite o revestimento fino a particulas
solidas, gotas de liquidos, dispersdes, como um filme protetor. Os sistemas coloidais
incluem as emulsdes, esferas, capsulas, lipossomas e complexos lipidicos e sdo capazes
de atuar como veiculos para farmacos lipofilicos e hidrofilicos. Os sistemas micros e
nanoestruturados podem ser administrados pelas vias intravenosas, subcuténeas, oral,
topica, ocular e intramuscular. A principal vantagem destes sistemas € a capacidade de
modificar consideravelmente a penetracéo intracelular das substancias a eles associados
(Alvarez-Romén et a., 2001). A utilizagdo dos sistemas coloidais como carreadores de
substéncias de uso dermatoldgico tem sido alvo de inUmeras pesquisas, contribuindo
para a introducdo gradual destes sistemas no mercado farmacéutico e de cosmeéticos
(Dingler et al., 1999; Umbach, 1995).

O termo particula refere-se a esferas e capsulas e esta tecnologia de producéo de
particulas € utilizada para transporte de farmacos hidrofdbicos. As particulas podem ser
projetadas e produzidas com caracteristicas especificas, permitindo maior eficiéncia de
encapsulacdo e liberagcdo controlada quando comparadas aos sistemas de encapsulagcéo
convencional. Elas sdo ainda atrativas por serem pequenas o0 suficiente para serem
injetadas diretamente no sistema circulatorio, além de poderem ser administradas por

outras vias como pulmonar, nasal, transcultanea, transdérmica e oral (Picos et al,. 2000).
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Os componentes estruturais das particulas compreendem polimeros sintéticos ou
naturais, onde os naturais séo hormalmente utilizados em aplicacdes de curta duracéo,
enguanto os sintéticos podem apresentar liberacdo controlada por periodos prolongados.
As esferas tém um tipo de estrutura matricial. A droga pode ser absorvida na superficie
da esfera ou encapsulada dentro da particula. No caso das capsulas encontra-se um
sistema vesicular onde o farmaco é confinado em uma cavidade (nicleo) dentro da

particula, recoberta por uma membrana polimérica (Couvrer, 1995).

As capsulas sdo congtituidas por um invélucro polimérico disposto ao redor de
um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nicleo e/ou adsorvido a
parede polimérica (Weiss, 2001). Assim, um micro - nanocosmeético pode ser definido
como sendo uma formulagdo cosmeética que veicula ativos ou outros ingredientes micro
e nanoestruturados e que apresenta propriedades superiores quanto ao seu desempenho
em comparacdo com produtos convencionais (Fronza et a., 2007). Logo, as micro e
nanoparticulas estdo sendo propostas como veiculos tépicos, especiamente para
bloqueadores UV, com o proposito de prolongar o tempo de resisténcia dos filtros

solares no estrato corneo (Alvarez-Roman et al., 2004).

Tendo como base os conceitos de nanotecnologia, micro e nanoencapsulagéo o
presente trabalho enquadra-se no @mbito das atividades da Rede de Pesquisas de
Nanocosmeéticos financiada pelo CNP. Foi redlizado em parceria com o Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de S&o Paulo (IPT-SP) e o Programa de Pos-
Graduagd0 em Engenharia Quimica (PPGEQ/UFRN), tendo como avo uma
concentracdo de competéncias e esforcos interingtitucionais para a obtencdo e
desenvolvimento de micro e nanoparticulas poliméricas de Quitosana/MDI com o
intuito de encapsular a Benzofenona-3, um ativo lipofilico aplicado em filtros solares. O
presente trabalho se mostra inovador, trazendo para o ambito do PPGEQ/UFRN uma
nova linha de pesguisa: a micro e nanoencapsulacdo, podendo ser utilizada em parceria

com projetos ja elaborados com o uso da quitosana nos laboratérios da UFRN.

Acompanhando essa linha de raciocinio os objetivos especificos desse trabal ho
foram: desenvolver e aperfeicoar 0 processo de obtencdo das micro e nanocapsulas,
obter os menores didmetros de particula sem a presenca de MDI residual, obter a maior
eficiéncia de encapsulacdo e elaborar um estudo de liberacdo do ativo em diferentes

meios.
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Esta dissertacéo apresenta, portanto, os resultados destes estudos e esta dividida
em seis capitulos. No Capitulo 1 foi feita uma breve introdugédo sobre 0 assunto em tela,
abordando-se alguns trabalhos da literatura e ressaltando-se a importancia da parceria
realizada entre 0 PPGEQ/UFRN e o IPT-SP. No Capitulo 2 sdo abordados os aspectos
tedricos referentes aos conceitos de nanotecnologia, micro e nanoencapsulacéo, o0s
métodos de encapsulacdo, as técnicas de emulsificagdo espontanea e policondensacéo
interfacial, a reagcdo de reticulacdo cruzada, os mecanismos de liberagdo controlada e as
matérias-primas utilizadas neste trabalho (quitosana, MDI, miglyol, BZ-3 e os
tensoativos). O Estado da Arte esta contemplado no Capitulo 3 onde é apresentado um
“histérico” da nanotecnologia aplicada na area cosmética: como e quando teve inicio,
metodologias e técnicas, quais rumos tomou e como Se encontra hoje no cen&rio
cientifico-tecnolégico. O Capitulo 4 descreve a Metodologia Experimental utilizada
para a realizacdo desta pesquisa, 0os materiais utilizados, o plangjamento experimental
realizado, a metodologia para obtencdo das particulas de quitosana/MDI e as
caracterizagdes das suspensdes de particulas de quitosana/MDI (granulometria, indice
de polidispersdo, morfologia, carga superficial, teor de ativo encapsulado, estabilidade
fisica das suspensdes e caracterizacbes térmicas). Os Resultados e Discussdes séo
apresentados no Capitulo 5 analisando-os e discutindo-se as caracterizacOes realizadas
nas suspensdes de particulas de quitosana/MDI. Fechando esta Dissertagdo o Capitulo 6
apresenta uma breve discusséo geral sobre os resultados e as conclusdes obtidas no

trabalho, propondo-se inclusive sugestdes para trabal hos futuros.
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Aspectosteoricos

2.1. Nanotecnologia

Muito se tem discutido sobre a tendéncia de miniaturizacdo que abrange desde
computadores e periféricos a maguinas responsaveis pela producdo dos mais diversos
itens. Entretanto, um aspecto que tem inquietado 0 meio académico nos Ultimos anos,
relaciona-se a miniaturizagdo de uma forma surpreendentemente diferente, ndo mais se
restringindo a miniaturizar maquinas e equipamentos, mas em fabrica-los em escala

atdbmica, ou melhor, dizendo, em escala nanométrica.

A nanotecnologia € o estudo e manipulagdo dos materiais quando reduzidos a
particulas cujos tamanhos encontram-se na casa do nanémetro ou milionésimo do
milimetro — nimero cem mil vezes menor do que o didmetro de um fio de cabelo. Em
média, um dtomo mede de 0,2 a 0,4 nandémetro, logo outra definicdo pode ser dada para
a ciéncia, por se, tratar-se da capacidade de manipular aomos e moléculas de forma a
dar aos materiais propriedades diferentes das que eles apresentam em seu estado natural
(Sant’anna, 2007).

Dois procedimentos de producéo sdo utilizados atualmente em nanotecnologia,
sd0 eles: bottom up (de baixo para cima) e top down (de cima para baixo). O método top
down refere-se a diminuicéo do material de sua forma volumosa (bulk) para dimensdes
nanométricas por técnicas de litografia. Esse método, no entanto, tem encontrado
limitagbes sendo pouco utilizado. O método “bottom up”, refere-se a construcéo de
dispositivos a partir de &omos ou moléculas ligados quimicamente. Nesse caso, as
estruturas sdo vistas como versdteis “blocos de construcdo” para a obtencdo de
dispositivos nanométricos, por exemplo, a funcionalizacdo de um substrato com
moléculas de propriedades e fungdes especificas (Moraru; Panchapakesan; Huang,
2003).

Na escala nanomeétrica surgem novos fendmenos que ndo aparecem em escala

macroscopica. As mudancas mais importantes de comportamento sdo causadas ndo
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apenas pela ordem de magnitude da reducdo de tamanho, mas por novos fenGmenos
intrinsecos observados que se tornam predominantes em nanoescalas (Nicolau et al.,
2000; Rieth, 2003; Galembeck, 2003). A medida que os corpos diminuem de tamanho,
as forcas gravitacionais, o atrito e a combustdo diminuem sua influéncia, enquanto
novas forgas, como forgas eletrostatica ganham destague. Na escala nanomeétrica a forca
de atrac3o eletrostética entre dois prétons é cerca de 10* vezes maior que a forca
gravitacional (Fishbine, 2002; Rocco, 1995; Rocco; Bainbridge, 2001; Rocco et al.,
1999; Seeman, 2003).

Existe hoje uma producéo cientifica significativa no Brasil, nos temas de
manipulacdo de nano-objetos, nanoeletrénica, nanomagnetismo, hanogquimica e
nanobiotecnologia, incluindo os nanofarmacos, a nanocatdlise e as estruturas
nanopoliméricas. Também h& uma producdo tecnol égica representada por patentes e ha
projetos sendo executados por empresas, isoladamente ou em cooperagdo com
universidades ou ingtitutos de pesqguisa. Isto mostra que a nanotecnologia é
multidisciplinar, unindo diversas areas de conhecimento, tais como: quimica, fisica,
biologia e engenharias. Apesar de estar relacionada a estruturas muito pequenas, a
nanotecnologia traz beneficios enormes, permitindo atingir o0 que em alguns anos atras
era apenas ficcdo. Por esta razdo, € agora um dos campos mais importantes
mundialmente. Observando a relevancia da nanotecnologia, a Figura 2.1 apresenta

algumas possibilidades de aplicacdo dos nanomateriais em diferentes areas da ciéncia.
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Figura 2.1. Diferentes areas de aplicacéo da nanotecnologia (Adaptado do INOVABRASIL, 2007).
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2.2. Micro/Nanoencapsulacéo

Define-se microencapsulagdo como uma tecnologia de empacotamento de
solidos, goticulas de liquido ou materiais gasosos em finas camadas poliméricas que
podem liberar seu conteido a taxas controladas e condi¢des especificas (Sparks, 1981).
O material encapsulado é conhecido como ativo e o material de cobertura pode ser

chamado de membrana, carregador ou parede (Gibbs et a., 1999).

As principais nanoestruturas utilizadas para encapsulagéo de ativos séo as
nanoparticulas poliméricas, as nanoparticulas lipidicas, os lipossomas e as
ciclodextrinas. As vantagens desses sistemas sd0 a melhoria da estabilidade quimica e
fisica dos ativos, melhoria da biodisponibilidade, manutencéo do ativo no tecido alvo,
muitas vezes, possibilitando a penetracdo deste em zonas corpéreas de dificil acesso,
solubilizacdo de ativos hidrofobicos, reducdo de efeitos colaterais e da toxicidade, assim
como do numero de doses e freqiéncia de administracdo, proporcionando maior
conforto ao paciente e, conseqientemente, a maior adeséo ao tratamento (Lasic, 1993;
Szejtli, 1988).

Estes sistemas possuem caracteristicas vantgjosas que fazem deles promissores
veiculos para aplicagdes cosmeéticas, dentre as quais se destacam a capacidade de
protecdo a compostos |&beis contra degradacdo quimica, a possibilidade de controlar a
liberacdo dos componentes ativos, a atuagdo como agentes oclusivos, permitindo um
aumento no contelido de &gua na pele, e a potencia acdo como blogueadores das
radiacbes UV, atuando como filtros fisicos, podendo ser combinados a filtros quimicos
melhorando a fotoprotecdo (Wissing & Muller, 2003). Nanocarreadores apresentam
tamanho reduzido possibilitando um aumento do contato de moléculas ativas com o
estrato corneo, além de facilitar sua formulagdo em produtos dermatol 6gicos e propiciar

confortavel aplicacdo cutanea (Alveset al., 2007; Guterres et al., 2007).

A obtencdo de particulas é condicionada a vérios fatores como: concentragéo do
polimero e ativo, quantidade de tensoativo, concentracdo de 6leo na fase orgénica e
velocidade de difusdo da fase orgéanica na aquosa (Couvrer et a., 2002). Algumas
caracteristicas fisico-quimicas sdo essenciais para o equilibrio dos sistemas, tendo como

exemplo o didmetro de particula. Este € um parametro importante utilizado no controle
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de qualidade, pois a estabilidade fisica das dispersdes depende do tamanho da particula
e do indice de polidispersdo (Miuller-Goymann,2004). O pH também é uma
caracteristica fisico-quimica importante a ser analisada, pois mudangas em seus valores
podem estar associados a degradacao do polimero ou de outros el ementos pertencentes a
formulagéo, sendo sua determinacéo também Gtil no monitoramento da estabilidade de

suspensoes coloidais poliméricas (Schaffazic et a., 2003; Guterres et al., 2007).

A microcapsula consiste, em geral, de uma camada de polimero que atua como
um filme protetor, isolando a substéncia ativa e evitando os efeitos de sua exposi¢éo
inadequada. Essa membrana desfaz-se sob estimul os especificos, liberando a substancia
em locais especificos ou na taxa mais adequada ao tratamento. Outra possibilidade de
encapsulacdo, além das cdpsulas, € a formagéo de microesferas. Neste segundo caso, 0
material ativo encontra-se disperso em uma matriz solida de polimero (Ré, 2000). A

Figura 2.2 representa bem diferenca entre as capsulas e esferas.

Cépsulas

Parede polimérica

Ndcleo oleosos

Férmaco

o B

a)

Figura 2.2. Representacao de capsulas e esferas: a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso; b) farmaco
adsorvido a parede polimérica; c) farmaco retido na matriz polimérica; d) farmaco adsorvido ou

disper so molecular mente na matriz polimérica (Adaptado do INFARM A, 2005).

As microcdpsulas sd0 usadas principalmente para aumentar a estabilidade de
uma droga, para modificar ou retardar sua liberacdo em locais especificos de acdo,
substancias antiinflamatérias, por exemplo, podem ter seu tempo de atuagdo no plasma
sanguineo aumentado pela microencapsulacdo, prolongando seu efeito no organismo
(Ré, 2000). As nanocgpsulas apresentam uma série de vantagens em relacdo a outros

sistemas e emulsdes, pois conferem protecdo do ativo nela incorporada frente a
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degradacdo quimica, uma vez que o ativo fica retido no interior de uma matriz
polimérica sdlida ou de um involucro polimérico que também tem a funcdo de controlar

aliberacdo do ativo no meio de dispersdo (Dingler et a., 1999).

Um grande nimero de farmacos apresenta pouca solubilidade ou instabilidade
em meio aguoso, fatores que podem originar problemas no desenvolvimento de
formulacBes. Neste sentido, as nanoparticulas poliméricas podem proteger moléculas

|&beis e moléculas com problemas de solubilidade (Legrand et al., 1999).

Aplicando-se a micro e nanoencapsulacéo de farmacos na &rea cosmética obtem-

Se uma série de vantagens (Natura, 2007) tais como:

Aumenta a penetracéo do ativo no substrato (pele ou cabel0);

e Liberacdo mais efetivado ativo para o substrato (érea de superficie);

e Posshilidade de distribuicdo de ativos mais uniformes no substrato (pele ou
cabelo);

e Maior possibilidade de penetracdo através da pele causando melhora de eficacia

biol 6gica dos ativos;

e Aumenta a solubilidade dos ativos, permitindo maior flexibilidade na

formul agéo;

e Aumento da estabilidade fisico-quimica.
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2.3. Métodos de Encapsulacéao

Varios métodos de encapsulacéo séo aplicados atualmente, inclusive em escala
industrial, como o “Spray-drying”, policondensacéo interfacial, entre outros. Estes
métodos também podem ser divididos em duas classes, sendo a primeira aquela em que,
durante o processo de formagao das nanoparticul as ocorre uma reacdo de polimerizacao;
a segunda classe, a nanoparticula é formada por um processo fisico-quimico,
empregando um polimero pré-formado (Reis et al., 2006). O processo de encapsulagdo
polimérica envolve uma larga &rea de aplicagbes, as quais se podem citar: as
formulagdes de produtos farmacéuticos e agricolas, na indlistria de cosméticos e em
revestimentos. Este processo é muitas vezes utilizado por razdes de toxicidade do
produto a ser encapsulado, para mascarar gosto e odor, ou parafacilitar a estocagem e o
transporte do produto encapsulado (Janssen, 1995). A Tabela 2.1 mostra os véarios

métodos de encapsul agdo que sdo aplicados atualmente.

Tabela 2.1. M éodos de obtengéo de micr oencapsulacdo. (Adaptada de BENITA, 1996).

Métodos Fisicos M étodos Fisico-Quimicos M étodos Quimicos
“Spray-drying” Coacervagdo Simples Polimerizacéo interfacial
“Spray-chilling” Coacervacdo Complexa Polimerizac&o “in-situ”™

Emulsificac8o e evaporagdo de

Leito fluidizado
solvente

Deposicdo eletrostética Gelificagdo idnicaltérmica

Incompatibilidade polimero -

Extrusdo centrifuga .
polimero

Separacdo rotacional de
suspensoes

Centrifugacdo multiorificio

Revestimento em turbinas

Dessolvatacdo em meio liquido
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2.4. Técnica de emulsificacdo espontanea

Na emulsificacBo cléssica preparam-se duas fases, uma lipofilica e outra
hidrofilica, que sdo aguecidas separadamente e vertidas, uma sobre a outra, sob
agitacdo, seguida da reducdo do didmetro médio das goticulas realizado através de
métodos fisicos (Kessler, 2001; Fronza; Campos, Teixeira, 2004). A preparacéo de
formulagdes por esta técnica foi descrita para diversos farmacos por Sznitowska et al
(2001), assim como para o diazepam (Levy & Benita, 1989) e mais recentemente,
paraa nalbufina (Wang et a., 2006).

A emulsificacdo esponténea é uma alternativa interessante para estudos de
desenvolvimento, uma vez que permite a preparacdo de pequenos volumes de
formulagdo. Outra vantagem desta técnica é que a preparacdo das nanoemulsdes é
realizada sem necessidade de aquecimento das fases, 0 que € interessante para farmacos
termos-sensiveis. Por esse método, o farmaco lipofilico é dissolvido em um solvente
organico miscivel em &gua juntamente com o0 6leo que constitui a fase interna da
nanoemulsdo e com um tensoativo lipofilico. A fase aquosa € composta, além de agua,

de um tensoativo hidrofilico. Apds a preparacéo das duas fases, verte-se a fase organica

sobre a aguosa sob agitacdo moderada, e o solvente organico € retirado por evaporagdo
apressdo reduzida (Yu et a., 1993; Pouton, 1997; Bouchema et al., 2004, b). A

Figura 2.4 representa bem o esquema da emul sificagdo espontanea.

Figura 2.3. Esquema da emulsificacdo espontanea.
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2.5. Técnica de policondensacao interfacial

O método de policondensacéo interfacial foi descrito por Chang para a
preparacdo de células artificial em 1960 (Chang & Granato, 1992). Ela envolve dois
mondmeros complementares na interface de duas fases imiscivels. Na prética, se os dois
mondmeros tém valores de coeficientes de particdo relativamente elevados e opostos,
gue pode ser assumido de forma a satisfazer os critérios de solubilidade implicita na
definicdo de policondensagdo interfacial. Em um sistema, o local inicial da
policondensacdo pode estar em um lado ou no outro lado da interface, em fungdo dos
coeficientes de particdo dos dois mondmeros no sistema de duas fases. Em outras
palavras, a reacdo policondensacdo comega quando o produto das concentragOes dos

dois mondmeros tem o valor mais elevado.

A técnica de policondensacdo interfacial envolve duas etapas (Bouchemal et al.,
2002):

» Emulsificagdo: formagédo de emulsdo O/A utilizando uma agitagdo mecénica durante
alguns minutos. O monémero esté delimitado nas gotas da emulséo.

* Polimerizagdo: Um segundo mondmero é adicionado a fase externa da emulsdo e a

etapa de policondensacdo ocorre nainterface liquido-liquido da emulsdo.

A etapa de emulsio € a de maior importancia no processo classico de
policondensacdo interfacial, pois ela determina o tamanho e indice de polidispersdo das
particulas. Uma quantidade de energia mecéanica é mantida durante alguns minutos para
conseguir a etapa de emulsificagdo e uma distribuicdo de tamanho estavel. Além disso,
0 agente ativo poderia difundir juntamente com o solvente para a fase aquosa, enquanto

o rendimento do encapsulamento decresceria (Frere; Danicher; Gramain, 1998).
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26. Técnica de policondensacdo interfacial combinada com

emulsificacdo espontanea

A técnica de policondensacdo interfacia combinada com emulsificagdo
espontanea trata-se de uma etapa do processo, onde uma fase orgéanica (S;) € composta
por um solvente miscivel em agua, mondmero, 6leo, ativo e um surfactante lipofilico,
onde essa fase orgéanica é injetada em uma fase aquosa contendo o polimero e o
emulsificante hidrofilico. O solvente miscivel em agua deve difundir-se para a fase
aquosa (S;), o 6leo precipita como nano-gotas, o polimero e 0 monémero reagem na
interface, formando uma membrana ao redor da nano-emulsdo levando a formagdo da
nanocapsulas (Montasser et al., 2001). A Figura 2.4 apresenta as etapas da técnica de
policondensagéo interfacial combinado com a emulsificagdo instantanea.

Figura 2.4. M ecanismo de pr epar acdo de particulas usando a técnica de policondensacéo interfacial
combinada com emulsificac8o espontanea (Montasser et al., 2001).
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2.7. Reacao de Reticulacdo Cruzada

A reticulacdo cruzada € uma reacao quimica que une duas ou mais molécul as por
ligagches covalentes. Reagentes reticulantes contém extremidades reativas para grupos
funcionais especificos. O processo de reticulacdo introduz ligacfes cruzadas, ou sgja,
ligagOes entre moléculas lineares produzindo polimeros tridimensionais com alta massa
molar. Com 0 aumento da reticulagdo, a estrutura se tornamais rigida (Clegg & Collyer,
1991).

A quitosana possui grupos funcionais amina e hidroxilas que fornecem
excel entes sitios para reacao da reticulacdo cruzada. Diversos reagentes, incluindo epoxi
de glutaraldeido, goma de dialdeido, diisocianatos e compostos de natureza ndo-toxicas
tém sido utilizados como agentes reticuladores de quitosana. Entre estes estdo os
diisocianatos, uma das importantes classes de reticuladores de quitosana, pois 0s
isocianatos possuem alta reatividade para com o grupo funciona amina, bem como para
grupo de hidroxila (Santosh et a., 2007).

No caso do uso datécnica de policondensacdo interfacial os grupos de isocianato
podem reagir com a agua pela difusdo do diisocianato para a fase aquosa formando um
grupo de acido amico, gque € instavel e se dissocia em uma cadeia com grupo aminas e
diéxido de carbono (Jabbari & Khakpour., 2000). Esta reacdo encontra-se representado
na Equacdo (1). A reagdo de reticulaco cruzada esperada entre a quitosana e o MDI

(4,4 -difenil metano diisocianato), encontra-se representado na Equacéo (2).

N=C=0 + H,0 ——» -NH-COOH — -NH, + CO; (1)

Bento Pereira da Costa Neto 16



Capitulo 2. Aspectos tedricos Dissertacio de Mestrado

I CH-OH i i CH,0H | I CH,OH i
0% o [% "%
H H H
_H Hz_n H NH, ; _Hh‘lH dn
0 C=0
| C=0 }
) I .
N

> »
N N’ HN
n) \
I C=0 )
o \ T
[ ] H,'N H i HN H ]
N H :
H A i
0 |W_| 0
CHEOH_ n |__ CHEOH_ n N HQOH_ n

Equacdo (2) Reacdo de reticulagdo entre quitosana e M DI.
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2.8. Mecanismos de liber acdo controlada de ativos

A tecnologia de liberagdo controlada caracteriza o sistema capaz de prover
algum controle terapéutico, sgja de natureza temporal, espacial ou ambos. Quando o
veiculo empregado promove apenas uma liberacdo em tempo prolongado podemos
denominar como liberagdo sustentada. Tal tecnologia envolve diferentes aspectos
multidisciplinares e pode contribuir muito para 0 avango da sallde humana. Os sistemas
de liberacdo oferecem inUmeras vantagens quando comparados a outros de dosagem

convencionais (Duran; Marcato; Teixeira, 2007), tais como:

e Maior eficéciaterapéutica, com liberacdo progressiva e controlada do farmaco;

e Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulacéo;

e Natureza e composicao dos veiculos, além de protegdo contra mecanismos de
instabilidade e decomposicao do farmaco (inativacdo prematura);

e Administrag8o segura, sem reagles inflamatériaslocais,

e Diminuic¢&o do nimero de doses devido aliberacéo progressiva;

e Possibilidade de direcionamento a alvos especificos.

Ensaios para avaliar a liberagdo de um ativo na pele so de dificil interpretacéo,
devido a natureza do estrato corneo e a interagdo com o veiculo (Cross et a., 2001).
Farmacos, quando encapsulados no interior de matrizes poliméricas, ndo estéo
prontamente disponivels para o sistema bioldgico como quando em solugdo. Assim, o
polimero tem que dissolver ou desintegrar para que o farmaco possa ser liberado, ou
entdo o farmaco tem que dissolver e/ou difundir do interior da matriz. De qualquer
modo, a liberacdo do farmaco para o meio fisiolégico é estendida a um tempo muito
maior comparado ao farmaco na sua forma livre, sendo esta caracteristicas um dos
principais fatores para a pesquisa e desenvolvimento de sistemas microparticulados
(Filho & Oliveira,1999).

Os sistemas de liberagdo controlada podem ser classificados em diferentes
classes, destacando-se: sistemas controlados por difusdo, sistemas ativados por solvente,
sistemas controlados quimicamente. Nos sistemas difusivos, o ativo pode estar
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armazenado de duas formas diferentes. em reservatério (micro/nanocdpsulas) ou em
uma matriz (micro/nanoesferas). Neste tipo de sistema de liberagcdo o ativo ira difundir
do interior da particula e as caracteristicas fisico-quimicas do ativo e do polimero iréo
governar o perfil de liberacdo controlada. O controle difusivo pode ser otimizado com a
utilizacdo de materiais estimulos-resposta, que por meio de estimulos de temperatura,
pH, forca idnica, forca elétrica, compostos quimicos, enzimas e ultrasom aumentam ou

diminuem a difusdo do ativo pela matriz polimérica (Benita, 1996).

Polimeros biodegradaveis sdo agueles em que a quebra das cadeias resulta em
unidades monomeéricas que podem ser eliminadas pelas vias metabdlicas normais e essa
quebra das cadeias pode ocorrer por acdo de hidrdlise (degradacdo hidrolitica) ou de
enzimas (degradacdo enzimatica). Sistemas erosivos ou degradaveis e, mais
particularmente, aqueles que se degradam em meio bioldgico tém encontrado grande
utilidade no desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada (Lima & Rodrigues-
Janior, 1999).

A eliminacdo natural de um polimero ap6s liberacdo total do ativo tem a
vantagem de dispensar o inconveniente de acimulo de polimero no organismo. Sendo
assim, sistemas micro e nanoestruturados biodegradaveis e biocompativels
(microesferas, microcapsulas, nanoesferas e nanocdpsulas) tém sido desenvolvidos para
liberacdo controlada de drogas (Soppimath et al., 2001; Benoit, 1996). O papel do
polimero na formulagcdo desses sistemas de liberacéo controlada € muito diferente do
papel de um excipiente inerte em formulagdes farmacéuticas. O polimero influencia ndo
apenas na cinética de liberacdo do agente ativo como esperado, mas também na
estabilidade da droga, na toxidade e na compatibilidade com o organismo vivo
(Anderson & Shive, 1997).

A utilizagdo destes sistemas em liberag@o controlada de fa&rmacos envolve um
amplo campo de estudos e tem reunido muitos esforcos, atualmente, na area de
nanoparticulas. Estes esforcos estédo representados pelas novas estratégias para a
veiculacdo de ingredientes ativos, os quais incluem aplicagGes importantes das ciéncias

de polimeros, de surfactantes e de col dides.
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2.9. Matérias- primas

2.9.1. Quitosana

A quitosana é um biopolimero do tipo polissacarideo amino. Constitui a maior
parte dos exoesquel etos dos insetos, crustéceos e parede celular de fungos. Por se tratar
de um polimero natural biodegradavel extremamente abundante e atoxico a quitosana
tem sido proposta como um material potencialmente atraente para usos diversos. E
solivel em meio &cido diluido, formando um polimero catiénico, com a protonacéo
(adicdo de protons) do grupo amino (NHz"), que confere propriedades especiais
diferenciadas em relacdo as fibras vegetais (Goosen, 1996; Roberts, 1992).

A quitosana é geramente obtida pela desacetilacdo da quitina, uma reacdo que
pode ser executada em diferentes condic¢fes empregando diferentes acalis. Entretanto, a
execucdo da reacdo de desacetilacdo de quitina em temperaturas elevadas e empregando
solucBes concentradas de NaOH € o método mais usual para obtencdo da quitosana
(Campana & Desbriéres, 2000).

Adicionamente, a quitosana possui atividade bacteriostética, que reduz o
crescimento de bactérias e outros tipos de microrganismos que entram em contato com a
mesma. Outra propriedade importante é a reconhecida propriedade homeostética da
guitosana que auxilia a cicatrizacdo e estanca sangramentos em lesdes cutaneas. Essa
propriedade permite a criacdo de bandagens para estancar sangramentos, e hemorragias
em ferimentos e incisdes, protegendo de forma simultaneamente a area afetada de
infeccBes. Devido a sua habilidade em formar filmes hidrofilicos (que absorvem égua)
sobre a pele, os cientistas estdo investigando o0 uso da quitosana para o tratamento de

gueimaduras.

A quitosana possui vérias caracteristicas que a tornam atraente para a utilizagcéo
em cosmeéticos. Ela se destaca por apresentar carga global positiva em pH bioldgico, ou
sga, apresentase como um polimero policatibnico, enquanto a maioria dos
biopolimeros apresentam-se negativamente carregados nas mesmas condicdes. As

cargas positivas da quitosana interagem com tecidos negativamente carregados, tais

B Perei N
ento Pereira da Costa Neto 20



Capitulo 2. Aspectos tedricos Dissertacio de Mestrado

como pele e cabelo. Essa capacidade bioadesiva da quitosana é o principal fator para o

Seu uso em cosmeticos (Polymar, 2007).

Nos produtos para a pele, a quitosana encontra aplicagéo, principalmente por
conta da sua capacidade de formar camadas protetoras transparentes que apresentam a
propriedade de reter a umidade, sem causar reacOes alérgicas. A quitosana apresenta-se
ainda como uma matriz apropriada para outros ingredientes ativos, como pigmentos e
fragrancias em diversos tipos de cosméticos. O caréter hidrofilico e hidrofébico da
guitosana faz deste polimero um potente estabilizador de emulsdes, o qual tem

aplicacdo direta em produtos com baixo pH.

Em composi¢Oes de produtos para tratamento da pele, a adicdo da quitosana
aumenta a capacidade de retencdo de umidade. Devido a presenca de grupos amino, a
quitosana reage quimicamente com facilidade com produtos oxidantes protegendo
efetivamente as células epiteliais desses compostos. Outro aspecto muito importante €
gue substancias que absorvem radiacdo ultravioleta e corantes podem ser facilmente
ligadas de forma coval ente aos grupos amino da quitosana (Polymar, 2008).

Em protetores solares, a quitosana reduz a perda dos filtros UV decorrente da
acado da agua ou suor. Essa propriedade melhora a toleréncia da pele ao protetor e
protege contra o ressecamento da mesma. A quitosana forma um filme sobre a pele que
reduz a quantidade de luz ultravioleta absorvida pela pele, aumentando o fator de
protecdo solar. Em batons, a quitosana (utilizada nas concentragdes de 0,05% a 1%)
aumenta a resisténcia dos filtros UV e de substancias lipofilicas ativas, protegendo a

pele contra o ressecamento (Polymar, 2007).

Bento Pereira da Costa Neto 21



Capitulo 2. Aspectos tedricos Dissertacio de Mestrado

2.9.2. Diisocianato — M DI

Os isocianatos s8o substancias altamente reativas e que apresentam muitas
aplicacdes em transformacdes sintéticas e processos industriais. Os isocianatos Sao
altamente insaturados e reagem rapidamente com substancias que possuem protons
ativos, como alcool e fenol. A aplicagdo de diisocianatos no campo da quimica de
polimero tem tomado a dianteira para a preparacdo de varios tipos de polimeros de
condensagao como poliamidas, poliuretano e poliuréias (Tamami & Koohmareh, 2007).
Os isocianatos possuem o grupo NCO gue reage com compostos que possuam aomos
de hidrogénio ativo, como os polidis, a agua, os extensores de cadeia, etc. Todos o0s
isocianatos usados comercialmente possuem no minimo dois grupos funcionais. Deles,
mais de 95% s&0 aromaticos a base do TDI (31%) e dos diferentes tipos de MDI (66%).
Temos ainda os isocianatos especiais como: 1,5-naftaleno diisocianato (NDI) usado em
elastomeros solidos e microcelulares de ato desempenho; bitolileno diisocianato
(TODI) com propriedades superiores em atas temperaturas, e p-fenileno diisocianto

(PPDI) com propriedades dindmicas e termomecani cas superiores (Poliuretanos, 2008).

O 4,4 -difenil metano diisocianato, CH,(CsH4sNCO),, também conhecido
como MDI é uma molécula simétrica possuindo grupos NCO com reatividades iguais
como mostra a Figura 2.5. Os diisocianatos séo classes importante de reagentes para a
reticulacdo cruzada da quitosana porque os isocianatos possuem reatividade elevada
para 0 grupo amina assim como para grupos de hidroxilas. Mas, o maior problema € que
amaioria dos diisocianatos disponiveis no mercado tem reatividade elevada com agua e

éinsollvel em solugdes aquosas &cidas (Jin; Song; Hourston, 2004).

O=C=N N=C=0

Figura 2.5. Formula estrutural do MDI.
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2.9.3. Benzofenona-3

A benzofenona-3 também conhecida como oxibenzona, metanona e
difenilcetona, € um derivado benzofendnico utilizado em aplicacdes topicas como filtro
solar quimico, que necessita ser adequadamente solubilizada nas emulsbes de forma a se
evitar arecristalizacdo e consequente perda e/ou diminuicéo da sua efetividade. Embora
tipicamente as benzofenonas sgjam absorvedores UVB (290 a 320 nm), a benzofenona
3 também absorve radiacdo UV A (320 a 360 nm), podendo ser considerado um filtro de
largo espectro. E utilizada como co-absorvedor, em associac3o a filtros especificos de
UVB (Martindale, 1999; Flor; Davolos; Correa, 2007). Sua formula estrutural esta
representada na Figura 2.6.

Figura 2.6. Formula estrutural da BZ-3.

As benzofenonas sdo as Unicas classes de filtros solares formada por cetonas
arométicas. A deslocalizagcdo por ressonancia € acrescida pela presenca de um
grupamento doador de elétrons nas posices orto e/ou para. O grupamento carbonila
participa deste processo, sendo o grupamento receptor de elétrons (Shaath, 1997). A
BZ-3 possui dois picos de absor¢cdo com A maximos em 288 nm e 325nm, é fotol&bil e

pode ser oxidada rapidamente (Kullavanijaya & Lim, 2005).

Quando comparadas a outros filtros, as benzofenonas fazem ressonancia mais
facilmente requerendo menor energia quantica para a transicdo eletrbnica como
apresenta a Figura 2.7 e como a energia é inversamente proporcional ao comprimento
de onda (E = hc/L), os compostos desta classe absorverdo a energia com valores
correspondentes de comprimento de onda acima de 320 nm (Skoog & Leary, 1992,
Shaath, 1997).
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Figura 2.7. Estruturas de ressonancia das benzofenonas (Shaath, 1997).

Embora sga um filtro amplamente utilizado, a BZ-3 pode causar reagOes
adversas. A BZ-3 pode causar eritemas faciais em pessoas alérgicas a este composto
(Nedorost, 2003), podendo causar também urticaria logo apOs aplicacdo e uma
dermatite tardia (Collins & Ferguson, 1994).

A ANVISA aprova o uso da BZ-3 como filtro solar em produtos para higiene
pessoal, cosméticos e perfumes na concentragdo maxima de 10% e ressalta que para
concentragbes maiores que 0,5% deve-se incluir a seguinte adverténcia na rotulagem:
contém oxibenzona (ANVISA, 2002), mas sua concentracdo de uso varia normalmente
entre 2 a 6%. Possui formula molecular C14H1,03, massa molar de 228,2 g/mol, ponto
de fusdo entre 62 e 64 °C, dose letal (oral) menor que 5 g/kg (Yesudian, 2002; Flor;

Davolos; Correa, 2007). Sua solubilidade de acordo com a comisséo européia € de:

e Agua 0.0037 g/l (20°C); e Butanol: 10,0%;

e Glicerina: < 0,01%; e Miglyol® 812: 14,0%;
e Etanol: 6,0%; e Acetona > 20,0%;

e |sopropanol: 10,0%; e Cloroférmio: > 20,0%.
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2.9.4. Miglyol

O Miglyol é um dleo neutro de aparéncia clara, ligeiramente amarelada
praticamente incolor e de odor e sabor neutro, constituido de uma mistura de
triglicerideos dos écidos céprico e caprilico. E um bom solvente, como outros 6leos
éster e possui baixa viscosidade. Ndo € sensivel ao calor, mesmo em climas quentes,
refrigeracdo ndo € necessaria, tém um baixo teor de agua, e, portanto, ndo € sensivel a
divisdo hidrolitica e microbiana. O miglyol é soltvel a 20 ° C, nos seguintes solventes:
Hexano, tolueno, éter etilico, acetato de etila, acetona, isopropanol, etanol a 96% (Sasol,
2008).

O miglyol possui as seguintes vantagens em comparagdo com 0leos naturais:

e Altaestabilidade contra a oxidagéo;

e Permaneceliquido a0 ° C;

e Excelente espalhabilidade sobre a pele e boa absorcéo cutanes;

e N&o inibe arespiracdo dapele;

e Promove excelente penetracao;

e E emoliente (hidrata a pele e restaura a oleosidade perdida devido ao
ressecamento);

e Boas caracteristicas de solubilidade.

O écido caprilico é o nome usual dado ao acido graxo de cadeia normal aberta
homogénea formada por oito carbonos, também conhecido como écido octandico. E
encontrado em sua forma natural nos coqueiros e no leite materno. Consiste hum
liquido oleoso, de gosto desagradavel e rancoso, e que € pouco soltvel em agua. Possui

a formula quimica CH3(CH,)6COOH. A Figura 2.8 ilustra os triglicerideos de &cido
caprilico.
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Figura 2.8. Triglicerideos de acido caprilico.

O &cido caprico, também conhecido como acido decandico, € um é&cido
carboxilico de formula CH3(CH2)sCOOH. Sintetizado a partir de células da pele de
caprinos, é responsavel pelo odor caracteristico da espécie, a Figura 2.9 ilustra o

triglicerideo de acido caprico.
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Figura 2.9. Triglicerideos de acido caprico.
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2.9.5. Tensoativos
2.95.1 Tween 80

O tween é composto por ésteres de sorbitan etoxilados. Conforme o tipo de
&cido graxo de origem e grau de etoxilagdo pode ser obtido produtos com diferentes
balancos hidrofilico-lipofilico (HLB), que se adaptam as diversas aplicacbes, mas no
caso do tween 80 seu HLB é de 15,5. Sua estrutura se encontra representada na Figura
2.10.

HO(CH,CH0)y, Q\(OCH,CH,),0H

o C|:H(OCH2CH2)yOH
Il
CHZO—(CHZCHZO)Z-I—CHZCHZO—C ’CHz(CH2)5CH2CH:CHCH2(CH2)6CH3

Somatorio de w+x+y+z=20

Figura 2.10. Estrutura molecular do Tween 80.

A caracteristica hidrofilica da cadeia de polioxietileno faz do tween, tensoativos
hidrofilicos (alto HLB), geralmente solUveis ou dispersiveis em &gua e empregados para
obter emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A), como dispersantes ou solubilizantes de
Oleos e como cotensoativos em xampus. Estas caracteristicas do tween sio
determinantes para suas aplicagdes em cosmeéticos, por exemplo, em cremes e logdes.
Nestes tipos de produtos a presenca de grupos hidrofilicos e lipofilicos nas moléculas
promove uma reducdo da tensdo interfacial entre os componentes da formulagéo,
permitindo a obtencdo de emulsdes estéveis (Mapric, 2008). O Tween 80 € praticamente
nado irritante possuindo uma toxidade potencialmente muito baixa. A ingestdo diaria em
decigramas por quilograma de peso corpdreo, correspondente a um adulto pesando 70
kg consumindo cerca de 1,75 mg de tween 80 diariamente sem qualquer risco de
toxicidade potencial (Epic, 2008).
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2.9.5.2 Span 80

O Span 80 ou Sorbitana monooleato € éster de sorbitana amplamente usado em
produtos alimenticios e farmacéuticos. E um tensoativo ndo iénico (Epic, 2008). Sua

estrutura molecular € representada pela Figura 2.11.

0
1
<|:H2 0 C CH, (CH,); CH, CH=CHCH,(CH,),CH,
HOWC, ©
I "
H
HO “OH

Figura 2.11. Estrutura molecular do Span 80.

O Span é tensoativo lipofilico, ou sgja, exibem baixos valores de HLB. O carater
lipofilico faz com que este produto seja sollvel ou dispersivel em 6leo, favorecendo sua

aplicacdo em emulsdes do tipo agua em 6leo (A/O).

O Span e 0 Tween 80 tém uso previsto no “Cosmetic Ingredient Handbook™ da
CTFA e naFarmacopéia Americana (USP). O relatorio sobre seguranca dos produtos do
“Cosmetic Ingredient Review” conclui que estes produtos sd0 seguros para uso em
formulagdes cosméticas. O Span e 0 Tween ndo sdo irritantes aos olhos e a pele,
conforme testes realizados em coelhos e em seres humanos, porém em se tratando de
produtos quimicos puros recomenda-se, quando de seu manuseio, a utilizacdo de EPIs
como luvas de PV C, éculos de seguranca e avental (Oxiteno, 2008).
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Estado da arte

Durante uma palestra para a Sociedade Americana de Fisica em 1959, o fisico
americano Richard Feynman (1918-1988) apresentou seu projeto para uma nova
pesquisa. Em sua apresentacdo intitulada “ There is plenty of room at the bottom”, ou
em portugués. “Ha muito espago |4 em baixo”, Feymann sugeriu meios para
desenvolver a habilidade de manipular &omos e moléculas. Segundo o autor, "Os
principios da fisica ndo falam contra a possibilidade de se manipular as coisas atomo
por atomao”. Feymann afirmou que ha tanto lugar nessa pequena escala que, dominada a
manipulacdo dos atomos individualmente, seria possivel registrar tudo o que a
humanidade escreveu até a presente data em um cubo de um décimo de milimetro de

lado: ou sgja, em um gréo de poeira.

O termo Nanotechnology foi criado em 1974, na Universidade de Ciéncias de
Tokio pelo professor Norio Taniguchi para descrever a manufatura precisa de materiais
com toleréncias nanométricas. Na década de 80, o termo foi reinventado e sua definicdo
expandida pelo professor K. Eric Dexler do Massachusetts Institute of Technology -
MIT, mais especificamente em seu livro “Engines of Creation — The Coming Era of
Nanotechnology”, de 1986. Sua tese de doutorado “Nanosystems: Molecular
Machinery, Manufacturing and Computation”, publicado em 1992 reacendeu o
interesse pela tecnologia no meio cientifico mundial. Na Figura 3.1. estdo listados

eventos importantes em nanotecnologia.

*IBM manipula
35 domos de «IBM deservolve
. *Termo Xendnio e método para
slnvengdodo  Nanotecnologiaé  .pescobertaa  escrevecomeles  *Descoberta crescimento de
Microscopio ciadoporNorio  moléculade suamarcanuma dos nanotubos de
Eletronico Taniguchi fullereno placa de niquel nanocones carbono

*Palestrade einvencdo  <EricDexierlanca  +Descoberta  +Criadaaprimeira
Richard Microscopiode o livro “Engines dos empresa de
Feynman Tunelamento  of creation- The nanotubos nanotecnologia—a
Coming Eraof Zyvex
Nanotechnology

Figura 3.1. Principaisfatos histéricos em nanotecnologia.
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A nanotecnologia farmacéutica teve inicio em meados da década de 1970 com
os lipossomas como carregadores de farmacos hidrofilicos ou lipofilicos. Em 1980
surgiram as nanoparticulas poliméricas carreadoras de férmacos lipofilicos,
principalmente empregando polimeros biodegradaveis. Na década de 1990 surgiram as
nanoparticulas lipidicas sdlidas. Cada um desses sistemas apresenta peculiaridades que
devem ser consideradas na escolha do sistema de liberag&o. Mas foram as emulsdes os
primeiros sistemas de liberacdo de ativos cosméticos na pele, e constituem uma
dispersdo composta por goticulas de um liquido, distribuidas em um veiculo no qual é
imiscivel, a fase dispersante, por intermédio de um tensoativo (Ansel; Popovich; Allen,
2000). Deve-se destacar que 0 desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo em
cosméticos foi influenciado principalmente pelo estudo de novos tensoativos sintéticos
e pela maior compreensdo da estrutura e funcdo da pele em relacdo a absorcéo
percutanea, tendo sido intensamente estudados, ao longo dos anos (Nacht,1995;
Magdassi, 1997).

A é&ea de cosméticos vem empregando nanotecnologia nos mais diversos
produtos, como: particulas metdliicas para aumento de brilho em maquiagens;
nanoemulsdes para cabelos que sdo hidratantes mais promissores; protecéo de ativos
contra a degradacgdo, por exemplo no encapsulamento da vitamina C; liberagdo em
camadas mais profundas da pele de ativos anti-rugas; melhoria da textura do creme e
formagdo de um filme mais eficiente de protetores solar, como exemplo, 0 emprego de
nanoparticulas de dioxido de zinco. Tais produtos, no entanto, devem ser
cuidadosamente investigados anteriormente a introducéo no mercado, uma vez que tais
sistemas nanoparticulados apresentam inimeros beneficios, mas também podem ter
algum efeito danoso. As nanoparticulas de dioxido de zinco em protecdo solar, por
exemplo, ndo devem penetrar até camadas mais profundas da pele, uma vez que poderia

ocasionar reacdes inclusive de danos ao DNA (Nanobiotecnologia, 2008).

Em 1891, Hammer publicou uma revisdo em que ele descrevia a influéncia da
luz sobre a pele. Ele reuniu diversas evidéncias de que a queimadura solar era devida a
radiacéo UV efoi o primeiro arecomendar o uso de filtros solares quimicos: “Materiais
gue impedem a radiacdo UV de atingir a pele protegendo-a contra os eritemas solares”
(Urbach, 2001).
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Os filtros solares tém seu uso relatado no cendrio mundia a partir de 1928,
guando foi langada nos Estados Unidos uma emulsdo contendo dois filtros solares
guimicos, o salicilato de benzila e o cinamato de benzila. Durante all Guerra Mundial o
exército americano fez uso de vérios produtos de natureza fisica e quimica, 0 que
acabou resultando em uma relacéo de produtos aprovados e suas concentracdes de uso,
entre estas substancias destacam-se: acido paminobenzoico PABA (3 %), sdlicilato de
etilhexila (5 %), sdicilato de homometila (8 %) e sdlicilato de dipropilenoglicol (4 %)
(Shaath, 1997).

Alvarez-Roman et al., (2001) elaboraram o primeiro estudo de encapsulacdo de
um filtro solar. Eles estudaram nanocapsulas contendo metoxicinamato de octila
(MCO), um filtro solar lipofilico e avaliaram o perfil de liberacdo das mesmas
incorporadas em um gel, bem como sua habilidade em proteger a pele de porco contra a
radiacdo UVB. As nanocapsulas proporcionaram uma liberacdo continua da substancia
no modelo utilizando a pele de porco. A finalidade do estudo foi constatar o efeito das
nanocapsul as na fotoprotecdo. Foi observado que a protegdo contra eritema induzido por
radiacdo ultravioleta foi expressivamente maior (p < 0.05) a partir do gel contendo
nanocapsulas, as quais foram produzidas utilizando poli (epsilon-caprolactona) pelo
método de deposicdo interfacial. A taxa de encapsulacdo foi ata (99 + 1% da
concentracdo inicia de MCO), sendo obtidas nanocdpsulas com um didmetro médio de
300 nm. Segundo os autores, 0s resultados apresentados sugerem que as nanoparticulas,
devido a sua alta area superficia especifica, sGo capazes de cobrir eficientemente a
superficie da pele e melhorar a habilidade do protetor solar em inibir o eritema. Os
pesquisadores destacaram que os resultados deste estudo enfatizam o potencial de

nanocapsulas como novos sistemas de distribuicdo de substancias ativas na pele.

Em outro estudo desenvolvido por Alvarez-Roméan et al., (2004) avaliou-se a
retencdo do MCO no estrato cdrneo de pele suina através da técnica de “tape stripping
in vitro”. A quantidade de filtro solar quimico retida no estrato corneo foi 3,4 vezes
maior quando vinculado a nanocépsulas de poli(e-caprolactona) do que na forma livre.
ApGs 6 horas de experimento o filtro solar ndo foi detectado no compartimento receptor.
Neste mesmo estudo avaliou-se, através de microscopia confocal, a distribuicdo de uma
sonda fluorescente nanoencapsulada e livre. Observou-se uma melhora na distribuigéo

da sonda quando liberada a partir das nanoparticulas, porém os autores afirmam que as
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imagens ndo possibilitam definir se a sonda, melhor distribuida, é originamente

nanoencapsuladaou livre.

Em outro estudo sobre nanocdpsulas contendo MCO, Jiménez et al., (2004)
compararam o desempenho do ativo na forma livre e na forma encapsulada, sendo
preparadas quatro emulsdes A/O e O/A contendo MCO. A técnica utilizada para
preparar as nanocdpsulas foi a de deposicdo interfacial, utilizando poli (epsilon-
caprolactona), e as formulacdes foram aplicadas em pele de porco num estudo in vitro.
As nanocapsulas obtidas apresentaram um didmetro médio de 374 nm e uma alta
percentagem de encapsulacdo (97,52%). Os autores verificaram que as nanocapsulas
diminuiram a penetracdo cutanea do MCO, retendo esta substancia na superficie da
pele, o que é fundamental para uma efetiva fotoprotecdo. Além disso, proporcionaram
uma liberacdo continua aumentando, consequientemente, o tempo de contato do ativo
com a superficie da pele. Diante dos resultados, os pesquisadores salientaram que
emulsdes contendo nanocapsulas podem ser utilizadas como carreadores de moléculas
ativas, sendo novos tipos de sistemas de aplicacdo de substancias na pele. Os dados
demonstram que a aplicabilidade das nanocapsulas em produtos destinados a

fotoprotecdo representa um vasto potencial de mercado.

O método de obtencdo de nanocdpsulas e sua penetracdo cutdnea foram
avaliados por Olvera-Martinez et a., (2005). Neste estudo os autores obtiveram
nanocapsulas de MCO através do método de emul sificacao-difusdo com diametros entre
400 e 615 nm e nanoemulsdo com aproximadamente 160 nm. Apos caracterizacdo dos
nanocarreadores a penetracdo cuténea do filtro solar foi avaliada, a partir das
nanocpsulas, nanoemulsdo e emulsdo convencional, através da técnica de “tape
stripping in vivo”, determinando a quantidade de MCO retida no estrato corneo. A
incorporacéo do MCO em nanoemulsdo aumentou sua penetracdo quando comparada ao
ativo incorporado em nanocpsulas ou na emulsdo convencional. Os autores atribuem o
aumento da penetracdo do ativo incorporado na nanoemulsdo ao tamanho das goticulas
e a flexibilidade das mesmas quando comparadas as nanocpsulas, que apresentaram
didmetro médio maior além de serem estruturas mais rigidas.

Para avaliar o local de liberacdo do MCO a partir de nanocdpsulas polimeéricas
incorporadas em um gel de hidroxietilcelulose e sua penetracéo cuténea, Weiss-Angeli

(2007), desenvolveu um novo sistema de extracdo do ativo retido na pele nos
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experimentos de penetragdo cutéanea utilizando célula de difusdo de Franz. Neste
trabalho dois protocolos foram empregados, no primeiro o MCO foi extraido das
diferentes camadas da pele em estudo utilizando um solvente de extracdo convencional,
acetonitrila, possibilitando o doseamento do ativo livre e encapsulado, pois este solvente
dissolve as nanocapsulas. O segundo protocolo empregado utilizou como solvente de
extracdo o miristato de isopropila, que ndo solubiliza o polimero, mas solubiliza o filtro
solar livre, e posterior ultracentrifugacdo, separando as nanocapsulas presentes no
sistema e possibilitando o doseamento do ativo livre. Os resultados demonstram néo
haver diferenca entre as quantidades doseadas através dos dois protocol 0os nas camadas
mais profundas da pele. Entretanto, na superficie cutdnea houve uma diferenca
significativa entre a quantidade de filtro livre e total, indicando haver liberagdo do ativo
a partir das nanocapsulas acumuladas nesta camada da pele. Os autores concluem que
esse efeito pode ser explicado pelo reduzido tamanho das nanocdpsulas e pela
hidrofobicidade do polimero, poli(e- caprolactona), ambos fatores que contribuem para

0 acumulo de nanocapsulas na superficie da pele.

Os mecanismos de permeacdo de nanoparticulas poliméricas preparadas com
poli(e-caprolactona)-b-poli(etilenoglicol) contendo minoxidil e o efeito do tamanho das
nanoparticulas sobre a taxa de permeagdo do farmaco foram avaliados por Shim et al.,
(2004). Foram preparadas nanoparticulas com didmetros médios de 40 e 130 nm, que
foram avaliadas através de célula de difusdo de Franz utilizando-se como membrana de
estudo a pele de “porcos da india” com e sem pélos. Os resultados sugeriram que, para
as membranas com pélos, as particulas de menor tamanho facilitaram amplamente a
permeacdo do minoxidil para o compartimento receptor, aumentando 1,5 vezes a
guantidade permeada até a epiderme e 1,7 vezes a quantidade no fluido receptor,
guando comparadas as particulas maiores. No entanto, para as membranas sem pélos, a
permeacdo do farmaco ndo foi dependente do tamanho de particula, sugerindo que a
liberagdo do minoxidil a partir das nanoparticulas pode acontecer, principamente, nos

foliculos pilosos.

Nanocépsulas contendo o antisséptico clorexidina aumentam o tempo de contato
desta substancia com a pele, como verificaram Lboutounne et al., (2002) utilizando pele
de porco. As nanoestruturas foram preparadas utilizando poli(epsilon-caprolactona),

através do método de deposicdo interfacial, e proporcionaram uma liberacéo continua da
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substéncia por pelo menos 8 horas. Houve uma alta taxa de encapsulacdo do
antisséptico, corroborando com Jiménez et al., (2004). A concentracdo residual de
clorexidina no estrato cérneo foi trés vezes maior utilizando a suspensdo de
nanocpsulas em hidrogel em relacdo a formulacdo contendo a substancia ativa néo-
encapsulada, proporcionando uma atividade antimicrobiana topica prolongada contra

Staphylococcus epidermidis.

Perioli et a., (2006) utilizaram a TG e DSC para caracterizar ainclusdo do filtro
solar, &cido sulfénico fenibenzilimidazol, em argila aniénica e concluiram que as
hidrotalcitas (hidréxidos duplos lamelares com elevada capacidade de troca anibnica)
foram boas matrizes para a incorporagé@o de o filtro solar. Ja Scalia; Villani; Casolari
(1999) utilizaram a andlise térmica, DTA e TGA, aém de outros métodos analiticos
para a comprovacao da inclusdo de filtro solar, 2-etil-hexil-p-dimetilaminobezoato, na

cavidade de ciclodextrina

Pérez et a., (2004) redizaram estudo termoanalitico de substancias que atuam
como filtros solares, isoladas e na forma de misturas, com objetivo de avaliar o
comportamento térmico por TG e por DSC. A partir dos resultados obtidos, os autores
concluiram que a decomposi¢éo térmica dos filtros solar despertou o interesse para
posterior estudo por TG isotérmica, visando a determinagdo da meiavida destes
materiais. A técnica forneceu informagBes importantes quanto a0 comportamento

térmico dos filtros solares.

A andlise térmica, juntamente com outros parametros analiticos, reologia,
espectrofotometria no ultravioleta (UV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram
utilizados no estudo de estabilidade de emulsdes contendo filtros solares que
absorveram nas regides do UV e infravermelho. No trabalho realizado por Pérez et al.,
(2004), aDSC, TG e DTG foram utilizadas para verificar o comportamento térmico dos

filtros solares, benzofenona-3 e p-metoxinamato de octila (Santoro et al., 2000).

Com relacBo a estabilidade das emulsdes, Silva; Nacco, Matos (1994)
propuseram a aplicacdo da andlise térmica na avaliacdo de emulsdes O/A, sendo
abordada a liberacdo de &gua a partir da elaboracdo de curvas TG, uma vez que a
temperatura de liberacéo da &gua € uma primeira caracteristica representativa da forca

de ligacdo da &gua. Foi sugerida a técnica para o desenvolvimento de formas de
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liberacdo controlada de &gua e a investigacdo de transicdo de fase e estabilidade de

formulacOes.

JA os estudos com a quitosana se destacam os publicados por Tharanathan &
Prashanth (2007) que realizaram uma extensa pesquisa sobre a quitina e a quitosana,
pesquisando suas modificaces e aplicagbes. Neste estudo ficou comprovado que as
areas de aplicacdes da quitina/quitosana e seus derivados sdo ilimitados, uma vez que
estes podem ser obtidos na forma de fibras, microesferas e nanoparticulas. S&o
mencionadas aplicagdes na &rea de alimentos e nutri¢cdo, ciéncia dos materiais, ciéncias

médicas e farmacéuticas, microbiologia, imunologia, dentre outras.

Moura; Aouada; Mattoso (2008) desenvolveram nanoparticulas através da
polimerizacdo do é&cido metacrilico na presenca da quitosana, neste estudo foram
analisados o didmetro da particula que ficou entre 99 a 218nm, potencia zeta que
diminui com o aumento do pH, infravermelho, ressonancia magnética nuclear e
microscopia eetrénica de transmissdo. As nanoparticulas obtidas apresentaram uma
morfologia bem homogénea além de um indice de polidispersdo baixo. Foi observado
também que o didmetro da particula dependia da concentragdo da quitosana durante o
método de preparacdo: quanto maior a concentracdo de quitosana menor seria a

particula.

Jiang et al., (2006) estudaram a aplicacdo de um sistema de dispersdo de
nanoparticulas de quitosana em queimaduras da pele. Eles evidenciaram que o sistema
de dispersdo de nanoparticulas de quitosana possuia efeitos curativos e reduzia o tempo
de cura e cicatrizagdo, sugerindo que este sistema poderia ser desenvolvido para uma
nova perspectiva médica. O filme protetor de quitosana permite a passagem de oxigénio
permitindo uma répida cicatrizacdo. Além disso, ap0s a cicatrizacdo do ferimento, ndo
havia necessidade de remover a quitosana, pois as enzimas presentes nos tecidos
epiteliais degradam o polimero permitindo a sua absor¢do pelo organismo. Como
beneficio adicional, evitase danos na érea cicatrizada causados pela remocdo da
bandagem.

As benzofenonas comegaram a ser utilizadas como filtros solares no fina da
década de 50. A benzofenona3 (BZ-3) (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona) ou

oxibenzona, um composto lipofilico, € o0 mais utilizado dessa categoria nos Estados
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Unidos (Nedorost, 2003). Além dos problemas dermatoldgicos associados a BZ-3,
algumas pesquisas tém levantado a possibilidade de agOes adversas sistémicas da BZ-3.
Hayden et a., (1997) quantificaram a absorcdo sistémica da BZ-3 em voluntéarios
humanos. Ap6s 12 horas de ensaio, 1% a 2%, da quantidade de BZ-3 aplicada na pele,
foi detectado na urina. Nesta pesquisa foram utilizadas quantidades de filtro seis vezes
maiores que as utilizadas para determinacéo do fator de protecéo solar (Hayden et a.,
1997).

Luppi et a., (2003) estudaram a permeacdo, atraves de célula de difusdo de
Franz, da BZ3 nanoencapsul ada, utilizando como polimero o dcool polivinilico ligado a
diferentes &cidos graxos com dois graus de substituicdo (40 e 80 %), visando
aperfeicoar uma formulagdo que limite a permeacéo do ativo através da pele até a
circulacéo sistémica. A natureza dos substituintes e o grau de substituic¢éo influenciaram
no tamanho de particula e na habilidade de interacdo do ativo com a pele. As
nanoparticulas obtidas com baixo grau de substituicdo apresentaram melhor localizaco
do ativo na epiderme, entretanto as obtidas com alto grau de substituicdo preveniram a

absorcéo percutaneada BZ3.

Simeoni et al., (2006) estudaram a influéncia da complexacdo da BZ3 com
hidropropil-a-ciclodextrina (HP-a-CD) e sulfobutileter-p- ciclodextrina (SBE-B-CD) na
penetracdo cutanea do filtro quimico. Os estudos de penetracdo foram conduzidos em
células de difusdo de Franz. Os resultados demonstram que a complexacéo da BZ3 em
HP-a-CD néo alterou seu perfil de penetracdo, porém a complexacdo com SBE-B-CD
reduziu significativamente a penetracdo percuténea (quantidade detectada tanto no
estrato corneo, quanto epiderme e derme), minimizando assim o contato do filtro solar
com a pele e 0s riscos toxicol gicos associados a ele. Segundo 0s autores este aspecto €
particularmente importante em preparacdes comerciais contendo BZ3, visto que estas
contém elevadas concentracbes do filtro solar e sdo aplicadas repetidas vezes em

grandes extensdes de pele permanecendo por um longo periodo de tempo.

Em um estudo de seguranca da BZ-3, ap6s administracdo dérmica em ratos, a
BZ-3 formulada em uma base oleosa foi aplicada na dose de 100 mg/Kg de peso
corporeo, duas vezes ao dia, por quatro semanas. Baseando-se nos seus resultados
bioquimicos, hematoldgicos e patoldgicos sugeriu-se que a BZ-3 ndo é toxica nas

condic¢oes da pesquisa (Okereke et al., 1995).
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As nanoparticulas poliméricas tém sido extensivamente estudas como
carreadores de farmacos nos campos farmacéuticos e médicos, porgque eles mostram-se
promissores como sistemas de entrega de droga e de liberagcdo controlada ou sustentada.
Foram desenvolvidos vé&rios métodos para obtencdo de nanoparticulas durante as
Ultimas duas décadas, classificadas de acordo com a formagéo da particula: se envolve
uma reacdo de polimerizacdo, surge de uma macromolécula ou de um polimero pré-
formado. Reis et a., (2006) fez uma revisdo destes métodos onde foram descritos os
métodos de preparacdo mais importantes para a obtencdo de nanoparticulas,
especialmente os que fazem uso de polimeros naturais. As vantagens e desvantagens
foram apresentadas facilitando a selecdo do método de encapsulacdo apropriado, de
acordo com a aplicacao especifica.

Segundo Bouchemal et al., (2004) (a), o afatocoferol (vitaminaE) € largamente
utilizado como antioxidante em muitos cosméticos, mas apresenta uma rapida
degradabilidade, devido a sua sensibilidade a luz, ao calor e a0 oxigénio. Os
pesquisadores relatam que carreadores capazes de encapsular substancias ativas, tais
como nanocdpsulas, sdo uma oportunidade atraente para proteger moléculas contra a
degradacdo. Este grupo de pesquisa produziu nanocdpsulas de 150 a 500 nm
encapsulando o afatocoferol, utilizando o polimero poliuretano e poli (éter uretano),
através de uma nova técnica que engloba a policondensacéo interfacial (Montasser et
al., 2001) combinada com emulsificagdo esponténea. Os autores verificaram que o
método oferece numerosas vantagens, quando comparado a técnica classica de
policondensacdo interfacial. Eles destacam que uma das vantagens destes sistemas
nanométricos esta em apresentar uma enorme area superficial, o que torna tais
dispositivos convenientes para importantes aplicacbes cosmeéticas e farmacéuticas, bem
como formulagdes topicas de substancias lipofilicas encapsuladas para uma liberacéo

homogénea.

As nanoemulsdes consistem em dispersdes de 6leo/agua, obtendo goticulas de
diametro entre 100-600 nm. No trabalho elaborado por Bouchemal et al., (2004) (b), as
nanoemulsdes foram preparadas pelo mecanismo de emulsificagcdo espontanea, que se
inicia quando uma fase organica e uma fase agquosa sdo misturadas. A fase organica é
uma solucdo homogénea de dleo, surfactante lipofilico solvente miscivel em agua, a

fase aquosa consiste de um surfactante hidrofilo e agua. Um estudo experimental de
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otimizagdo do processo de obtengdo da nanoemulsio baseado na distribuicdo de
tamanho foi executado. Os resultados mostraram que a composicéo da fase orgéanica
inicial era de grande importancia no processo de emulsificagdo esponténea, e também
para as propriedades fisico-quimicas das emulsdes obtidas. Primeiramente, o HBL da
nanoemulsdo foi superior a 8, obtendo gotas de didmetro de 171 nm. Segundo, a
concentracdo do solvente miscivel em égua (acetond) e seu efeito no processo de
emulsificacdo foram estudados, verificando que quanto mais polar o solvente menor
serd o didmetro da particula. A etapa de emulsificac8o representa um importante passo
na obtencdo de particulas poliméricas usando nanoprecipitacdo ou policondensacéo

interfacial combinado com emulsificacgo espontanea.

Bouchemal et a., (2006) em um outro estudo, obtiveram particulas nanométricas
gue possuiam um nucleo oleoso e uma parede polimérica ( nanocapsulas), combinando
em uma Unica fase o processo de emulsificacdo e uma reacdo de polimerizacdo de
interfacial. A emulsificacdo espontanea produziu uma dispersdo de goticulas de 6leo
entre 100-400 nm de didmetro, onde, logo em seguida, a reacdo de policondensacéo
interfacial aconteceu. O processo foi aperfeicoado considerando a escolha do o-
tocoferol como 6leo e fez destaque a presenca de mondmeros dentro da fase aquosa e da
fase organica e a conversdo deles em polimero. A causa principa de dificuldades era a
grande concentracdo de mondmeros de diamina na fase aquosa que fez as goticulas de
Oleo imediatamente instavel ocorrendo agregacdo depois da formag&o. Foi observado
gue, umavez que o emulsificante tenha sido adsorvido e a polimerizacdo completada, as
suspensdes finais de nanocapsulas permaneceram estaveis por longos periodos. Uma
populacdo secundéria de particulas micrométricas que coexistiram com as nanocapsulas
estava presente em varios casos onde era desfavoravel sua presenca, considerando a

aplicacdo delas como um sistema de entrega de droga para aplicacdes cosméticas.

Na busca por materia cientifico indexado em bancos de dados, foram
encontrados poucos trabalhos direcionados especificamente a nanocdpsulas em
cosméticos. A escassez de informagdes técnico-cientificas talvez possa ser explicada
pelo fato de que a utilizagdo de nanocépsulas em cosmeéticos € bem mais recente que o
uso das mesmas em farmacos, para 0os quais ja ha um nimero bem maior de estudos

publicados.
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4. M etodologia experimental
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4.1. Materiais

4.1.1. Equipamentos
Reator mecanicamente agitado de 200ml;
Condensador de alihn tipo bolg;

Termdmetro digital portétil tipo espeto, modelo TM879, Marca Equitherm, faixa
de temperatura -50 °C a 300 °C, com precisdo de + 1 °C;

Centrifuga Selecta, Modelo Medifriger-BL;

Banho termostético Haake DC 30;

CLAE Shimadzu, Modelo CBM-20A;

Espectrofotdmetro Cintra, Modelo Cintra 10E;

Zetamaster (Medidor de potencial Zeta) - Marca Malvern, Modelo Zetamaster S;
Incubadora Nova Etica, Modelo 430;

DSC- Marca Mettler Toledo, Modelo DSC822;

TG - Marca Mettler Toledo, Modelo SDTA851,;

Balanga de precisdo Marca Mettler Toledo, Modelo X S205;
Espectrometro Perkin Elmer, Modelo Spectrum One;

Turbiscan Lab - Versao Expert;

Beckman Coulter - LS230 Laser Diffration Particle Size Analyzer;
Microscépio 6ptico Nikon Eclipse, Modelo E400 POL;
Microscopio Eletrénico de Varredura Jeol, Modelo JSM-6360LV;;
Microscopio Eletrénico de Transmissao Philips, Modelo CM120;
pHmetro DIGIMED, Modelo DM 21;

Ultrassom Elma, Modelo T460;

Balanca analitica Ohaus, Modelo E12140

Bento Pereira da Costa Neto 41



Capitulo 4. Metodologia experimental Dissertacdo de Mestrado

4.1.2 Reagentes

Quitosana de baixo peso molecular - Sigma-Aldrich;
Diisocianato - Sigma-Aldrich;

Span 80 - Oxiteno;

Tween 80 - Sigma-Aldrich;

Benzofenona-3 - Delaware;

Agua ultrapura.

Acetona - Quimex;

Acido acético glacial - Sigma-Aldrich;

Miglyol cedido gentilmente pela Dhaymers QuimicaFing;
Oleo mineral NP-35 ANIDROL ;

Etanol - Quimex;

Isopropanol - Quimex;

N N N N N T N N N N N N

Metanol grau CLAE-Merck;

4.2. Ensaios preliminares

Nos ensaios preliminares foram estudadas, de forma randbmica, as
concentracfes das matérias primas e algumas variaveis de processo, variando seus
valores dentro do sistema. Obteve-se assim uma série de informagdes importantes para
0 estudo de obtenc&o das micro/nanoparticulas, tais como: tipo de solvente utilizado, os
l[imites mé&ximos e minimos para um plangamento experimental das variaveis
estudadas, temperatura de execucaéo dos ensaios, intensidade de agitagdo mecanica do

sistema e a solubilidades da BZ-3 em Miglyal.
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4.3. Plangjamento experimental

Os ensaios para obtencdo de particulas quitosana/MDI, conforme o
plangamento experimental, foram realizados em um reator mecanicamente agitado

acoplado a um banho termostético com controle de temperatura e a um condensador.

O sistema estudado consistiu de uma fase organica e uma fase aguosa, com as

seguintes composi ¢oes:
1. Fase organica: monémero (MDI), solvente (acetona) e tensoativo (Span 80).
2. Fase aguosa: quitosana, tensoativo (Tween 80) e &cido acético.

Os intervalos deste estudo de sensibilidade paramétrica foram escolhidos de
modo a abranger grande parte dos estudos apresentados na literatura. Para determinacéo
das condicbes experimentais que encontrassem o menor didmetro de particulas com
méximo consumo de mondmero, um plangjamento experimental do tipo 2° resultando
em 8 experimentos mais a tréplica do ponto central em cada caso, totalizando 11
experimentos foi elaborado (Tabela 4.1). As variaveis independentes analisadas foram

as seguintes:
A. concentracdo de quitosana (0,1 a0,5% m:m)
B. concentracao do diisocianato (0,1 a 0,25% m:m)

C. razéo massica entre fases organica e aquosa (1:2 e 1.5).

Parametros fixados : tipo de solvente (acetona) e tempo de reacdo (4h).

Tabela 4.1. Plang amento experimental para obtencdo de particulas quitosana/M DI.

Ensaio A B C
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

A= MDI; B = quitosana; C = razdo de fases organica: aquosa
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A andlise do plangamento experimental foi redlizada através do software
STATISTICA. Visando obter uma comparacdo direta do efeito de cada variavel, as
variaveis independentes foram normalizadas no intervalo de -1 a +1. O nivel -1

representa o limite inferior e o nivel +1 representa o limite superior de cada variavel.

Do plangjamento experimental, determinou-se as condic¢des de formulacdo para
a etapa seguinte do trabalho que consistiu na incorporacdo da substancia ativa a
encapsular, a benzofenona (BZ-3) e um outro componente destinado a formar um

nucleo oleoso pararetencdo da BZ-3 no interior das particulas.

4.4. M etodologia para obtencao das particulas de quitosana/M DI

As suspensdes de particulas contendo BZ-3 e Miglyol foram preparadas segundo
método de polimerizacdo interfacial combinado com emulsificacdo espontanea descrito
anteriormente na literatura (Montasser et a., 2001). A Figura 4.1 apresenta o

fluxograma das etapas de obtencdo das particulas.

1. A solucéo organica (S;) é composta pelo MDI, a Benzofenona-3, o tensoativo
(Span 80), e o solvente miscivel em agua (acetona) e Miglyol. Primeiramente o
MDI é solubilizado sob agitacdo mecénica na acetona; a seguir, adiciona-se BZ-

3, Span 80 e Miglyol no sistema.

2. A fase aguosa (S;) € formada por agua ultrapura, quitosana de baixo peso
molecular e tensoativo Tween 80. A quitosana é solubilizada por 24h em &gua
ultrapura sob agitacdo mecéanica com pH gustado para 4,0 com é&cido acético
glacial. Apéds as 24 h a solucdo aquosa de quitosana é filtrada em uma peneira
de 400 mesh.

3. Injecdo dafase organica (S;) nafase aguosa (S;) sob agitagdo mecénica de 2400
rpm, a particula precipita instantaneamente, e a membrana principal é formada
imediatamente. Nessa etapa ocorre a difusdo do solvente da fase organica para

fase aquosa.

4. A agitacdo mecanica é mantida durante 4 h & temperatura de 50°C, a fim de

assegurar o crescimento da parede polimérica (etapa de maturacéo).
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5. A totalidade do solvente (acetona), bem como uma parte da &gua é removida

por evaporacdo durante 10 min sob ac&o de véacuo.

Fase aquosa Fase orgéanica

A
Solubilizagdo da
quitosana por 24h em
agua ultrapura com pH o

ajustado para 4,0 com Solubilizagao do
acido acético. diisocianato em acetona.

A
Filtragdo da solugéo de

quitosana em peneira de
400 mesh.

A
Adig¢do da benzofenona-3
e do miglyol na solugéo
contendo acetona e o
diisocianato.

Twenn 80 ¢é adicionado a
solucdo de quitosana.

Adicéo da fase orgénica
na fase aquosa. Agitacao
mecéanica de 2400 rpm.

A
Agitagdo mecéanica por 4
h a uma temperatura de
50 °C.

J

Remogdo da acetona sob
agdo de vacuo por 10 min.

A

Obtengao da suspensdo das
particulas.

Figura 4.1. Fluxograma das etapas de obtencdo das particulas.
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4.5. Caracterizacao das suspensdes de particulas de quitosana/M DI

Cada suspensdo de particulas de quitosana/MDI foi caracterizada quanto a sua
granulometria, indice de polidispersdo, morfologia, carga superficia, teor de ativo
encapsulado, estabilidade fisica das suspensdes e caracterizaches térmicas.

4.5.1. Granulometria e indice de polidispersao

A granulometria das particulas € medida em uma suspensdo aquosa estética por
espalhamento de luz laser em uma LS 230 COULTER ® granulometer. O LS 230 mede
a granulometria das particulas usando o principio da difracdo laser. Uma amostra €
colocada no fluido do modulo onde é distribuida através de uma célula a velocidade
constante. Um feixe de luz laser brilha através da célula onde é difratada pelas
particulas no interior da amostra. A luz é dispersa e recolhida por um conjunto de
detectores. As informacdes sobre as particulas menores que 0,04 um sdo limitadas pela
difrac@o padréo do equipamento. Nesse caso, quando o didmetro da particula € menor
gue 0,04 um, é usado outro equipamento. Esse equipamento é o Malvern, Modelo
Zetamaster S, que trabalha por espalhamento de luz de angulo fixo de 90° e obtém
medi¢des de 1 a1000 nm.

As determinagbes do diametro e do indice polidisperséo das micro e
nanoparticulas em suspensao foram realizadas através de espalhamento de luz dinamico.
As amostras foram diluidas 500 vezes (v:v) em agua ultrapura a temperatura ambiente e

os resultados determinados através da média de trés repeti¢des.

4.5.2. Microscopia e morfologia

A morfologia das nanoparticulas foi investigada pela microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) Philips ® CM 120, 80 kV. Geramente, as amostras séo preparadas
pela colocagéo de uma gota em um apoio de grades collodion cooper (Malaiya e Vyas,
1988). No caso das microparticulas foi utilizado um Microscopio Eletrénico de
Varredura Jeol, Modelo JSM-6360LV onde uma pequena quantidade de microparticulas
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€ adicionada a uma fita de cobre fixada em um porta-amostra de latdo. Em seguida, as
amostras foram metalizadas com Au pelo processo de Sputtering (evaporacdo do metal
e deposicdo de uma fina camada — 10nm - sobre a amostra) utilizando-se um
metalizador BAL-TEC. Foi utilizado também um microscopio éptico Nikon Eclipse,
Modelo E400 POL para observar se nos ensaios ocorria a difusdo da BZ-3 da fase

orgénica para afase agquosa.

45.3. Potencial zeta

Os tensoativos estabilizam a interface da emul sdo ndo apenas com a formacéo de
uma barreira mecanica, mas também através da producdo de uma carga elétrica de
superficie, denominada potencial zeta, que tem a habilidade de produzir forcas
repulsivas entre as goticulas de dleo evitando a coalescéncia (Benita & Levy, 1993;
Floyd, 1999).

A carga superficial das particulas foi verificada por um Malvern Zetasizer. As
particulas foram diluidas 500 vezes (v:v) em solucdo de 1 mmol.L™ de NaCl &
temperatura ambiente e os resultados determinados através da média de quinze
repeticbes (Maia; Santana; Ré, 2004).

4.5.4. Eficiéncia de encapsulacéo da BZ-3 por CLAE

A quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou HPLC
tem sido adotada para diversas andlises por ser uma metodologia bastante versdtil e
prética, pois pode ser totalmente automatizada. Ela tem a capacidade de realizar
separacles e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes
em diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta

resolucéo, eficiéncia e sensibilidade (Guimaraes & Coallins, 1997).

Além disso, existem ensaios descritos por CLAE com a separacéo e
determinacdo de filtros solares (Vanquerp; Rodriguez; Coiffard, 1999; Ikeda;, Suzuki;
Watanabe, 1989; Gagliardi; Cavazzutti; Montanarella, 1989; Rastogi & Jensen, 1998;
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Salvador et. a., 2003; Chisvert & Salvador, 2002; Dinunzio & Gadde, 1990; Scdlia,
2000; Smyrniotakis & Archontaki, 2003).

Para separar as particulas do meio aguoso para uma futura analise de eficiéncia
foi utilizado o método de centrifugacdo proposto por Cheng; Liang; Li, (2005), pois
para a centrifugac@o de nanoparticulas é necessario a utilizagdo de uma ultracentrifuga.
Pelo método proposto por Cheng; Liang; Li, (2005) ndo se faz necess&rio essa
utilizacdo. O método consiste em: um grama da suspensdo é dispersa em 25 ml de uma
solucdo aquosa de sacarose a 20% (p = 1.0584 g/mL) em tubos de centrifuga e, em
seguida, segue para centrifugagdo por 1h a 13400 rpm em temperatura ambiente. O
equipamento utilizado foi uma centrifuga Selecta e o modelo é Medifriger-BL. O uso de
uma solucdo concentrada de sacarose, como em muitos casos de separacdes biol bgicas,
contribui para manter a separacdo entre diferentes tipos de nanoparticulas por causa da

diferenca de densidade entre elas ao término da centrifugacéo (Cheng; Liang; Li, 2005).

As amostras foram centrifugadas pelo método proposto por Cheng; Liang; Li,
(2005), re-suspensas e outras vez centrifugadas. Em seguida foram colocadas para secar
em um dessecador protegido da luz por 24 h, para que ndo ocorresse a degradacéo da
BZ-3. ApoGs a secagem, as amostras foram pesadas de acordo com a curva de calibragéo
do CLAE em um erlenmeyer de 50 ml e diluidas em 25 ml de isopropanol. As amostras
foram submetidas ao ultrassom por 30 min para que ocorresse a ruptura da parede
polimérica e a BZ-3 difundi-se para o isopropanol. Em seguida foram transferidas para

bal 6es volumeétricos de 50 ml e completados com isopropanol.

O doseamento da BZ-3 foi feitos em triplicata e redizado através de
cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) segundo metodologia descrita por
Sarveiya; Risk; Benson, (2004), modificada. Em seguida, as amostras foram filtradas
através de membrana (0,45 pm, Millipore), e andisadas através de CLAE em
cromatografo Shimadzu, Modelo CBM-20A, utilizando-se detector ultravioleta visivel
289 nm, coluna C-18. A fase mével isocrética de metanol:dgua em uma proporcéo
95:5(v/v), com pH aparente igual a 4,0, fluxo de 1,0 mL por minuto, e como agente de
pareamento i6nico, perclorato de tetrabutilaménio (4mg/%). O célculo de rendimento

de encapsulagéo da BZ-3 esta descrito na Equagéo 3.
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R = Mbz3clae x 100 3
Mbz3

Sendo:
R: Rendimento de encapsulacéo (%);
Mbz3: Massa da BZ-3 na amostra;

Mbz3clae: Massade BZ-3 obtidano CLAE.

45.5. Turbidimetria

Turbidimetria € um grau de medida da turvagdo de suspensdo em um meio. Elaé
determinada gracas a um sistema 6tico que mede a diminuicdo, a absorbancia e a

diminuicéo da intensidade de um raio luminoso que atravessa a suspensao.

Na determinacdo da transmiténcia das suspensdes de nano e microparticulas seré
utilizado um equipamento de medidas de turbidez da marca Turbiscan LAb® que avalia
a transmisséo e o backscattering, utilizando uma fonte de infravermelho préximo (850
nm) e detectores que medem a quantidade de luz que é refletida (a 45° do feixe

incidente) ou transmitida (a 180° do feixe incidente) através da amostra em analise.

O principio da andlise é fundamentado na alteracéo da fracdo volumétrica da
goticula/particula, resultando na variacdo da transmissdo e do backscattering (Figura 4.
2). Através desta andlise é possivel identificar fenbmenos de migracdo de
goticula/particula como cremagem (resulta da diferenca de densidade entre as duas
fases) e sedimentacdo, e fendmenos de alteracdo de didmetro como floculagéo e
coalescéncia. O maior beneficio na utilizagdo do Turbiscan € a deteccéo dos fenbmenos
de instabilidade em emulsdes, suspensdes ou espumas ndo diluidas, muito antes que
estes fendmenos sejam detectados por observagdo visual do analista, especialmente no
caso de sistemas opacos e concentrados (Mengua et. al., 1999; Lemarchand et al.,
2003).
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A
Altura da cubeta (mm) i

=) == Transmissdo

Transmissao Interface claro/opaco

Backscatering

Backscatering
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Porcentagem de transmissdo
ou espalhamento de luz

Figura 4.2. Representacdo esquematica do principio de funcionamento do Turbiscan (Adaptado de
DAOUD-MAHAMMED et al., 2007).

As formulagbes contendo BZ-3 e miglyol foram analisadas pela metodologia
proposta por Paese, 2008. Esta metodologia consiste em fazer as andlises logo apos a
preparacdo por 24 horas a temperatura de 40°C, com varreduras a cada 10 min,

possibilitando aidentificacdo e o estudo dos fenémenos de instabilidade das mesmas.

4.5.6. Estudo da liberacdo controlada
4.5.6.1. Estudo da liberacao controlada livre de membranas

Este método permite a investigacdo de liberacdo de um ativo encapsulado
independente de membranas. O principio do método reside na difusdo do ingrediente

ativo da formulag&o para um receptor lipofilico:

- 3 mL dadisperséo contendo as capsul as foram colocados em um tubo de vidro.
4 mL de uma solugdo aquosa de Tween 80 a3% (pH 5,46) foram adicionados. 10 mL
de triglicérides de cadeia média (Miglyol) foram cuidadosamente colocados vertidos
sobre a solugdo aquosa. Miglyol foi escolhido como receptor por solubilizar a
benzofenona-3 e ndo alterar a estrutura fisica das particulas de quitosana/MDI. As
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amostras foram armazenadas em uma incubadora Etica, Modelo 430 sob condicdes
controladas de temperatura e intensidade de agitacdo (32°C; 70 rpm). Amostras de 300
ul foram retiradas da fase oleosa apés 1, 2, 4, 8 e 24 h, e diluidas com 2,7ml de etanol
96% (v/v). A absorbancia foi medida em 286 nm usando um espectrofotémetro Cintra,
Modelo Cintra 10E. Uma solucdo de Miglyol: etanol 96% (1:9) (v/v) foi usada como
referéncia (Neubert & Wohlrab, 1990).

4.5.6.2. Estudo da liberacéo controlada com membranas de dialise

Etanol foi usado como meio receptor neste estudo. As amostras foram
centrifugadas pelo método descrito no item 4.5.4.. Em seguida, o sedimento foi
armazenado em um dessecador protegido da luz por 24 h, para que ndo ocorresse a
degradagéo da BZ-3. As amostras secas foram pesadas e acondicionadas em membranas
de didlise. Para cada amostra foram feitas trés triplicatas. Para este estudo foram
utilizados 200 mL do meio receptor, erlenmeyers de 250 mL e uma Incubadora Nova
Etica, Modelo 430. As membranas foram submersas no meio receptor e aincubadora foi
mantida a 37°C e agitagéo de 70 rpm. Foram retiradas aliquotas de 3 mL do etanol em
um periodo de 3, 5, 10, 15, 20 e 30 min e também no periodo de 1, 2, 4, 8 e 24h.

As concentragbes de BZ-3 nas amostras foram determinadas através de
cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) segundo metodologia descrita por
Sarvelya e colaboradores (2004), modificada. A fase mével isocrética de metanol agua
em uma proporc¢ao 95:5(v/v), com pH aparente igual a 4,0, fluxo de 1,0 mL por minuto,

e como agente de pareamento idnico, perclorato de tetrabutilaménio (4mg/L).

O etanol foi escolhido como meio receptor por solubilizar a BZ-3 (a solubilidade
da BZ-3 no etanol apresenta-se superior a 58 mg/mL a 37° C, valor verificado
experimentalmente neste trabalho) e por estabel ecer uma metodologia in vitro de andlise

comparativa de diferentes formul agoes.
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45.7. pH

A determinacéo de pH foi realizada em pHmetro DIGIMED modelo DM 21,
em potencidmetro calibrado com solucdo tampdo pH 4,0 e 7,0, diretamente nas
suspensdes coloidais, apos a preparacdo e durante um periodo de 9 meses, verificando
se as amostras variavam ou fixavam o pH. Os resultados representam a média de trés

determinacdes.

4.5.8. Espectroscopia de absorcao naregiao do infraver melho

Amostras de particulas foram analisadas por transformada de Fourier usando
espectroscopia de infravermelho, para verificar a formacdo da parede polimérica das
capsulas. A suspensdo de particulas foi posta diretamente em cima das pastilhas de
NaCl e logo em seguidas foram postas no dessecador para secar. Os espectros de
absorcéo das amostras foram obtidos em um espectrémetro Perkin Elmer, modelo
Spectrum One, na faixade 500 a 4000cm-1.

45.9. Andalisestérmicas.

4.5.9.1. Andlise termogravimétrica (TG) e Andlise térmica diferencial
(DTA).

A TG fornece dados com relacéo as variagdes de massa em funcdo do tempo
e/lou temperatura sob determinadas condicbes atmosféricas. Os experimentos sdo
executados por meio de uma termobalanca de elevada sensibilidade, reprodutibilidade e
resposta rgpida as variagdes de massa. As curvas obtidas fornecem informactes
relativas a composicao e estabilidade térmica da amostra, dos produtos intermediérios e
do residuo formado. Utilizando apenas a TG € possivel estudar a decomposic¢do térmica
de compostos organicos, inorganicos e de substancias poliméricas, determinar a
velocidade de evaporacdo e sublimacéo, desidratacdo e higroscopicidade (propriedade
gue 0s materiais porosos tém para, quando colocados no estado seco num determinado

ambiente a uma determinada umidade relativa, reterem nos seus poros uma certa
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guantidade de umidade existente no ambiente) (Wendlandt, 1986; Haines, 1995; Matos
& Machado, 2004). Em resumo a TG indica eventos térmicos relacionados a variacoes

de massa.

A DTA é atécnica pela qua a diferenca de temperatura (AT) entre a substancia
e 0 materia de referéncia (termicamente estével) é medida em fungdo da temperatura,
enquanto ambos sdo submetidos a uma programagdo controlada de temperatura. A
temperatura € medida por termopares conectados aos suportes metdlicos das capsulas de
amostra e do material de referéncia, anbos contidos no mesmo forno. As variagdes de
temperatura na amostra sdo devidas as transi¢des ental picas ou reagdes endotérmicas ou
exotérmicas. As curvas DTA representam os registros de AT em funcéo da temperatura
(T) ou do tempo (t), de modo que os eventos sdo apresentados na forma de picos. Os
picos ascendentes caracterizam 0s eventos exotérmicos e o0s descendentes 0s
endotérmicos (Wendlandt, 1986; Machado & Matos, 2004).

As curvas de TG e DTA da quitosana foram obtidas por um TG/SDTA - Marca
Mettler Toledo, Modelo SDTA851 e as amostras foram pesadas em uma balanca de
precisdo Marca Mettler Toledo, Modelo XS205. A partir dos dados obtidos foram feitos
estudos mais detalhados de DSC das particulas. Foi usado um porta-amostra padréo de
aluminio selado. As andlises foram feitas em atmosfera de nitrogénio, a um fluxo de 80

mL.min", nafaixa de temperatura de 0 a 100°C na taxa de aquecimento de 10°C/min.

459.2. Andlise de calorimetria diferencial devarredura - DSC

A DSC é atécnica de andlise térmica, na qual se mede a alteracéo de energia
fornecida a substancia e a um material de referéncia (termicamente estavel), em funcéo
da temperatura, enquanto a substancia e o materia de referéncia séo submetidos a uma
programacdo controlada de temperatura. Existem duas configuracbes possiveis para
aparelhos de DSC: DSC com compensacdo de poténcia e DSC com fluxo de calor. Na
primeira configuragdo a amostra e o materia de referéncia sdo aguecidos em
compartimentos separados em condigdes isotérmicas e submetidos a igual variagdo de
poténcia de entrada no forno. Neste caso, 0s eventos sdo apresentados na curva DSC

COMo picos, 0s ascendentes correspondem a processos endotérmicos e os descendentes a
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exotérmicos. No caso da DSC com fluxo de calor, a amostra e o material de referéncia
s80 colocados em capsulas idénticas, localizadas sobre o disco termoel étrico e aquecidas
por uma Unica fonte de calor. As curvas DSC obtidas nesse sistema mostram picos
ascendentes que caracterizam eventos exotérmicos, enquanto os descendentes eventos
endotérmicos (Wendlandt, 1986; Machado & Matos, 2004). Em resumo a DSC detecta

eventos associados ou ndo a perda de massa.

Os termogramas de DSC das amostras foram obtidos por um Caorimetro
Diferencial de Varredura DSC- DSC822 (Mettler Toledo) usando um porta-amostra
padréo de aluminio selado onde as amostras foram pesadas em uma balanca de precisdo
Marca Mettler Toledo, Modelo XS205. As andlises foram feitas em atmosfera de
nitrogénio, a um fluxo de 80 mL.min™, na faixa de temperatura de 0 a 100°C na taxa de

aquecimento de 10°C/min.
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Resultados e discussoes

5.1. Ensaios preliminares

5.1.1. Introducéo do miglyol no sistema

No inicio deste estudo foram realizados diversos ensaios onde foram obtidas
informagdes importantes sobre sistema, como por exemplo, a inclusdo do miglyol na
fase organica (Bouchemal et al., 2006). Sem a sua presenca na fase organica a difuséo
do solvente para fase aquosa era extremamente rapida seqliestrando assim a BZ-3 para o
meio aquoso. A Figura 5.1 ilustra essa situagéo. A solucdo proposta foi entdo de usar o
Miglyol como reservatorio para a BZ-3, minimizando assim a difusdo desta para a fase

aguosa.

Figura5.1. Cristaisde BZ-3 na fase aquosa (Microscopia Optica; 200X).

5.1.2. Concentracao do miglyol no sistema

Para verificar o efeito da concentracdo de miglyol no sistema estudado,
primeiramente avaliou-se experimentalmente a solubilidade da BZ-3 neste meio
(miglyal), que é de 210 mg/mL. Investigou-se o efeito da quantidade de miglyol no
sistema. Foram preparadas suspensdes de particulas fixando-se o vaor da BZ-3 em
500mg e variando-se o volume do miglyol em 0,575, 1,15, 1,725, 2,3 € 2,875 mL. As
seguintes concentracdes de BZ-3 no miglyol foram obtidas respectivamente: 869,56
mg/mL; 434,78 mg/mL; 289,85 mg/mL; 217,39 mg/mL; 173,91mg/mL. Nas trés

primeiras concentragdes que ficaram muito acima da solubilidade estabelecida de 210
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mg/mL ocorreu a difusdo da BZ-3 para 0 meu aquoso. Com as contragdes de 217,39 e
173,91mg/mL ndo houve difusdo da BZ-3 para a fase aguosa (Figura 5.2.), porém
notou-se a formacgédo de aglomerados quando a concentragdo de 173,91 mg/mL foi
empregada. Devido a isto, fixou-se a concentracdo de 217,39 mg de BZ-3 por mL de
miglyol.

(@ (b)

Figura 5.2. Suspensies prepar adas com difer entes concentr agfes de miglyol, microscopia Optica
200X: (a) 2000mg; (b) 2500 mg.

5.1.3. Escolha do solvente

Na técnica de policondensacdo interfacial combinada com emulsificagdo
espontanea quanto maior a polaridade do solvente, mais rapida sera a difusdo para afase
aguosa, conseguentemente menor sera o diametro da particula formada a partir da fase
dispersa da emulsdo (Bouchemal et al., 2004 a). A Figura 5.3 apresenta uma andlise
granulométrica de trés suspensbes de particulas, obtidas empregando-se diferentes
solventes organicos. acetona, acetato de etila e cloroférmio. Nota-se por estes resultados
gue a acetona, solvente de maior miscibilidade com agua, favorece a formacéo dos
menores diametros de particulas, razdo de selecéo deste solvente para a continuidade do
trabal ho.
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Figura5.3. Diametrosde particulas com diferentestipos de solventes.

5.2. Plangjamento experimental

Um plangjamento fatorial 2° resultando em 8 experimentos mais a tréplica do
ponto central, totalizando 11 experimentos, foi elaborado visando extrair o maximo de
informagdes do processo de obtencdo das particulas de quitosana/M DI, ja que o caso em
estudo se trata de um processo de obtencdo de um menor didmetro de particula. Tal
plangjamento foi capaz de avaliar a influéncia das varidveis na obtencéo das particulas
bem como de propor um modelo matematico que representasse o seu didmetro. As
varidveis independentes neste estudo foram: (A) concentragdo do diisocianato da
unidade; (B) concentracdo de quitosana; e (C) razéo maéssica fase organica: fase aquosa
(Tabela5.1). O didmetro de particula foi definido como variével-resposta. Os resultados
do plangjamento experimental se encontram na Tabela 5.2. Estes dados foram
submetidos a uma regressdo linear utilizando o Statistica 7.0, onde foi possivel calcular
os efeitos de cada variavel (Tabela’.3).

Tabela 5.1. Variaveis do plangjamento experimental.

Variavel -1 0 1
A Concentracdo de MDI (m:m) 0,1 0,175 0,25
B Concentragéo de Quitosana (m:m) 0,1 0,300 0,5

Razao massica fase organica: fase
1:5 7:20 1.2
aguosa
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Tabela 5.2. Planejamento experimental.

Dissertacdo de Mestrado

Ensaio A B C A B C Dp
1 -1 -1 -1 0,1 0,1 1.5 1,289
2 -1 -1 1 0,1 0,1 1.2 1,459
3 -1 1 -1 0,1 0,5 1:5 0,371
4 -1 1 1 0,1 0,5 1:2 1,601
5 1 -1 -1 0,25 0,1 1:5 5,113
6 1 -1 1 0,25 0,1 1.2 7,034
7 1 1 -1 0,25 0,5 1:5 8,761
8 1 1 1 0,25 0,5 1:2 6,129
9 0 0 0 0,175 0,3 7:20 2,739
10 0 0 0 0,175 0,3 7:20 2,692
11 0 0 0 0,175 0,3 7:20 2,591

Factor

Tabela 5.3. Efeitos calculados no Statistica 7.0 para Plangjamento Fatorial 2°

OV: Dp

Effect Estimates; Var.:Dp; R-sqr=,89719; Adj:, 74298 (Spreadsheet1)
2*(3-0) design; MS Pure Error=,005719

Effect

Std.Err.
Pure Err

t2) P

-95 9%
Cnf Limt

+95 %
Cnf Limt

Coeff.

Std.Err.

Coeff.

-95 %
Cnf Limt

+95 %
Cnf Limt

Mean/Interc.

3,616273
5,579240
0491750
0172250
0,879740
0,527750
-0,673250

0,022502
0,053474
0053474
0.053474
0053474
0,053474
0,053474

155,5579 |0,000040
104,3352 |0,000092
9,1960 0,011619
3,212 10,084360
16,4518 |0,003674
-9,6692 10,0101
-16,3303 1 0,003729

3,51817
5,34917
0,26167
-0,05783
0,64967

3,714380
5,809331
0,721831
0402331
1,109831

-0,76783 | -0,297669

-1,10333 | -

0,643169

3,616273
2,789625
0,245875
0,086125
0,439875

-0,263875
-0,436625

0,022802
0,026737
0,026737
0,026737
0,026737
0,026737
0,026737

3518166
2674584
0,130834

-0,028916

0,324834

-0,378916
-0,551666

3,714380
2,904666
0,360916
0,201166
0,554916
-0,146834
-0,321584

As variaveis estudadas individualmente bem como suas interacdes se mostraram

estatisticamente significativas com excecdo da variavel C. A variavel MDI foi a

estatisticamente mais significativa para um nivel de 95% de confianca. Isto pode ser

constatado através do diagrama de Pareto (Figura 5.4), que ilustra os efeitos das

variaveis estudadas individualmente bem como suas interaces, de duas a duas, com

relacdo ao didmetro das particulas. O efeito da varidvel sera t&o significativo quanto

mais a direita da linha vermelha ele estiver, no nivel de significancia de 95 % de

confianca.
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GRAFICO DE PARETO
2**(3-0) design; MS Pure Error=,005719
DV: Dp

MDI by QUITOSANA \
QUITOSANA by SOLVENTE
MDI by SOLVENTE
QUITOSANA

SOLVENTE

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.4. Gréfico de Pareto.

Com a regresséo dos dados utilizando-se o Statistica 7.0, obteve-se um modelo
matemético (Equacdo 3) para a obtencdo do didmetro da particula considerando o
intervalo de probabilidade de 95% de confianga. Ta modelo foi gerado a partir dos
dados apresentados na Tabela 5.3.

D = 3,6163 + 2,7896 MDI + 0,2459 Q + 0,4399 MDI.Q - 0,2639 MDI.S - 0,4366 Q.S  (3)

O coeficiente de correlacio R? gjustado para 0 modelo apresentado pela Equacdo
3 foi de 0,897, o que demonstra uma regressao satisfatéria, o que € ilustrada pela Figura
5.5, onde se visualiza uma boa correlagdo entre os valores preditos pelo modelo e os
valores observados, pois se observa uma disposi¢éo relativamente ordenada dos pontos

em torno da reta representativa.
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Dissertacdo de Mestrado

10

Predicted Values

VALORES PREDITOS vs OBSERVADOS
2**(3-0) design; MS Pure Error=,005719
DV: Dp

Object: Graph —

3 4 5 6
Observed WValues

10

Figura 5.5. Relagdo entre osvalor es preditos pelo tratamento matematico e os valor es

observados.

As Figuras 5.6 e 5.7 apresentam os graficos dos residuos, onde também fica

evidente a validade do modelo e a significancia da regressdo. Observa-se uma boa

distribuicéo dos pontos em torno do ponto zero, onde também é possivel perceber que o

modelo deixou poucos residuos, pois de acordo com Barros Neto; Scarminio; Bruns,

(2001), to mais significativo sera 0 modelo quanto menor o residuo a ele associado.
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VALOR RESIDUAL vs. OBSERVADOS
2**(3-0) design; MS Pure Error=,005719
DV: Dp
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m
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Figura5.6. Valor residual versus valores observados.

[ —
VALOR RESIDUAL vs. PREDITOS
2**(3-0) design; MS Pure Error=,005719
DV: Dp
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Figura5.7. Valor residual versusvalores preditos.
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Na Figura 5.8 sGo mostradas as superficies de respostas em fungédo das variaveis
do processo: Concentracdo de MDI, de quitosana e de solvente em relacéo a fase
aquosa. Observa-se que a superficie de resposta na Figura 5.8 (a) que representa a
interacdo entre MDI e Solvente apresenta uma inclinacdo bastante pronunciada em
direcdo a0 seu ponto maximo — maior didmetro - quando hd um aumento da
concentragdo de MDI, isso ocorre também no Figura 5.8 (b) da superficie de resposta
(interacdo MDI e Quitosana). Porém, analisando-se a Figura 5.8 (¢) nota-se uma

variacdo pegquena na superficie de resposta (interagdo Quitosana e Solvente).
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Supariice de regposia
2(20) desigry MS Pure Enor, 005719
V- Dp

@

Superiiie de resposta
2“{30) desigr; MS Pure Emo= 005719 Suparice de maposia
DVv-Dp (©) 2{2-0) desigre MS Fure Ero=, 005719
IV Dp

Figura 5.8. Superficie deresposta: () MDI vs. Solvente; (b) MDI vs. Quitosana; (¢) Quitosana vs.

Solvente.
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A significancia estatistica foi determinada através da andlise de variancia para o
modelo e é apresentada na Tabela 5.4. O vaor da razéo entre o F calculado e 0 Fss
(tabelado) foi maior que 1, significando que a regressdo obtida € estatisticamente
significativa sob o ponto de vista do teste F, porém ndo serve para fins preditivos de
acordo Barros Neto; Scarminio; Bruns (2001), pois para tanto, seria necessario que o F
calculado fosse pelo menos 10 vezes superior ao F tabelado, condicéo esta que ndo é
satisfeita.

Mesmo sendo 0 modelo estatisticamente significativo, faz-se necessario o teste F
devido afalta de gjuste para verificar se 0 modelo estd ou ndo bem gjustado aos dados
experimentais. Neste teste, a razéo entre o Fcac € 0 F3» (tabelado) deve ser menor que 1.
Isto pode ser verificado na Tabela 5.4, ja que 0 Fcac € bem maior que o F3, (tabelado).
Isto significa que o modelo esta bem gjustado as respostas do planejamento fatorial,

além de ser um modelo significativo sob o ponto de vista estatistico.

Tabela5.4.Andlise devariancia

Média
FONTE DE VARIACAO Soma Quadratica N g.l. Quadratica F.cal. (95%) F. tab (95%)
Regressao 66,36978863 5 13,27395773 8,651484487 5.05
Residuos 7,671491375 5 1,534298275
Falta de Ajuste 7,60072 3 2,533573333 443,0098502 9.55
Erro Puro 0,01144 2 0,005719

Total 74,04128 10

E possivel entdo concluir que as respostas estdo bem gjustadas ao modelo linear.
Parte dos residuos deixados pelo modelo se deve aos erros aeatdrios, geralmente
atribuidos a imprecisdo dos equipamentos e medidas feitas durante os procedimentos
laboratoriais. Tais residuos podem, no entanto, também serem atribuidos a falta de
gjuste do modelo, o que ndo é constatado pelo teste F, ou sgja, 0 modelo néo é capaz de
cobrir toda faixa de variacdo dos fatores estudados devido aos erros aleatorios. Para um
intervalo de 95% de confianca, 0 modelo se mostra satisfatério estatisticamente, porém
€ incapaz de fazer previsdes dentro dos interval os de interesse para cada fator ja que se
trata de um modelo empirico. Com base nos dados do plangjamento experimenta e

verificando as superficies de respostas, teria que ser escolhido um ensaio que
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apresentasse a menor concentracdo de MDI; logo, escolheu-se as condi¢bes do

experimento 03 para dar continuidade ao estudo.
5.3. Encapsulacéo da BZ-3

Apbs a escolha do experimento 03 do plangjamento experimental, as suspensdes
de particulas contendo concentraces crescentes de BZ-3 foram preparadas segundo o
método de polimerizacdo interfacial combinado com emulsificacdo espontanea descrito
no procedimento experimental (item 4.4), fixando-se as composicdes apresentadas nas
Tabelas 5.5 e5.6.

Tabela 5.5. Composicdo da suspensdo de particulas contendo 6,25 mg/mL de BZ-3.

FASE AQUOSA FASE ORGANICA
Agua ultrapura.............cceveevecennnee. SOML | MDDl 80 mg
Tween 80......cccovvveriereeeeeere 136 Mg | Miglyol.....coeiiiieeeeee 2,3 mL
QUItOSANA ... 400mg | Span 80.......ccccveeeveeereereeee e 80 mg
BZ-3.. 500 mg
ACEIONAL.....ceeeeeeeeee e 20 mL

Tabela 5.6. Composicdo da suspensdo de particulas contendo 12,5 mg/mL de BZ-3.

FASE AQUOSA FASE ORGANICA
Aguaultrapura............cccveeeeevenene, O LT YT T 80 mg
Tween 80......ccooceevereiecieeeee 136 Mg | Miglyol.....coeiiiiieeeee 4,6 mL
QUItOSANA ... 400 Mg | SPan 80.......ccceeverririeienieeeee e 80 mg

BZ-3ieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
ACEIONAL......eeeeiee e 20 mL
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Tabela 5.7. Composicdo da suspensdo de particulas contendo 18,75 mg/mL de BZ-3.

FASE AQUOSA FASE ORGANICA
Aguaultrapura.............cceeeevcennn.e. 8OML | MDluevcecveeeceeee e, 80 mg
Tween 80.......ccooveeieerieeeeeeen, 136 mg | Miglyol......cooieiiieeeeeeeee 6,9mL
QUITOSANA ... 400 Mg | SPan 80.......cccvreereriiereenieeee e 80 mg

BZ-3ieeeeeeeeeeeeeeeeeen s 1,59
ACBIONAL.......eeiieeeieee e 20 mL

Tabela 5.8. Composicdo da suspensdo de particulas contendo 25 mg/mL de BZ-3.

FASE AQUOSA FASE ORGANICA
Aguaultrapura...........c..cceeeevrenneee, 8OML | MDluevcrcreieeceeeeeeee e, 80 mg
Tween 80.......ccooceeiierieeeeeeee, 136 Mg | Miglyol......oooiiiiieeeeeeeee 9,2mL
QUItOSANA .....eee e 400mg | SpPan 80.......ccceeveevirieiiecieeiee e 80 mg

BZ-3...ooeeee e 20¢9
ACEIONAL.......eeeeieeeee e 20 mL

5.4. Andlise da estabilidade fisica das suspensdes (turbidimetria

dinémica).

As andlises feitas no Turbiscan LAB® posshilitam a identificacdo de
fendbmenos de instabilidade em suspensbes e emulsdes. A vantagem desta técnica € a
deteccdo desses fenbmenos antes que 0s mesmos sgjam observados por métodos

convencionais (Mengual et a., 1999).

As Figuras 59 e 5.10 apresentam graficos referentes a variagdo de
“backscattering” e de transmissdo das suspensfes de cpsulas contendo BZ-3 nas
concentragdes de 6,25 e 12,5mg/mL. O manua do equipamento informa que, podem ser
analisados os gréficos de variagdo de “backscattering” caso os valores de variagéo de
transmissdo sgjam inferiores a 0,2 %. Portanto s6 foram analisados os gréficos de

“backscattering”, pois os valores de transmissdo foram inferiores a 0,2 %. Em cada
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gréfico, a parte da esguerda refere-se a base da cubeta de andise e a direita ao topo da
mesma. Os fendmenos de instabilidade como sedimentacdo, floculacéo, coalescéncia,
sd0 demonstradas na base, no topo ou no centro da cubeta, observando-se a elevagdo ou
diminuicdo de “backscattering”. Ambas as formulagdes ndo apresentaram variagdo na
transmissdo e no backscattering durante a analise, indicando ndo haver fendbmenos de

instabilidade fisica nas amostras estudadas.
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Figura 5.9. Gréficos de variagdo de transmissio e backscattering da formulagdo de 6,25mg/mL .
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Figura 5.10. Gréaficos de variacdo de transmissao e backscattering da for mulacéo de 12,5mg/mL.
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Durante o periodo de armazenamento ocorreu 0 aparecimento de precipitados
cristalinos (BZ-3) nas suspensdes de 18,75 mg/mL e 25 mg/mL. Este aparecimento de
precipitados cristalinos foi atribuido a difusdo da BZ-3 para a fase aguosa devido a
grande quantidade de miglyol no sistema, sugerindo assim 0 uso de concentraces
menores do ativo. Assim, este estudo de estabilidade fisica de suspensbes por
turbidimetria dindmica s6 foi realizado com as formulacdes contendo 6,25 e 12,5
mg/mL de BZ-3.

5.5. Granulometria e indice de polidisper sdo

O tamanho de particula € um importante parametro a ser avaliado para controlar
0 processo de obtencdo e, particularmente, assegurar a qualidade da formulacéo, porgque
a estabilidade fisica de suspensdes depende do tamanho de particula e da distribuicdo do
tamanho (Mdller-Goymann, 2004). Na suspensdo com concentragdo 6,25 mg/mL de
BZ-3 obteve-se um didmetro médio de particula de 1,46pum no Beckman Coulter
(Figura 5.11) e 952,5nm no Zetamaster (Figura 5.12), um indice de polidispersdo
superior a 1 e uma curva de distribuicdo de tamanho do tipo bimodal. Na suspenséo
estudada de concentracdo 12,5 mg/mL de BZ-3 obteve-se um didmetro médio de
particula de 1,76um no Beckman Coulter (Figura 5.13) e 1416,8nm no Zetamaster
(Figura 5.14), um indice de polidispersdo de superior a1 e uma curva de distribuicdo de
tamanho monomodal. Em suma, estes resultados indicam que ambas as suspensdes

analisadas séo constituidas de particulas micro e nanométricas.

Uma primeira andlise frente a dados de literatura para sistemas particulados
desenvolvidos para veiculacéo de filtros solares quimicos como a BZ-3 mostra que o
didmetro das particulas obtidas no presente trabalho sdo superiores aos encontrados na
literatura, visto que a literatura cita particulas da ordem de 300 a 600 nm (Alvarez-
Romaén et a., 2001; Alvarez-Romén et a., 2004; Olvera-Martinez et a., 2005; Jiménez
et a., 2004; Vernaet a., 2003).
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Figura 5.11. Gré&fico dedidmetro de particula COULTER ® granulometer para solucdo de
6,25mg/mL deBZ-3.
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Figura 5.12. Gré&fico de didmetro de particula Zetamaster S para solu¢éo de 6,25mg/mL de BZ-3.
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Figura 5.13. Gréfico de diametro de particula COULTER ® granulometer para solugéo de
12,5mg/mL de BZ-3.
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Figura5.14. Gréfico de diametro de particula Zetamaster S para solugéo de 12,5mg/mL de BZ-3.
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5.6. Microscopia e morfologia das particulas

A microscopia optica foi utilizada com o objetivo de verificar a existéncia de
cristais de BZ-3 na suspensdo. No entanto, a microscopia eletronica de transmisséo
(MET) e amicroscopia eletronica de varredura (MEV) foram associadas neste trabalho
para uma visualizacdo e analise mais detalhadas das particulas de quitosana/MDI
obtidas das formulagdes contendo 6,25 e 12,5mg/ mL de BZ-3. As Figuras 5.15 (MET)
e 516 (MEV) mostram que as particulas obtidas apresentam uma forma
predominantemente esférica e ordem de grandeza de tamanho compativel com as
medidas por granulometria laser, revelando a existéncia de duas populacBes, uma
micrométrica e outra nanomeétrica. A Figura 5.17, obtida por microscopia optica, ilustra
a ruptura da parede polimérica da cdpsula em um meio aquoso e 0 escoamento do

nucleo oleoso com o ativo dissolvido.

Figura 5.16. Microscopia eletr 6nica de varredura das particulas.
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Figura 5.17. Microscopia 6ptica de uma capsula.

5.7. Espectro de Absor¢ao na Regido do I nfraver melho

Os espectros de absor¢éo na regido do infravermelho sdo provocados pelos
diferentes modos de interacdo da radiacéo eletromagnética com a molécula (vibragéo e

rotacéo). Pode ser considerado como uma “impresséo digital” do composto.

Para 0 acompanhamento da reacdo entre quitosana e MDI 0 seguinte
procedimento foi proposto: andlise por espectroscopia na regido do infravermelho do
produto obtido procurando-se constatar 0 consumo de reagente (MDI) e a formacéo da

parede polimérica das particulas.
Para esta andlise, a Figura 5.18 reline os espectros de diferentes amostras.
1. Quitosana;
2. Misturafisica de quitosana/M DI na proporcéo 1:1;
3. Particulas de quitosana/M DI, raz&o massica quitosana:MDI de 1:2 (Branco 07);

4. Particulas de quitosana/M DI, raz&o méssica quitosanaMDI de 1:5 (Branco 03).
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Figura 5.18. Comparacéo entre osFT-IR.

Como se pode observar na Figura 5.18, o pico caracteristico do MDI é
apresentado na mistura fisica quitosana/M DI, servindo como referéncia para se observar
apresenca de MDI residual nas formulagtes [banda de absorc¢éo do isocianato, -N = C =
0 (2.275 -2.250 cm™)].

O objetivo foi de acompanhar o consumo de MDI, em particul as produzidas com
diferentes relacbes méssicas de quitosana e MDI. Com base nessa informagéo foi
observada a presenca de um pico de MDI n&o reagido no branco 07 e um pequeno pico
residual no branco 03, indicando o consumo progressivo do MDI em funcdo da

formulacéo.

Para a reacdo, onde foi inserido o BZ-3 e o miglyol, as principais bandas de

absorcéo identificadas que indicam areacéo entre quitosana e MDI, so:

- Bandas de absorcéo das aminas primérias e secundérias da quitosana que sao
respectivamente, 1650 e 1570 cm™ (Choudhari et a., 2007; Huang; Pal; Moon, 1999).

- Banda em torno de 1700 e 1750 cm™, referente a0 grupo funcional da uréia
ligada a carbonos (Choudhari et a., 2007; Kurita et al., 1993).
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- Bandas em 3.500 cm™®, 1.200 cm?, referentes aos estiramentos OH e C-N-

amina priméria que caracterizam os grupos funcionais da quitosana (Fraga et a., 2006).

A Figura 5.19 apresenta o FT-IR das capsulas de quitosana/M DI com a adicéo
do miglyol e da BZ-3 no sistema. As bandas de absor¢do dos principais grupos
funcionais sdo apresentadas, onde se observa o consumo do MDI na reagdo, nédo
apresentando 0 pico caracteristico do isocianato. Essa informac8o sugere a ocorréncia
da reacéo entre a quitosana e o MDI, como também, a formagédo da parede polimérica
da capsula.

% Transmittance

-1;000 ' 3500 3000 2600 ) 15‘“ 1&

Wavenumbers (cm-1)

Figura5.19. FT-IR das capsulas de quitosana/M DI

5.8. Andlises térmicas

5.8.1. Analise Termogravimétrica (TG) e andlise térmica diferencial
(DTA) da quitosana.

Foi elaborado um rapido estudo de TG e DTA da quitosana de baixo peso
molecular utilizada na producdo das particulas. O objetivo foi determinar a faixa de
estabilidade térmica da quitosana para um posterior estudo de DSC. Como se pode
constatar na Figura 5.20 nas curvas de TG e DTA da quitosana, esta se apresenta estavel
até temperaturas de cerca de 120°C.
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Figura5.20. Curvasde TG e SDTA da amostra de quitosana de baixo peso molecular.

5.8.2. Andlisede calorimetria diferencial devarredura - DSC

A DSC é usada parainvestigar as propriedades térmicas de materiais organicos e
inorganicos. Ela fornece informacBes quantitativas sobre estas mudancas térmicas
incluindo as entalpias de transformacdo como, por exemplo, de fusdo. A Figura 5.21
mostra as curvas de DSC das particulas, onde se observou eventos endotérmicos que
ndo caracterizam as transi¢coes térmicas observadas com 0s materiais puros (quitosana,
BZ-3). Pode-se inferir, a partir destes dados experimentais, que o método de
encapsulacdo pela técnica de policondensacéo interfacial combinada com emulsificagdo
instantanea parece ser eficiente na encapsulacdo da BZ-3 em particulas de
quitosana/MDI, nas duas diferentes concentragbes analisadas deste ativo (6,25 e
12,5mg/ml).

Bento Pereira da Costa Neto 76




Capitulo 5. Resultados e discussdes

Dissertacdo de Mestrado

p

4 Ben:
Pes
[

uitosana b
| Peso:r3.3amz

Particulas 6,25mg/fal de BZ-3,
Peso: 3.589ms

Parti s 12,5mg/ml de BZ-3,
es 3100 meg

-3.

aixo peso molecular,

Figura 5.21. Curvas DSC das particulas contendo 6,25 e 12,5 mg/mL de BZ-3, da quitosana e da

5.9. Eficiéncia de encapsulacao

A quantificacdo nas particulas com 6,25 e 12,5 mg/mL de BZ-3 foi redizado
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) segundo metodologia
descrita por Sarveiya e colaboradores (2004), modificada. A curva de calibracéo e as

cromatografias das referentes formulagdes sdo encontradas no Anexo 1. Teores

elevados de BZ-3 foram detectados nas particulas, comprovando a excel ente capacidade

de encapsulacdo destes novos sistemas quitosana/M DI com nlcleo de miglyol (> 99%),

como mostraa Tabela5.9.

Tabela 5.9. Porcentagem de BZ-3 Encapsulada.

FORMULA(;,&O % DE BZ-3 ENCAPSULADA + DP**
6,25mg/mL 94+ 3
12,5mg/mL 995+ 3

** - média e desvio padr&o de uma triplicata de medidas
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5.10. Potencial Zeta

A Figura 5.22 mostra que as particulas tém carga superficial positiva, e 0s
resultados foram determinados através da média de quinze repeticdes. Onde se obteve:
+ 47.4 mV paraaamostrade 12,55 mg/mL de BZ-3 e + 61 mV para a amostra de 6,25
mg/mL de BZ-3.

As cargas positivas das particulas interagem com tecidos negativamente
carregados, tais como pele e cabelo. Essa capacidade bioadesiva das particulas é um

aspecto importante para 0 Seu Uso em cosSméticos.

Miomoky

__________________________________________

__________________________________________

Ll ' ]

Zeta Polenaliniv)

Figura 5.22. Potencial zeta das particulas: (a) 12mg/mL; (b) 6,25mg/mL.

5.11. Deter minagéo do pH

O pH das suspensdes de particulas de quitosana/MDI contendo BZ-3 foi
determinado em potenciémetro calibrado com solugéo tampéo pH 4,0 e 7,0, diretamente
nas suspensdes coloidais. O pH das solu¢des manteve-se inalterado apds a preparacdo e

durante o periodo de estudo (nove meses), onde apresentaaordem de 5,6 - 5,7.
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5.12. Liberacao controlada

Nano e microparticulas poliméricas tém sido estudadas como sistemas de
liberacdo controlada de substancias ativas. A liberagdo da BZ-3 dos sistemas aqui
desenvolvidos pode ocorrer por difusdo pelos poros da matriz, por degradacdo do
polimero ou por uma combinacéo dos dois mecanismos. Neste trabalho, estudou-se a
liberacdo da BZ-3 dos sistemas desenvolvidos por dois diferentes métodos “in vitro”,
um livre de membrana (Neubert & Wohlrab, 1990) e outro com a presenca da
membrana de didise e uso de etanol como meio receptor (Dittgen, 1998; Venkatraman
& Gale, 1998; Dal’ Agnol et a., 2006).

5.12.1. Estudo livre de membrana

Como ja apresentado anteriormente, o principio do método é a difusdo do ativo
do meio em que se encontra (disperso em fase aquosa) para um meio lipofilico de sua
afinidade. O objetivo do emprego deste método foi de desenvolver formas comparativas
do comportamento dos sistemas com relac@o a capacidade de liberar o ativo, depois de
encapsula-lo. O estudo difusivo foi realizado durante 24h de contato com 0 meio
lipofilico (miglyol). Os resultados obtidos, expressos na forma de porcentagem de BZ-3
presente no meio lipofilico em funcdo do tempo de contato entre as 2 fases aquosa e

oleosa, sdo apresentados na Figura 5.23.

0 6,25mg/mL
—e— 12 ,5mg/mL

%Liberacdo

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)
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Figura 5.23. Perfis cinéticos de liberacao de Bz3 de for mulagdes de particulas quitosana/M DI ;
a) 6,25 mg/mL; b) 12,5 mg/mL livre de membrana.

Ambas as curvas apresentam duas fases do processo de liberagdo, ocorrendo a
velocidades diferentes. uma 12 fase rapida seguida de uma segunda fase de liberagdo
lenta até 24h. Teores muito proximos de BZ-3 foram liberados das formulactes
preparadas com diferentes teores, 0 que sugere que a velocidade de liberagdo independe

do teor encapsulado para a faixa estudada.

5.12.2. Estudo de liberacdo com membrana de diélise

As amostras foram preparadas de acordo com a metodologia descrita no
Capitulo 4. A Figura 5.24 apresenta a curva de liberacdo de BZ-3 da formulagéo
contendo 6,25 e 12,5 mg/ml de BZ-3.

120

100 -

[0}
o
!

—e—6,25mg/mL
—eo—12,5mg/mL

% Liberacéo
D
o

D
o
I

20 ~

0 5 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 5.24. Curva deliberacado das for mulacfes 6,25 e 12,5 mg/mL em etanal.

A formulac&o de menor teor de BZ-3 (6,25 mg/mL) apresenta um “burst”
de cerca de 40% de liberacdo do ativo nas primeiras 2 horas em contato com 0 meio
receptor. Este comportamento pode ser devido a fatores como a presenca de cristais
proximos da superficie, facilmente extraidos das particulas pelo etanol. No entanto,

comparando-se com a curva obtida com a formulagdo contendo maior teor de BZ-3
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(12,5 mg/mL), nota-se uma grande diferenca de comportamento : - neste segundo caso,
0 “burst” é inferior a 10% no mesmo periodo de tempo, no entanto, a curva €
caracterizada por uma velocidade praticamente constante ao longo das 24 horas.
Nanoparticulas ja descritas na literatura (Alvarez-Roman et a, 2001) apresentam este
segundo comportamento, ou sga, velocidade constante de liberacdo e pequeno “burst”,
comportamento atribuido a fatores como hidrofobicidade e cristalinidade elevadas do
ativo, que restringem sua difusdo para 0 meio receptor. A inexisténcia de uma fase burst
pronunciada mostra que a BZ-3 encontra-se total mente encapsulada e ndo adsorvida a

superficie externa das cdpsul as.

Ao término das 24 h do estudo, ambas as formulagdes liberaram cerca de 92%
do ativo encapsulado. Algumas consideracdes sobre estes resultados. as condigdes de
liberacdo como agitacdo e quantidade de particulas’'volume de solvente ndo foram
exaustivamente estudados, porém, foram utilizadas condi¢bes que garantissem a néo
saturacdo do meio receptor. Assim sendo, a escolha das condigdes de liberacdo bem
como do solvente foi baseada no estudo de solubilidade do material encapsulado no
solvente de liberacdo. No entanto, 0 meio receptor ndo foi destinado a imitar as
condigdes da pele, sendo adequado para estudos comparativos in vitro de perfis
cinéticos de liberacdo de particulas obtidas de condicles diferentes de processo e /ou

formulacéo.
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Discusséo geral e conclusao

A originalidade do trabaho se d& com relagéo a proposta de um novo sistema de
cdpsulas constituido de um nucleo oleoso capaz de reter ativos hidrofdbicos e um
envoltorio polimérico formado por um complexo quitosana-MDI.

Um estudo de condicfes de processo e composi¢ao (como teor de reagentes para
a formacdo da membrana, teor de ativo encapsulado) comprovou a formagdo destas
capsulas com tamanho na faixa micro (< 2 microns)-submicrométrica (> 900 nm),
representativo de uma larga polidispersidade. Pode-se verificar que tais particulas
apresentam carga positiva de superficie (> + 40mV) e estabilidade fisica em suspenséo
aguosa onde foram analisadas 10go ap0s a preparacdo por 24 horas a temperatura de

40°C e sd0 capazes de encapsular um elevado teor de BZ-3 (> 99%).

De acordo com os resultados obtidos neste trabal ho, verifica-se que a técnica de
policondensacdo interfacial combinada com emulsificacdo espontdnea empregada €
eficiente na formagcdo das capsulas de quitosana/MDI. A formacdo da capsula foi
confirmada pelas andlises de FTIR, DSC, MET e MEV. Um parametro importante
neste estudo foi a concentracdo do MDI, tendo-se verificado através de um
plangamento experimental que esta é a variavel que mais influenciou o didmetro da

particula dentro do sistema, nas condigdes estudadas.

Os resultados obtidos com concentragdes de 6,25mg/mL e de 12,5 mg/mL de
BZ-3 indicaram a presenca de um sistema monomodal e bimodal, respectivamente, com
elevado indice de polidispersdo. A elevada polidispersidade indicada pela técnica de
espal hamento de luz foi confirmada pelas técnicas MEV e MET. Astécnicas de MEV e
MET foram fundamentais na caracterizacdo da morfologia das particulas contendo BZ-
3. Foi possivel verificar que as particulas apresentam um formato predominantemente

esférico, com uma aparente rugosi dade da parede polimérica.

O pH das suspensdes de particulas geradas (entre 5 e 6) permaneceu inaterado

a0 longo do estudo. Estas particulas possuiam carga superficial
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positiva (potencia zeta), indicio de que estas podem interagir com tecidos
negativamente carregados (pele). Os resultados de liberacdo controlada demonstraram

gue as formulagdes sdo capazes de controlar aliberacdo da BZ-3 ao longo de 24h.

A avdiagdo do conjunto dos resultados obtidos demonstra que estas duas
formulagdes de micro e nanocdpsulas poliméricas contendo BZ-3 em seu niicleo oleoso

S80 sistemas promissores para 0 uso em filtros solares
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O trabalho agui realizado abre uma nova frente de investigacdo referente a
sistemas de liberacdo controlada a base de quitosana. Demonstrou-se a viabilidade de
geracdo de capsulas com nuicleo oleoso e parede. No entanto, estes sistemas demandam
uma série adicional de testes de avaliacéo que ndo foram aqui realizados e gque se sugere

para uma continuidade do desenvolvimento destes sistemas:
1. Para as formulagdes ja desenvolvidas:

- estabilidade do ativo (BZ-3 é conhecida por ser fotodegradavel. E preciso saber se esta
formulac&o protege o ativo da degradacéo pelaluz);

- testes de liberag8o in vitro com outros meios e utilizacdo da célula de difusdo de

Franz,

- utilizagdo de ultrassom e do Ultra Turrax para promover uma diminui¢do da gota (fase

organica), antes do inicio da formacao da parede polimérica;

- testes de Fator de Protecdo Solar (FPS) “in vitro” e “in vivo™ das suspensdes das

particulas.

2. Continuidade ao desenvolvimento destas particulas, aprofundando o estudo de
processo e otimizagdo da formulagdo e da cinética de formagdo da membrana

polimérica visando posterior controle de suas caracteristicas.
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Anexo 1.
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Anexo 2
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Curvade Calibraco para o estudo de liberacéo livre de membrana.
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Tempo(h) Y X % liberacéo.
1 0,36698 50,82857 1,626514
2 0,88934 118,6675 3,797361
4 1,45366 191,9558 6,142587
8 1,85736 244,3844 7,820301
24 2,10952 277,1325 8,868239

Tabela de valoresda liberacgéo livre de membrana da for mulagdo 6,25mg/mL

Tempo (h) Y X % liberacao.
1 0,6846 92,07792 2,946493506
2 1,38896 183,5532 5,873703896
4 1,7441 229,6753 7,34961039
8 1,84004 242,1351 7,748322078

24 1,92398 253,0364 8,097163636

Tabela devaloresda liberagéo livre de membrana da formulagdo 12,5mg/mL
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