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NANOPARTICULAS DE a-BISABOLOL EM MATRIZ DE ALGINATO-
QUITOSANA FUNCIONALIZADAS COM HIALURONIDASE PARA APLICACAO
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As desordens pigmentarias sdo a terceita razdo mais comum para a procura por
consultas dermatoldgicas. Para minimizar os efeitos de algumas destas desordens, uma
das estratégias adotadas é o0 uso de agentes despigmentantes tdpicos. Portanto, dado que
0 objetivo deste trabalho é a obtencdo de nanomateriais com aplicacdo no tratamento de
hipercromia periorbital, selecionou-se o ativo a-Bisabolol, que € um composto natural
detentor de atividade antioxidante, sendo adequado para esta aplicacdo. Para garantir a
liberacdo controlada do ativo e sua protecéo, realizou-se o nanoencapsulamento do ativo
em matriz de alginato-quitosana, que sdo dois biopolimeros biocompativeis. Além disso,
para facilitar a penetracdo do ativo na pele, optou-se ainda pela funcionalizacdo das
nanocapsulas (NCs) com a enzima hialuronidase, que é capaz de tornar a matriz
extracelular da pele menos densa por meio da degradacdo do &cido hialurdnico, o que
hoje é um dos grandes desafios da industria cosmética. Como resultado desta pesquisa,
foram obtidas NCs com tamanho ideal para aplicacdo tdpica e 98,5% de eficiéncia de
encapsulamento. Elas permaneceram estaveis durante os 75 dias de ensaio e sua atividade
antioxidante foi comprovada pelo método do DPPH. Por fim, foram funcionalizadas com
a hialuronidase extraida de testiculos bovinos, apresentando 30,3% de eficiéncia de
funcionalizagdo, 202,9 + 6,7 nm de tamanho e -15,93 + 1,49 mV de potencial zeta, além
da comprovada atividade antioxidante do ativo, o que as tornam interessantes para a

utilizacdo em cosmecéuticos para tratamento de hipercromia periorbital.
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Pigmentary disorders are the third most common reason for looking for
dermatological consultations. To minimize the effects of some of these disorders, one of
the strategies adopted is the use of topical depigmenting agents. Therefore, since the
objective of this work is to obtain nanomaterials with application in the treatment of
periorbital hyperchromia, the active a-Bisabolol, which is a natural compound possessing
antioxidant activity, was selected and suitable for this application. To guarantee the
controlled release of the active and its protection, the nanoencapsulation of the active in
matrix of alginato-chitosan, which are two biocompatible biopolymers, was carried out.
In addition, to facilitate the penetration of the active in the skin, we also opted for the
functionalization of the nanocapsules (NCs) with the enzyme hyaluronidase, which is able
to make the extracellular matrix of the skin less dense through the degradation of
hyaluronic acid, which today is one of the great challenges of the cosmetic industry. As
a result of this research, NCs with ideal size for topical application and 98.5% of
encapsulation efficiency were obtained. They remained stable during the 75 day trial and
their antioxidant activity was confirmed by the DPPH method. Finally, they were
functionalized with hyaluronidase extracted from bovine testicles, presenting 30.3%
functionalization efficiency, 202.9 = 6.7 nm in size and -15.93 £ 1.49 mV of zeta
potential, in addition to the proven antioxidant activity, which makes them interesting for

use in cosmeceuticals for the treatment of periorbital hyperchromia.
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CAPITULO |

Introducao

1.1 Considerac0es iniciais

Atualmente, em um mercado extremamente competitivo, varios setores industriais
como o alimenticio, o farmacéutico e o cosmético estdo investindo em produtos e
processos diferenciados e inovadores, aliados a um crescente avanco cientifico,
principalmente na &rea de nanotecnologia. Segundo o relatorio "World Cosmetics Market
- Opportunities and Forecasts, 2014-2022" da Research and Markets, o mercado de
produtos cosméticos vai movimentar 430 bilhdes de dolares entre os anos de 2016 e 2022
(BUSINESS WIRE, 2017), sendo a maior parte (36%) referente a produtos para a pele
(skincare) (L’OREAL, 2016). Especificamente sobre o mercado de produtos para a pele,
o relatorio "Cosmetic Skin Care Market: Global Industry Analysis, Trends, Market Size
e Forecasts to 2023" da empresa Research and Markets prevé um crescimento entre 4,7
% e 5,3 % entre 2017 e 2023, impulsionado principalmente por fatores como 0 aumento
na demanda de cosmeéticos a base de ativos naturais e de investimentos em produtos de
cuidado pessoal (BUSINESS WIRE, 2017).

As desordens pigmentarias sdo a terceita razdo mais comum para a procura por
consultas dermatoldgicas (SBD, 2018). Para minimizar os efeitos de algumas destas
desordens, uma das estratégias adotadas € o uso de agentes despigmentantes topicos
(PILKINGTON et al., 2015). Um exemplo de produtos naturais de grande interesse
industrial sdo os 6leos essenciais, extraidos de plantas aromaticas e detentores de
atividades biologicas diversas, como a atividade antioxidante, por exemplo (MAYAUD
et al., 2008), o que o torna sua aplicagdo interessante para o tratamento da hipercromia
periorbital, como sera discutido no decorrer deste trabalho. O encapsulamento dessas
substancias em biopolimeros traz diversas vantagens, como sua protecdo ao ambiente
externo (temperatura, pH, luz e oxidacao), o aumento de sua eficacia e biodisponibilidade,
sua liberagdo de forma controlada, a potencializacéo de suas atividades bioldgicas e uma

maior penetracdo cutanea até a epiderme (AMMALA, 2013), sendo esse um dos maiores



desafios da industria cosmética atualmente, visto que a camada mais externa da pele, o

estrato corneo, € formada por uma matriz lipidica altamente impermeavel.

Neste contexto, a funcionalizacdo, ou seja, 0 ancoramento de substancias a
superficie das particulas por meio de seus grupos funcionais, pode ser um meio de
aumentar a penetracdo cutanea. Um exemplo disso € a funcionalizacdo com a enzima
hialuronidase, que é capaz de tornar a matriz extracelular menos densa e facilitar a
penetracdo das nanocapsulas, visto que esta enzima age por despolimerizacdo do acido
hialuronico, componente essencial da matriz extracelular (LAUGIER et al., 2000).

Sendo assim, este trabalho consistiu em sintetizar e caracterizar nanocéapsulas de
alginato-quitosana funcionalizadas com hialuronidase contendo a-Bisabolol, a fim de
analisar sua atividade antioxidante, de forma a aplica-las em formulacdes para tratamento
de hipercromia periorbital (olheiras). Para tal, buscou-se sintetiza-las e caracteriza-las
quanto sua morfologia, estrutura quimica e liberacdo do ativo. Em vista disso, contou-se
com o suporte dos seguintes laboratérios: GRIFIT (PEQ/COPPE/UFRJ), Laboratorio de
Nanotecnologia Biofuncional (FF/CCS/UFRJ), Laboratério de Agregacao de Proteinas e
Amiléidoses (IBqM/CCS/UFRJ) e LAPIN 1 (IMA/CCS/UFRJ).

1.2 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo e caracterizagdo de nanocapsulas de o-
Bisabolol em matriz de alginato-quitosana funcionalizadas com hialuronidase, bem como

avaliacdo da atividade antioxidante in vitro do ativo associado ao sistema nanocarreador.

1.2.1 Objetivos especificos

e Selecdo de biopolimeros e estratégias de encapsulamento adequadas ao a-
Bisabolol;

e Preparo e caracterizacdo das nanocépsulas formadas;

e Auvaliacdo da eficiéncia de encapsulamento e da liberagéo do ativo;

e  Extracdo da hialuronidase bovina e funcionalizagcdo das nanocapsulas com esta

enzima;



e Avaliacdo da atividade antioxidante, para futura aplicacdo no tratamento de

hipercromia periorbital (olheiras).
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Revisdo Bibliogréafica

2.1 Hipercromia periorbital

A pigmentacdo da pele consiste na combinagdo de alguns fatores, como a
condicdo da epiderme e a quantidade de pigmentos existentes nela. A melanina e a
hemoglobina sdo os principais croméforos presentes na pele humana e seu acumulo
promove alteracBes em sua coloracdo (YOUNG, 1997). A melanina é um pigmento
enddgeno, originado a partir da oxidacéo da tirosina pela enzima tirosinase, responsavel
pela reacdo de oxidagdo de fendis em animais e plantas. Neste processo, a tirosina se
transforma em diidroxifenilalanina (DOPA) dentro dos melandcitos presentes na camada
basal da epiderme. Os melandcitos, juntamente com 0s queratindcitos e as células de
Langerhans, formam uma unidade melanocitéria, onde ocorre a melanogenese. A tirosina
polimerizada deposita-se em melanossomas (vesiculas), que se deslocam atraves dos
prolongamentos citoplasmaticas dos melandcitos, sendo transferidos para o0s
queratindcitos através de um processo de secrecdo. Os principais fatores que interferem
na sintese da melanina sdo os de origem genética e hormonal e a acdo dos raios
ultravioleta. Durante este processo sdo formados dois tipos de melanina, a eumelanina e
a feomelanina. A proporgéo entre as duas determina a cor natural da pele e o bronzeado
produzido pela exposicdo solar. Desta forma, a pigmentacéo da pele depende da natureza
quimica da melanina, da atividade da tirosinase nos melandcitos e da transferéncia da
melanina aos queratindcitos vizinhos (GONCHOROSKI e CORREA, 2005).

Considerando a importancia que a imagem pessoal exerce sobre o bem-estar das
pessoas, tem se tornado cada vez mais comum a aplicacdo de farmacos com o objetivo de
obter uma acdo curativa ou atender a apelos estéticos. Por produzirem um resultado
estético desagradavel, as discromias sdo alvos de grande preocupacdo. Elas séo
responsaveis por manchas hipopigmentadas (mais claras) ou hiperpigmentadas (mais
escuras) (NAGARAJ et al., 2008).



Hiperpigmentacao

As hiperpigmentacdes sdo um grupo de doencas que, em sua maioria, S&o
decorrentes da producdo exagerada de melanina, geralmente causada pelo estimulo dos
melandcitos por fatores internos ou externos. A formacao de manchas ocorre quando ha
acumulo de melanina em excesso em locais especificos (NAGARAJ et al., 2008). As
desordens pigmentarias sdo amplamente estudadas, visto que sdo a terceira razdo mais
comum para a procura por consultas dermatoldgicas, principalmente para pessoas entre
40 e 54 anos (SBD, 2018). A seguir sdo apresentados alguns tipos de desordens

hiperpigmentarias mais comuns.

i) Melasma

Também conhecido como “mascara da gravidez”, apresenta-se como uma mancha
lisa, simétrica, uniformemente pigmentada, de coloracdo castanha, e aparece mais
comumente em regifes onde ha maior exposicdo ao sol, principalmente na regido do
rosto. Cerca de 90% das pessoas afetadas sdo mulheres e o melasma ocorre
frequentemente quando os niveis hormonais femininos estdo altos (SANCHEZ et al.,
1981; VASHI e KUNDU, 2013), como nos casos de gravidez, uso de anticoncepcionais,
desordens enddcrinas e tratamentos hormonais (PEREZ et al., 1983; JANG et al., 2010).
Durante a exposicdo ao sol, diversas reacGes fisicas ocorrem, iniciadas por interacdes
celulares entre queratinécitos, mastécitos e fibroblastos, levando ao aparecimento de
melasmas (KANG e ORTONNE, 2010; SHIN et al., 2012).

A estratégia principal para tratar o melasma é diminuir a proliferagdo de
melanadcitos, inibir a formacdo de melanossomas e promover sua degradacdo (CESTARI
et al., 2009). Para isso, algumas substancias de uso topico sdo comumente utilizadas,
como a hidroquinona, o 4&cido retindico e o 4cido glicolico, por exemplo
(RAJARATNAM et al., 2010).

i) Efélides

Popularmente conhecidas como “sardas”, as efélides sdo pequenas maculas, de

coloragéo castanho-amarelado, que se encontram distribuidas irregularmente pela pele,
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principalmente nas areas mais expostas a radiacao solar. S&o o resultado do aumento da
melanogenese foto-induzida e transporte de um maior nimero de melanossomas
completamente melanizados a partir dos melandcitos em diregdo aos queratindcitos.
Podem perder sua coloracdo ou até mesmo desaparecer ao longo do tempo, com o

envelhecimento ou com a descontinuacao da exposicdo solar (VASHI e KUNDU, 2013).

iii. Lentigos

Os lentigos sdo desordens hiperpigmentarias encontradas em cerca de 90% da
populacdo branca, principalmente em pessoas com idade superior a 60 anos, aumentando
com o avancar da idade. S80 méaculas com formatos redondos, ovais ou irregulares, de 2
a 3 mm, e aparecem geralmente em areas de maior exposicao ao sol (VASHI e KUNDU,
2013).

iv. Hiperpigmentagdo pos-inflamatoria

Sd0 manchas escuras, causadas por respostas normais do organismo apés a
regressdo de algum tipo de doenca de pele, como acne, dermatite atopica, dermatite
alérgica de contato, psoriase, dentre outras (CHAN et al., 2007; GRIMES, 2009). Elas
podem ocorrer tanto ao nivel da epiderme, onde hd um aumento da producdo e
transferéncia da melanina para os queratindcitos, quanto ao nivel da derme, onde a
membrana basal é danificada e a melanina entra na derme e, posteriormente, é fagocitada
por melan6fagos (GONCHOROSKI e CORREA, 2005; VASHI e KUNDU, 2013).

V. Hipercromia periorbital

A hipercromia periorbital, conhecida popularmente como “olheira”, também ¢
denominada como hiperpigmentacdo palpebral, melanose periorbital, melanose
infraorbital, hipercromia cutanea idiopatica da regido orbital (HCIR) e hiperpigmentacao
periorbital (HPO). E frequentemente relacionada a diversas causas, primarias ou
secundarias, e ocorre em ambos 0s sex0s, porém com maior frequéncia no sexo feminimo
(TAYLOR, 2003; FREITAG e CESTARI, 2007; ROBERTS, 2014).



A hipercromia periorbital pode ser associada a diversos fatores etioldgicos, como
deposicdo de melanina dérmica, hiperpigmentacdo pos-inflamatéria, vasculatura
superficial, edema periorbital, dentre outros (TAYLOR, 2003; FREITAG e CESTARI,
2007). Pode ser causada por diversos fatores, envolvendo fatores intrinsecos,
determinados pela genética do individuo, e fatores extrinsecos, como a exposi¢éo solar,
o0 tabagismo, o alcoolismo, a privacdo do sono, o0 uso de contraceptivos orais, 0 uso de
lentes de contato ou ingestdo excessiva de refrigerantes ou bebidas com cafeina
(GENDLER, 2005; VASHI e KUNDU, 2013). A tendéncia genética, a exposic¢ao ao sol
e a idade avancada séo as principais causas (GENDLER, 2005). Individuos com alergia
a substancias transportadas pelo ar também tendem a desenvolver esse tipo de desordem,
devido ao habito de cogar excessivamente a regido ao redor dos olhos, o que promove a
pigmentacdo pos-inflamatdria. As lesdes variam de intensidade de acordo com a
espessura da pele, o depoésito de gordura infraorbital e a perda de tecido subcutaneo
(TAYLOR, 2003; GENDLER, 2005; ROH e CHUNG, 2009).

Embora ndo exista epidemiologia abrangente, as mulheres podem ser afetadas
com mais frequéncia do que os homens, devido a fatores hormonais. A observacao clinica
é geralmente suficiente para determinar a causa primaria da hipercromia periorbital.
Algumas das doencas que podem contribuir para olheiras escuras sdo distdrbios do
coracdo, tiredide, rins ou figado; distarbios sanguineos hereditarios; deficiéncia de
vitamina K; Doenca de Addison ou condi¢des circulatérias que causam retencao
excessiva de liquidos (GENDLER, 2005).

A hipercromia periorbital pode apresentar as seguintes caracteristicas:

. Depositos difusos e concentrados de melanina;
. Vasculatura subcutanea excessiva ou superficial;
. Sombras causadas por gordura orbital pseudo-referenciada.

Esta desordem pigmentar geralmente aparece como uma faixa curva de pele de
coloracdo acastanhada ou azulada, aproximando-se da forma da borda orbital inferior
subjacente do olho. A melanina epidérmica tem coloracdo marrom e a melanina dérmica
é azul ou acinzentada. Para distinguir entre a deposicdo de melanina dérmica e

epidérmica, pode-se utilizar o exame da lampada de madeira (GENDLER, 2005).



A estrutura facial também pode afetar a aparéncia das olheiras. Gestos
expressivos, como franzir a testa, reposicionam os masculos e a pele na regido
periorbitaria, alterando o padréo de luz no rosto e, muitas vezes, enfatizando as sombras
escuras. Da mesma forma, a estrutura 6ssea facial pode influenciar a maneira como a luz
é dispersada pela face (GENDLER, 2005). A pele da regido ao redor dos olhos é a mais
fina de todo o corpo humano, com 0,2 mm de espessura, em média (PILKINGTON et al.,
2015). Devido a esta caracteristica, essa regido tende a ser mais vulnerdvel ao ambiente

externo.

2.1.1 Prevencdo e tratamento da hipercromia periorbital

De modo a combater a hiperpigmentacao, alguns dos cuidados que devem ser
tomados sdo a utilizacdo regular de protetor solar UVA e UVB e evitar exposicdes solares
prolongadas. A radiacéo ultravioleta oxida os lipidios da pele e desencadeia a producéo
de radicais livres, sendo responsavel por grande parte dos danos que ocorrem ao nivel do
DNA. Estes danos surgem devido ao aparecimento de inflamag®es, interrompendo a
comunicacdo celular e levando a modificacdo da expressdo dos genes em resposta ao

estresse oxidativo, enfraquecendo assim a resposta imune da pele (FLOR et al., 2007).

Dentre os tipos de tratamento existentes para a hiperpigmentacdo periorbital,
podem-se citar os agentes topicos, peelings quimicos, botox, terapia a laser, cirurgia,
curas alternativas, dentre outros. No Quadro 1 sdo comparados alguns destes tipos de

tratamento.



Quadro 1: Tipos de tratamento para hiperpigmentacao periorbital

Tratamento

Descricéo

Vantagens

Desvantagens

Agentes
despigmentantes
topicos

Formulacdes
cosmeéticas sem
prescricdo

Peeling quimico

Dermoabrasao

Laser ablativo

Laser ndo-
ablativo

Cirurgia

Substancias ativas
utilizadas
topicamente

Vitaminas e
compostos
botanicos

Procedimento
onde sdo usados
diversos  acidos
(tricloroacético,

gliclico e
salicilico)
Consiste em
“desgastar”

mecanicamente a
camada superior
da epideme

Promove
obstrugédo
superficial
cutanea da pele

Utiliza luz
pulsada intensa

Remocéo ou
reposicionamento
de gordura
periorbital  e/ou
excesso de pele

Baixo risco; pode ser
combinado com cirurgia e
tratamento a laser

Baixo risco e capazes de
conferir a pele uma
textura macia

A melanina epidérmica
responde bem a este
tratamento; melhora a
textura da pele;
despigmenta manchas e
atenua rugas finas

Remocdo de cicatrizes,
rugas de média
profundidade e manchas
de pigmentagdo

Pode estimular a producéo
de colageno, clarear e
esticar a pele, com
resultados duradouros

Pode estimular a producéo
de colageno, clarear e
esticar a pele, produzindo
resultados duradouros.

Suavizacdo dos contornos
da pélpebra inferior

Podem desencadear
dermatite de contato
alérgica ou irritante

Risco de irritagdo;
baixa eficiéncia e

poucos estudos
clinicos
Peelings  quimicos

profundos ndo sdo
recomendaveis,
devido ao alto risco
de alteracdes
pigmentares
profundas

E um método mais
invasivo que o0
peeling quimico

Dor, recuperacao
prolongada, risco de
causar cicatrizes e
alteragdes
pigmentares

Contusdes e,
ocasionalmente,
hiperpigmentacéo

Recuperacéo
prolongada, risco de
cicatrizes e
deformacédo do
contorno

Fontes: (GENDLER, 2005; DERMATOLOGYINC, 2009; VASHI e KUNDU, 2013;
BUCAY e DAY, 2013).



Agentes despigmentantes topicos

Os agentes despigmentantes topicos sdo produtos que atuam em regides
especificas do corpo, por meio de diversos mecanismos, sendo apresentados sob
diferentes formas farmacéuticas. Apesar de atuarem por diferentes mecanismos, todos
eles estdo ligados a transferéncia ou producao de pigmentos, dentre eles podem-se citar a
destruicdo seletiva dos melandcitos, a inibicdo da sintese de tirosina, da formacdo de
melanossomas e de melanina, a degradacdo de queratindcitos e a interferéncia no
transporte dos granulos de melanina (GONCHOROSKI e CORREA, 2005).

Apesar de atenuarem ou até serem capazes de fazer com que determinados tipos
de manchas desaparecam, muitos compostos com agdo despigmentante apresentam-se
como substancias irritantes e podem promover a descamacdo da pele, além de
apresentarem resultados nem sempre imediatos (FINKEL et al., 2007; VASHI e
KUNDU, 2013).

Segundo PERETT!I et al. (2015), os agentes despigmentantes topicos podem agir
na pele por diferentes mecanismos de acéo:

o Inibidores competitivos da tirosinase: Estas substancias se ligam a
tirosinase, cuja enzima contém cobre e é responsavel por catalisar a oxidacao de fendis,
produzindo melanina, impedindo a ligagdo com a tirosina (substrato). Além disso, para
ser classificada desta forma, esta substancia precisa ser sequestrante de cobre e ndo
metabolizavel, interferindo na sintese da melanina por inativagéo;

o Inibidores ndo competitivos da tirosinase: Esta classe de substancias se
liga ao conjunto enzima-substrato (tirosinase-tirosina);

o Seletivos: S&o substancias que descaracterizam ou destroem 0s
melandcitos. Os agentes oxidantes, por serem capazes de diminuir a quantidade de
oxigénio disponivel nestas células, sdo capazes de alterar reacGes de fosforilacdo
oxidativa, causando sua degradacao;

o Interferéncia no transporte da melanina por meio da inibigcdo da fagocitose;
o Alteracdes da melanina na forma oxidada para a forma reduzida, de cor
mais clara.

A seguir sdo apresentados alguns dos agentes despigmentantes topicos mais

utilizados e estudados na literatura.
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i) Acido kdjico

O é&cido kajico (5-hidroxi-2-hidroximetil-4-pirona) € um composto obtido a partir
da fermentacdo do arroz por fungos da espécie Aspergillus orizae e Flavus tamorii e por
bactérias da espécie Aspergillus esporulantes. Sua acdo despigmentante se da a partir da
inibicdo da tirosinase através da quelacdo do ion cobre nos sitios ativos da enzima,
inibindo assim a formag&o da melanina (GONCHOROSKI e CORREA, 2005; VASHI e
KUNDU, 2013). Uma das desvantagens da utilizacdo do &cido kdjico é por ser um
composto instavel (BUCAY e DAY, 2013).

i) Acido glicélico

O é&cido glicdlico, encontrado na uva, no abacaxi, na beterraba, na alcachofra e na
cana-de-acgucar, atua reduzindo a hiperpigmentagdo, sem afetar diretamente a melanina.
Além disso, apresenta efeitos de plasticidade e hidratacdo quando administrado em baixas
concentracdes e, em altas concentracdes, possui efeito esfoliante (GONCHOROSKI e
CORREA, 2005; VASHI e KUNDU, 2013). Porém, aplicacdes topicas com alta
concentragdo de acido glicélico (50 a 80%) podem causar epidermdlise (ROH e CHUNG,
2009).

iii) Hidroquinona

A hidroquinona (1-4-dihidroxibenzeno) é um dos agentes despigmentantes mais
difundidos atualmente. Sua atuacao se da a partir da diminuicdo da atividade proliferativa
dos melandcitos, pois inibe a sintese de DNA e RNA no seu interior. Além disso, interfere
na formacdo e degradacdo de melanossomas e na destruicdo de melandcitos e atua na
inibicdo da tirosinase, impedindo que a tirosina seja convertida em DOPA
(diidrofenilalanina) e que a DOPA seja convertida em dopaquinona (GONCHOROSKI e
CORREA, 2005; VASHI e KUNDU, 2013). Apesar de ser uma das opcdes de agente
despigmentante mais utilizado, terapias utilizando hidroguinona sdo muito lentas e com
resultados pouco perceptiveis (GENDLER, 2005).

iv) Retinoides (acido retindico)

O é&cido retindico (vitamina A ou tretindina) € uma substancia lipossoluvel,
transportada por uma proteina especifica, a CRABP, cuja concentragdo € maior na

epiderme. Ele atua reduzindo a hiperpigmentagdo através da diminuicdo do tempo de
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contato entra os queratinocitos e os melandcitos, o que promove uma perda rapida do
pigmento disperso. Isto acontece pois o0 acido retindico tem efeito esfoliante e é capaz de
dispersar a melanina dentro dos queratindcitos, o que facilita sua eliminago a partir do
aumento do turnover das células epidérmicas (GONCHOROSKI e CORREA, 2005;
VASHI e KUNDU, 2013). Alguns efeitos colaterais da utilizacdo de acido retindico
geralmente incluem o aparecimento de eritemas, irritaghes, descamagOes, ardor e
queimacdo (KANG e ORTONNE, 2010).

V) Acido azelaico

O écido azelaico, ou ainda acido nonadidico, é uma substancia natural produzida
pelo fungo Pityrosporum ovale, naturalmente encontrada no trigo. Trata-se de um acido
dicarboxilico com acdo citotoxica e anti-proliferativa de melandcitos, atuando como
inibidor competitivo da tirosinase. Este acido é eficaz no tratamento do melasma e da
hiperpigmentacgdo pés-inflamatdria (VASHI e KUNDU, 2013).

vi)  Acido ascorbico (Vitamina C)

O é&cido ascorbico é um antioxidante solGvel em agua, que atua na inibicdo da
melanogenese, por meio da quelagdo dos ions cobre no sitio ativo da tirosinase, inibindo-
a e reduzindo assim a formacéo da dopaquinona (VASHI e KUNDU, 2013). Além disso,
0 &cido ascorbico € muito importante na producdo de coldgeno (GEESIN et al., 1988),
visto que é um cofator essencial para a hidroxilacdo da prolina e da lisina, restaura a
capacidade antioxidante da vitamina E, e é um potente inibidor de peroxidacao lipidica
(MCCAY, 1985; CHAN, 1993).

A vitamina C é capaz de neutralizar os radicais livres tanto intracelulares como
extracelulares (COLVEN e PINNELL, 1996). Embora os seres humanos ndo sejam
capazes de sintetizar vitamina C como a maioria dos animais e plantas, é o antioxidante
mais abundante na pele humana. A vitamina C néo apenas neutraliza os radicais livres,
mas também doa elétrons e protege as estruturas intracelulares do estresse oxidativo
(FARRIS, 1996). O maior desafio com a administracdo de vitamina C é a estabilidade do
produto e a penetracdo adequada. Como o &cido ascérbico € soluvel em &gua, € propenso
a oxidacdo em solucgéo, resultando no subproduto acido desidroascorbico (PINNELL et
al., 2001).

vii)  Resveratrol
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O resveratrol € uma substancia com acdo antioxidante forte (ZHENG et al., 2012),
com poder de inibicdo da tirosinase pela forma ndo competitiva (KIM et al., 2002). Este
composto pode ser obtido de forma sintética ou de forma natural, sendo extraido de
parreiras de uvas tintas da regido de Bordeaux (Franca) (NDIAYE et al., 2011). Alguns
exemplos de formulacdes cosméticas que contém resveratrol sdo: Regu®-Fade (DSM) e
Vitisin® (ACTIchem) (1IZARD, 2010).

Segundo a ACTIchem, em estudo in vitro realizado pela propria empresa, a
formulacdo Vitisin® se mostrou mais eficiente na inibi¢éo da tirosinase do que o &cido
kojico, na mesma concentracdo. Além disso, foi desenvolvido um creme para uso tépico
contendo 3% de Vitisin® e foi testado por painelistas, que realizaram medidas

colorimétricas durantes os 56 dias de uso. Destes, 76% notaram clareamento na pele.

Porém, segundo estudos de FRANCO et al. (2012), apesar de inibir a tirosinase,
o resveratrol ndo é capaz de inibir a sintese de melanina de uma forma que permita seu
uso por si s6 como agente clareador em produtos cosméticos, somente em conjunto com

outros ativos.
viii)  Tocoferois e tocotriendis (Vitamina E)

A vitamina E é lipossoluvel e é capaz de reduzir o numero de células advindas de
queimaduras solares. O a-tocoferol, um dos componentes da vitamina E, é um
antioxidante que protege as membranas celulares dos danos causados pela fosfolipase A,
lisofosfolipidios e &cidos graxos (TREVITHICK et al., 1992). Além disso, a vitamina E
tem demonstrado ser capaz de inibir a metaloelastase de macr6fagos humanos, uma
metaloproteinase de matriz (MMP) que degrada a elastina (GENSLER e MAGDALENO,
1991).

No Quadro 2 sdo apresentados resumidamente alguns dos agentes

despigmentantes topicos e seus mecanismos de acao.
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Quadro 2: Mecanismos de acdo dos principais agentes despigmentantes topicos

Mecanismo de acao Agentes despigmentantes topicos
Esfoliacdo do estrato corneo Retindides e alfa-hidroxiacidos
Degradacgdo/diminui¢do da transferéncia de Hidroquinona, niacinamida e extratos de
melanossomos soja

Inibicdo da sintese de DOPA e dopaquinona Acido kdjico e glabridina

Promo¢do da conversdo de melanina em

. Vitaminas Ce E
leucomelanina

Inibicdo ndo-seletiva de melanogenese Corticosteroides e glabridina

Hidroquinona, acido azelaico,

Inibigdo de tirosinase . X
flavonoides, isoflavonas e resveratrol

Fonte: CESTARI et al. (2014).

Alguns exemplos de formulagcbes para hiperpigmentacao periorbital compostas
por uma ou mais substancias citadas anteriormente sdo: HydroPeptide Eye (Azure), Gloss
Dual-Treatment Eye Area (Young Pharmaceuticals), CELFIX DNA iQuad Infusion Total
Eye Complex (Precision MD), NeoStrata Skin Active Intensive Eye Therapy (Neostrata),
Lumiére Riche Bio-restorative Eye Balm (NEOCUTIS), ELASTIdermTM EYE
Complete ComplexTM Serum (Obagi Medical Products), Replenix® Eye Repair Cream
(Topix Pharmaceuticals), dentre outros (BUCAY e DAY, 2013).

Pode-se notar que uma grande parte dos agentes despigmentantes topicos possuem
propriedades antioxidantes, sendo esta uma das raz@es para a selecdo do a-bisabolol como

ativo neste trabalho.

Os antioxidantes sdo substancias que tem o papel de retardarem ou até mesmo
evitarem o dano oxidativo causado pela presenca das espécies reativas do oxigénio
(EROs). As espécies reativas do oxigénio (ERO) s&o moléculas altamente instaveis e
reativas, geradas a partir do oxigénio encontrado na pele apds exposicdo a luz ultravioleta

(BALIN e PRATT, 1989). Estas moléculas tém uma série de efeitos prejudiciais no
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envelhecimento da pele, visto que séo capazes de danificar o DNA, membranas celulares,
proteinas e o colageno (FARRIS, 2005). Os radicais livres também levam a inflamacéo,
que € outro fator crucial no processo de envelhecimento (JOHNSON, 1986). O sistema
de defesa antioxidante do nosso corpo inclui antioxidantes enddgenos (enzimaticos e ndo
enzimaticos) e antioxidantes exdgenos. Existem muitas fontes exogenas que foram
estudadas e demonstraram ter efeitos tdpicos. No entanto, hd uma escassez de estudos
para agentes antioxidantes que foram utilizados em torno da pele periorbital

especificamente.

A pele usa naturalmente uma variedade de antioxidantes que interagem em
diferentes niveis de processos oxidativos para eliminar os radicais livres e as moléculas
danificadas por oxidacdo. No entanto, a exposicdo excessiva aos raios UV, a fumaca do
cigarro e outros poluentes atmosféricos causam um estresse oxidativo que ultrapassa esta
defesa antioxidante natural da pele. A aplicacdo antioxidantes naturais e topicos pode
corrigir esse dano. Além disso, uma vez absorvidos, os antioxidantes ndo podem ser
lavados, transpirados ou esfregados, dando protecdo por vérios dias. O desafio é saber
quais produtos antioxidantes, em quais concentracdes e em quais combinagdes aplicar
(BURKE, 2009).

Existem atualmente diversas preparagdes comerciais de antioxidantes; no entanto,
poucos sdo verdadeiramente eficazes. Os antioxidantes sdo, por natureza, moléculas
bastante instaveis quando expostos ao oxigénio no ar. Também muitos produtos contém
derivados ésteres dos antioxidantes ou formas isoméricas ndo naturais que ndo podem ser
absorvidas e metabolizadas pela pele. Além disso, a maioria das preparacfes contém
concentracdes tdo baixas do antioxidante que, mesmo se a molécula correta fosse usada,
ndo ha protecdo suficiente ou tratamento dos danos causados pelos radicais livres
(BURKE, 2009).

Alguns dos desafios encontrados no desenvolvimento de formulagdes contendo
antioxidantes sdo sua compatibilidade, sua estabilidade e seu grau de penetracao cutanea.
Deve-se garantir que os antioxidantes contidos na formulagdo ndo se neutralizem
mutuamente. Em geral, os antioxidantes costumam ser mais estaveis em pHs acidos
(PINNELL, 2001; ZIELINSKI e PINNELL, 2007). Por serem muito instaveis, eles
podem oxidar e se tornarem inativos antes de atingir o alvo. Além disso, para cumprirem

os efeitos desejados, devem ser absorvidos pela pele, atingir o tecido alvo na forma ativa
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e permanecer la por tempo suficiente. Existem varias estratégias utilizadas pelos
formuladores para aumentar a penetracao de ativos topicos. Por exemplo, as solucGes de
vitamina C devem ser formuladas a um pH de 3,5 ou inferior para que a vitamina C seja
absorvida na pele; a este pH, a vitamina C é protonada e a molécula ndo carregada
(PINNELL, 2001). Neste trabalho, a estratégia adotada foi a de nanoencapsulamento do
ativo, que seré detalhada no decorrer do capitulo.

Seguranca no uso de cosmeéticos

Apesar de ndo estarem associados a sérios danos a saude, € extremamente
importante garantir a seguranca e eficacia dos produtos cosméticos. Segundo
ROMANOWSKI e SCHUELLER (1996), partindo do pressuposto que podem ser
utilizados extensivamente durante logos periodos, é necessario realizar o controle de
toxicidade dos produtos cosméticos e de suas matérias-primas, estando de acordo com a

legislacdo para registro de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes.

Alguns dos principais ensaios bioldgicos realizados para avaliar a seguranca de
produtos cosméticos sdo os de sensibilidade de pele, irritacdo ocular, fototoxicidade, teste
adjuvante de Freund e citotoxicidade (YAMAZAKI e SILVEIRA, 2010). O meio
cientifico tem demonstrado uma forte tendéncia em aplicar a politica dos 3 Rs, do inglés
Replace, Reduce e Refine (Substituir, Reduzir, Refinar) para a realizacéo destes testes, de
forma a priorizar as metodologias in vitro e garantir a utilizagdo dos modelos animais de
forma adequada e humanitaria, sem comprometer a qualidade do trabalho cientifico que
estd sendo executado (MARONA e LUCCHESI, 2003).

Dentre os animais empregadas nos ensaios de seguranca de cosméticos, 0 macaco
e 0 porco sdo as que apresentam maior semelhanca fisioldgica a espécie humana. Porém,
por serem de dificil manuseio e de alto custo, ndo séo tdo utilizados como os classicos
animais de laboratério (ratos, camundongos, hamsters e coelhos) (AUBIN, 1994). O
porco tem sido empregado em alguns ensaios que visam observar a eficacia de principios
ativos lipoliticos na pele, como o tiratricol, a cafeina e a hialuronidase (CHORILLI et al.,
2005), por seu um dos raros animais que possui um sebo de natureza gliceridica como o
homem (AUBIN, 1994).
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Em testes de irritacdo cutanea, os parametros estudados sdo a formacgdo de
eritemas, escaras e edemas apds a aplica¢do do produto (PINTO et al., 2003). Ja os testes
de citotoxicidade definem o potencial de degeneragdo ou morte celular provocado pelo
ativo cosmetico (DEMARCO et al., 1998).

2.2 Nanotecnologia na indastria cosmética

A nanotecnologia é a ciéncia que trata a caracterizacdo e o controle de matérias
com dimensdes nanométricas (ETHERIDGE et al., 2013). Nanotecnologia refere-se ao
uso de particulas em escala nanométrica, tipicamente variando de menos de 100 a 1000
nm (BAROLI 2010; MISHRA et al., 2010). Seu principio é que estes materiais em escala
nanométrica apresentam propriedades fisico-quimicas caracteristicas, diferentes dos
materiais de escalas maiores (ROSSI-BERGMANN, 2008). Desta forma, a
nanotecnologia se mostra como uma promissora ferramenta interdisciplinar, abrangendo
diferentes campos do conhecimento (ALVES et al., 2014), como pode ser observado na
Figura 1.

Figura 1: AplicagOes da nantecnologia. Fonte: MOTTA (2009)
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A aplicacgéo desta tecnologia em cosméticos visa aumentar a eficacia dos produtos
comercializados no mercado e o desenvolvimento de novos materiais. Por meio da
nanotecnologia é possivel, por exemplo, produzir particulas de tamanho nanométrico com
a finalidade de melhorar o transporte de substancias ativas dentro da derme (DAUDT et
al., 2013).

A primeira empresa a aplicar a nanotecnologia em seus cosméticos foi a L’Or¢al,
com a LancOme, em 1955, desenvolvendo um creme antienvelhecimento para a face,
produzido com nanocéapsulas de vitamina E. J& no Brasil, a pioneira foi O Boticério, em

2005, desenvolvendo um creme anti-sinais (BARIL et al., 2012)

Segundo GOMES e DAMAZIO (2009), as nanoestruturas mais utilizadas em

formulagcbes cosméticas sao:

. Lipossomas: sdo vesiculas com formato esférico, formadas por bicamadas
fosfolipidicas concéntricas e nicleo aquoso. Este tipo de vesicula é capaz de transportar
ativos lipossoluveis em suas bicamadas e, simultaneamente, ativos hidrossolUveis em seu
nucleo (CHEN e LANGER, 1998). Os lipossomas podem encapsular componentes ativos
soltveis em agua e lipidios (NIEMIEC et al., 1995), ajudam a fixar os ingredientes ativos
nas camadas mais externas da pele. Os lipossomas séo incapazes de atravessar as estreitas
vias intercelulares (menos de 30 nm) nas camadas externas da pele (TOUITOU, 2002).
Alguns exemplos de cosméticos produzidos om lipossomas sdo: Advanced Night Repair
Protective® (Estée Lauder), Capture® (Dior), Eryfotona® (ISDIN) e Revitalift® (L oréal)
(BECK et al., 2011).

. Niossomas: sdo vesiculas de lipidios sintéticas, de natureza ndo-idnica,
formados por auto-montagem de agentes tensoativos nao-iénicas em dispersdo aquosa.
Este tipo de particula é mais estavel e flexivel que as lipossomas. Exemplo de cosmético
produzido com niossomas: Niosome® (Lancome) (SOUZA et al., 2012).

o Microemulsdes: sdo sistemas termodinamicamente estaveis, compostos
por duas fases imisciveis (oleosa e aquosa), que contém um tensoativo e também pode
conter um co-tensoativo, resultando em uma tensdo interfacial extremamente baixa (< 10°
2 mN/m) (NASTITI et al., 2017). Porém, as microemulses podem causar irritacdo da
pele ao romper a estrutura cristalina liquida do estrato corneo. A irritacdo da pele pode
ser evitada se forem utilizados lipossomas, que sdo a prova d'dgua, ndo aderentes e
facilmente difundiveis (CARLOTTI et al., 2003).
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o Nanoemulsdes: ao contrario das microemulsdes, as nanoemulsdes séo
sistemas termodinamicamente instaveis. S&o compostas por duas fases imisciveis (oleosa
e aquosa), que contém um tensoativo e também pode conter um co-tensoativo, com
goticulas de tamanho entre 20 e 200 nandémetros (JAISWAL et al., 2015).

o Nanoparticulas lipidicas solidas: séo particulas tipicamente esféricas, com
tamanhos entre 10 e 1000 nm e possuem uma matriz do nucleo sélido lipidico que pode
solubilizar moléculas lipofilicas (BASAVARAJ, 2012). Alguns exemplos de cosméticos
que contém nanoparticulas lipidicas sélidas sdo: Allure® (Chanel) e Creme Regenerador
Intensivo® (Dr. Scholl) (MARCALO, 2013).

. Nanoparticulas poliméricas:

o Nanocépsulas: séo sistemas nanovesiculares do tipo reservatério, com o
ativo localizado no nucleo, rodeado por uma membrana polimérica
(LETCHFORD e BURT, 2007; ANTON et al., 2008; HAFNER et al., 2014). O
nucleo pode ser hidrofilico ou lipofilico, contendo um ativo sélido, liquido ou uma
dispersdo molecular. Além disso, dependendo de como foram sintetizadas, podem
carregar um ativo em sua superficie mais externa ou reticulada em meio a matriz
polimérica (RADTCHENKO et al., 2002; KHOEE e YAGHOOBIAN, 2008).
Uma de suas caracteristicas fundamentais é o tamanho, que pode ir de 5 nm a 1000
nm, apesar de serem obtidas mais frequentemente numa faixa de 250 a 500 nm
(QUINTANAR et al., 1998), podendo ser afetado por diversas variaveis, como
por exemplo a natureza e a concentragdo do ativo, a natureza, a concentragdo e o
peso molecular do polimero, o pH, o surfactante utilizado, a velocidade de
agitacdo, dentre outros (MORA-HUERTAS et al., 2010). Alguns exemplos de
cosméticos que contém nanocépsulas sdo: Promordiale Intensive® e Hydrazen®
(Lancdéme) (DANA, 2011).

o Nanoesferas: sdo sistemas formados por matrizes poliméricas que, ao
contrario das nanocapsulas, ndo possuem um nucleo diferenciado. Nesse tipo de
nanoparticula, as substancias ativas sdo encontradas, geralmente, distribuidas de
forma homogénea no interior da matriz polimérica, sendo libertadas por difuséo,
podendo ainda encontrar-se adsorvidas a superficie da nanoesfera (GUTERRES,
2007, STEICHEN et al., 2013). Um exemplo de produto cosmetico contendo

nanoesferas em sua formulagio é o Sérum Vitamina C® (Dermare).
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O Quadro 3 apresenta um resumo das vantagens e desvantagens de cada um dos

sistemas descritos acima.

Quadro 3: Comparagéo entre 0s sistemas micro e nanoestruturados

Sistema

Vantagens

Desvantagens

Lipossomas e
niossomas

Microemulsoes
e nanoemulsdes

Nanoparticulas
lipidicas solidas

Nanocéapsulas e
nanoesferas

Baixa toxicidade, biocompativeis,
capazes de encapsular ativos
hidrofilicos e hidrofébicos e sdo ndo-
imunogénicos (TORRECILLA et al.,
2013)

Aumentam a liberagdo e penetracéo
de ativos hidrofilicos e lipofilicos
(HUANG et al., 2008). Melhoram a
hidratacdo da pele e sua elasticidade.
Também  podem aumentar a
permeabilidade de um ativo pouco
soluvel (YILMAZ e BORCHERT,
2006).

Atrativas para uso em protetores
solares, visto que a matriz lipidica
formada sobre a pele pode retardar a
penetracdo do ativo, reduzindo o
potencial toxico de um produto
convencional (XU e GUY, 2009).

Capazes de encapsular diferentes
tipos de substancias e promovem a
protecdo do ativo (TORRECILLA et
al., 2013)

Baixa estabilidade
(TORRECILLA et al., 2013)

Estabilidade influenciada por
pardmetros ambientais
(temperatura e pH), sendo

necessario adicionar conservantes,
antioxidantes e/ou sais tampao.
Possuem elevada concentracdo de
tensioativo e  co-tensioativo
(YILMAZ e BORCHERT, 2006).

Menor capacidade de manter o
ativo encapsulado, podendo haver
a formacdo de estruturas coloidais
alternativas e instabilidade fisica
durante o armazenamento ou
administracéo, devido a
complexidade do estado fisico do
lipidio (GUTERRES et al., 2007).

Dependendo do polimero
utilizado, podem ter certo grau de
citotoxicidade (TORRECILLA et
al., 2013)

As nanoparticulas proporcionam maior estabilidade a ingredientes ativos
quimicamente instaveis, liberacdo controlada de ingredientes ativos, efeito de pigmento
e melhor hidratacdo e protecdo da pele através da formacdo de pelicula na pele. Em
comparacdo com lipossomas, a carga Util de substancias lipofilicas por nanoparticulas é

muito maior. Devido a sua boa estabilidade fisica e compatibilidade com outros
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ingredientes, nanoparticulas podem ser adicionadas a formulacGes cosméticas existentes
sem qualquer problema. (SIHMID e ZUELLI, 2005).

Os efeitos sobre a hidratacdo da pele e viscoelasticidade sdo critérios importantes
durante o desenvolvimento de novas formula¢Ges cosméticas. O aumento da umidade da
pele é devido a alta capacidade dos fosfolipidios que formam as nanoparticulas se ligarem
a agua. Ao penetrarem nas camadas superiores do estrato corneo, as nanoparticulas se
fundem com os lipidios da pele e os ativos sdo liberados. Estas particulas formam um
filme adesivo que leva a um efeito oclusivo na pele, 0 que promove a penetragdo de
constituintes ativos (WISSING e MULLER, 2003).

Na Figura 2 ¢é apresentada a modelagem virtual de alguns dos sistemas

nanoestruturados existentes.

Figura 2: Modelagem 3D de sistemas nanoestruturados: (a) lipossoma; (b)

nanoemulsdo; (c) nanoparticula lipidica sélida; (d) carreador lipidico nanoestruturado
(niossoma); (e) nanocapsula e; (f) nanoesfera). Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al.,
(2015).
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2.2.1 Permeacédo cutanea e liberacao controlada

A pele, além de ser o maior 6rgdo do corpo humano, € também o de maior
importancia estética. Ela representa aproximadamente 16% em massa do corpo humano
e é composta por diversas camadas, distintas entre si, como pode ser observado na Figura
3. A camada mais externa é a epiderme, que atua na protecdo contra influéncias do
ambiente e € dividida em: estrato corneo, estrato lucido, estrato granuloso, estrato

espinhoso e estrato basal (STOCCO, 2016).

kﬁaf % EStrato C(Jmeo

i j Estrato lucido

Estrato granuloso

Epiderme
Estrato espinhoso

Estrato basal

Membrana basal

Queraﬁnéc"os //,7 Melanocitos
Derme Q Fibroblastos

K Tecido adiposo

Hipoderme @ o (o) OO@ OOOOQP {

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura da pele. Fonte: Adaptada por
STOCCO (2016).

O estrato corneo é a camada mais externa da epiderme, formada por uma matriz
lipidica, com espessura entre 10 a 20 um, e composta principalmente por colesterol,

ceramidas e acidos graxos (ELIAS, 1983).
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De acordo com BLANK e SCHEUPLEIN (1971), o estrato corneo tem uma
natureza altamente impermedvel, comparavel a uma “embalagem plastica”, segundo os
autores. Sendo assim, a permeabilidade através dessa camada, em particular para
materiais hidrofilicos, continua sendo um grande desafio no transporte transdérmico de
farmacos (AMMALA, 2013).

A distribuicdo de um ativo através da pele pode ser classificada em topica e
transdérmica. Um farmaco topicamente ativo destina-se a atuar localmente, enquanto a
via transdérmica tem como objetivo a distribuicdo sistémica. A robustez da barreira do
estrato corneo impede a entrada de agentes terapéuticos grandes e hidrofilicos. Diversas
pesquisas foram conduzidas para solucionar a dificuldade de distribuicdo de ativos
através da pele, surgindo assim diferentes técnicas, como a iontoforese, a eletroporacao,
a fonoforese e a microporagdo (BANGA, 2009; DENET et al., 2004). Uma das
alternativas estudadas é a utilizacdo da nanotecnologia para formular ativos que sejam

capazes de potencializar a penetracdo cutanea.

O tratamento topico, por meio da utilizacdo de dermocosméticos, pode ser
dividido em trés tipos, levando em consideracgdo a rota que as micro e macroparticulas de

sua composicéo penetram na pele, Figura 4 (DESAI et al., 2010).

. Via intercelular: passando através da matriz lipidica que rodeia 0s
queratindcitos e ocupando os espagos intercelulares entre eles.

. Via intracelular: passando através dos queratindcitos, sendo uma
passagem muito dificultada. Este tipo permite o transporte de solutos hidrofilicos os
polares.

. Via folicular: passando através dos foliculos capilares, das glandulas

sebaceas e glandulas sudoriparas.

23
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Figura 4: Vias de permeacédo de formulacdo tpica na pele. Adaptado de: BOLZIGER et
al. (2012).

A permeacdo passiva de nanoparticulas maiores que 20 nm por via transcelular é
altamente improvavel devido a natureza densamente compactada dos queratindcitos. No
entanto, pequenos nano-portadores menores que 5 nm podem penetrar no estrato corneo.
A via transappendageal tem sido amplamente investigada, visto que, nanoparticulas entre
20 nm e 300 nm podem penetrar profundamente no foliculo piloso através da abertura
dos pelos (MIHRANYAN et al., 2012).

Ao considerar que as caracteristicas da epiderme alteram-se no caminho entre o
estrato basal e o estrato corneo, pode-se concluir que, em cada movimento infinitesimal,
as propriedades fisico-quimicas da particula que esta penetrando devem adequar-se ao
ambiente em constante mudanca, de forma a permitir seu movimento interno. Além disso,

sua a absorcdo também depende da localizacdo e condicGes da pele (por exemplo, sexo,
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idade, patologias, fluxo sanguineo, barreira comprometida, densidade e dimensbes do
foliculo piloso) (SUHONEN et al., 1999).

Segundo BAROLI (2010), para analisar o grau de penetracdo de nanoparticulas,

é importante levar em consideragdo 0s seguintes pontos:

o As nanoparticulas estudadas devem ser totalmente caracterizadas
(tamanho, didmetro hidrodindmico, cargas superficiais ou potencial zeta, ponto
isoelétrico, coeficiente de particdo O/W, formato, composicdo do revestimento,
estabilidade fisico-quimica, metabolismo, agregacao e ruptura). Os parametros devem ser
avaliados usando meios de dispersdo de nanoparticulas e misturas que imitam as
condigdes da pele humana.

o E necessario conhecer a composicio do revestimento das nanoparticulas,
visto que ele é responsavel por manté-las dispersas em seu meio de disperséo, e é também
0 que ir4 interagir diretamente com células e tecidos. O revestimento também é
responsavel pelo aumento das dimensdes e, portanto, os didmetros obtidos por
microscopia eletronica de transmissdao e espalhamento de luz dindmico devem ser
relatados. Ressalta-se também que as hipdteses sobre a capacidade de penetracdo sdo
baseadas nas propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, como a carga superficial,
que geralmente é dada pelo potencial zeta, que é um parametro dependente da
concentracdo i6nica e do pH do meio dispersante, temperatura, presenca de surfactantes
e/lou polimeros polieletroliticos (MALVERN, 2012). Desta forma, assume-se esses
valores mudardo durante o transporte das nanocapsulas na pele, visto que o ambiente da
pele também estard mudando.

. Na maioria dos casos, utiliza-se pele animal para a realizacdo dos ensaios
in vitro e, embora seja muito mais facil obter a pele de animais do que realizar os testes
em pele humana, ndo se deve esquecer que a estrutura, a porosidade, a composicdo e o
potencial do metabolismo da pele animal diferem de animal para animal e de animais para
humanos (CARRER et al., 2008). Além disso, mesmo que a pele de porco seja similar o
suficiente para imitar a pele humana, as diferencas permanecem, principalmente em
escalas nanomeétricas. Da mesma forma, deve-se levar em consideragdo as diversas
diferencas entre a pele humana doente e saudavel (BOUWSTRA e PONEC, 2006).

De acordo com ROGER et al (2010), nanoparticulas com tamanhos entre 50 e 300

nm, com potencial zeta positivo e superficie hidrofobica possuem maior poder de
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penetracdo. Segundo CASANOVA e SANTOS (2015), o transporte através da epiderme
é facilitado para particulas com baixa massa molecular e lipofilicidade moderada, com
valores de coeficiente de particdo (log Kow) entre 1 e 3, possuindo assim solubilidade
suficiente no dominio lipidico do estrato corneo e, ainda, com certa natureza hidrofilica,

de forma que permita seu particionamento nas camadas internas da pele.

Geralmente, substancias ativas presentes em cosméticos séo hidrofilicas, sendo
incapazes de penetrar no estrato corneo, ou muito lipofilicas, o que prejudica o
particionamento na epiderme. A técnica de encapsulamento com materiais de parede
apropriados é capaz de solucionar problema, pois confere a particula um nivel de
lipofilicidade adequado para a aplicacdo desejada (AMMALA, 2013; CASANOVA e
SANTOS, 2015).

O estado da pele influencia fortemente na perspectiva psicolégica dos individuos,
fazendo-os se sentirem mais confiantes e felizes quando tem aparéncia saudavel e jovem
(BURKE, 2009). Grande parte dos pacientes que procuram clinicas dermatoldgicas estao
geralmente preocupados com o aparecimento de olheiras, “pés de galinha”, pele seca ¢
por estarem “com aparéncia cansada”. Embora o envelhecimento seja inevitavel, existem
muitas opcdes de tratamento eficazes para minimizar estes efeitos, incluindo medidas
cirargicas e modalidades ndo cirurgicas, como preenchimentos, lasers e tecnologia de luz,
mas sdo caras e tém maior potencial de desencadearem efeitos colaterais. Portanto, um
tratamento minimamente invasivo, como um cosmecéutico topico, é frequentemente a
primeira estratégia adotada (PILKINGTON et al., 2015).

Os cosméticos sdo definidos pelo FDA (Food and Drug Administration) como
“artigos destinados a serem esfregados, derramados, aspergidos ou borrifados,
introduzidos, ou de outra maneira aplicados ao corpo humano ou qualquer parte dele para

a limpeza, embelezamento, promocdo da atratividade ou alteracéo da aparéncia”.

Os cosmecéuticos, definidos como substéncias que tém propriedades tanto de
cosméticos quanto de medicamentos, sao produtos cosméticos que contém ingredientes
bioativos, com propriedades terapéuticas. Os cosmecéuticos nao sao classificados pelo
FDA, mas este termo € usado por cientistas, medicos e profissionais de cuidados da pele,
para incentivar 0s consumidores a continuar comprando produtos cosméticos,
principalmente de antienvelhecimento e protetores solares (AGHEYISI, 2013). As

formulacBes cosmecéuticas agora se expandiram da pele para o corpo e para os cabelos,
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e diversos tratamentos cosmecéuticos topicos para condi¢cbes como fotoenvelhecimento,
hiperpigmentacéo, rugas e danos aos cabelos foram amplamente difundidos (BRANDT,
2011). Entre as tecnologias usadas para desenvolver cosmecéuticos eficazes, a
nanotecnologia encontra um lugar especial. Na area cosmética, acredita-se que as
particulas menores sdo prontamente absorvidas pela pele e reparam 0s danos com mais
eficiéncia (SINGH et al., 2013).

O desenvolvimento de um sistema de transporte eficaz, seguro e confiavel, que
apresente boa biodisponibilidade e efeitos colaterais reduzidos ou inexistentes, € uma

meta para muitos pesquisadores.

Sequranca no uso de nanoparticulas em formulacdes cosméticas

As atividades biol6gicas das nanoparticulas no corpo humano dependem de
diferentes pardmetros como tamanho, forma, estrutura quimica, cristalinidade,
propriedades de superficie (area, porosidade, carga, etc), estado de aglomeracao, e dose.
Esses parametros podem modificar as respostas bioldgicas de diversas maneiras. Um
exemplo sdo as nanoparticulas de ouro, que em muitos trabalhos da literatura foram
relatadas como atoxicas, porém, os estudos realizados por TSOLI et al. (2005) mostraram
gue nanoparticulas de ouro muito pequenas, com aproximadamente 1 nm de diametro,
podem penetrar as membranas celulares e nucleares e se ligarem ao DNA. Portanto, isso
indica que a toxicidade pode simplesmente resultar da diminui¢do das dimensdes de um

material na faixa nanométrica, por exemplo.

Desta forma, o uso de nanoparticulas em cosméticos deve ser avaliado caso a caso,
levando em conta fatores como tamanho, forma, concentracéo, disperséo e distribuicao,
grau de hidrofilicidade-lipofilicidade, presenca de cargas superficiais, caracteristicas
fisicas e quimicas dos nanomateriais utilizados e interagdo com os mesmos (GUIX et al.,
2008, MOSS et al., 2002).

O transporte de nanoparticulas através da pele esta relacionado com a natureza e
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas e as condi¢des da pele (CEVC e VIERL,
2010). As nanoparticulas podem ser divididas em dois grupos: nanoparticulas sollveis

e/ou biodegradaveis e nanoparticulas insoltveis e/ou ndo biodegradaveis.
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Embora os produtos cosméticos devam ser usados em pele normal, sabe-se que
eles também sdo aplicados em pele ndo saudavel e, nestas condicdes, as propriedades de
barreira da pele podem estar prejudicadas. A maior parte dos estudos relata que as
nanoparticulas aplicadas na pele apenas penetram atraves das aberturas foliculares dos
pelos e dos poros da pele, com uma quantidade minima encontrada abaixo do estrato
cérneo (TOLL et al., 2004). CAMPBELL et al. (2012) mostraram em suas pesquisas que
particulas de 20 a 200 nm, marcadas com fluorescéncia, em contato com a pele intacta ou
parcialmente danificada, sdo absorvidas pela pele, mas ndo atingem as células viaveis da
epiderme, ou seja, ndo atingindo os vasos capilares presentes na derme e, portanto,
provaram que os sistemas de distribuicdo nanotdpica sdo Uteis e seguros para 0S

cosmecéuticos.

2.2.2 Funcionalizagéo com hialuronidase

A funcionalizagdo de superficies de nanoparticulas é uma forma de “ancorar”
compostos por meio de seus grupos funcionais, atribuindo novas funcionalidades a
particula e modificando suas propriedades (MATHIAS, 2010). A Figura 5 representa o

esquema de uma nanocapsula funcionalizada.

Figura 5: Estrutura de uma nanocapsula funcionalizada. Fonte: Adaptado de
FRANCISQUINE et al. (2014).
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Podem ser utilizadas duas estratégias diferentes para funcionalizar nanoparticulas,
a funcionalizagdo direta e a pos-funcionalizagdo. No primeiro método, o agente ligante é
adicionado durante a sintese das nanoparticulas, conjugando-se diretamente em sua
superficie (ZHOU et al., 2009). Ja no segundo método, os ligantes secundarios sdo

fixados na superficie de nanoparticulas previamente sintetizadas (SUBBIAH et al., 2010).

Ha um interesse muito grande no estudo da adsorcdo de proteinas em particulas
poliméricas, devido a importancia desses materiais em aplicacfes biomédicas. De acordo
com HENCH (2006), por possuirem flexibilidade quimica elevada, os polimeros podem
ser modificados com macromoléculas bioldgicas, permitindo a aplicacdo desses materiais
para producdo de biossensorres, bioreatores, sistemas de liberagdo controlada de ativos,
orgdos artificiais, dentre outros. No Quadro 4 sdo apresentados alguns trabalhos que
realizaram a funcionalizacdo de nanoparticulas poliméricas e suas aplicacdes,
principalmente voltadas para o direcionamento do ativo para o local desejado de

tratamento e sua liberagéo controlada.

Quadro 4: Revisdo de trabalhos que realizaram a funcionalizago de nanoparticulas

Agente Aplicagdo Referéncia
funcionalizante

Peptideo NGR Desenvolvimento de nanoparticulas PASTORINO

vetorizadas para tratamento de tumores et al. (2003)
o Dllrecmnamento_ das nan(_)partlculas Para o SNDIOL
Acido sialico células tumorais e propriedade de anti-
. . . et al. (2010)
reconhecimento pelas células do organismo
Poloxamer 188 Sintese de nanoparticulas de PLGA furtivas JA(IZNOf?E)aI'
£ e Direcionamento do farmaco idarrubicina GUNDUZ et
Acido fdlico . .
para células tumorais al. (2014)
Sintese de particulas magnéticas
e o~ - « CHICO
Silica mesoporosa estabilizadas com silica para deteccdo de (2016)

patdgenos

Alcoxisilano 3-
mercaptopropil —
trimetoxisilano (MPTYS)

Liberagdo  controlada do  farmaco TOGNOLO
quimioterapico metotrexato (2017)
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Os tipos de materiais mais utilizados na funcionalizacdo de nanoparticulas séo
proteinas, segmentos peptidicos, hormonios, lectinas e anticorpos. Neste trabalho optou-

se por utilizar a enzima hialuronidase na funcionalizacdo das nanocapsulas.

Hialuronidase

Hialuronidase é um termo utilizado para enzimas capazes de romper o &cido
hialurénico presente na matriz extracelular da pele e clivar sulfetos de condroitina,
gerando assim um aumento da permeabilidade dos tecidos conectivos (DE AZEREDO et
al., 2001; BRODY, 2005; DUNN et al., 2010).

Estas enzimas sdo amplamente encontradas na natureza e estdo envolvidas em
diversas condicdes fisiopatoldgicas, como difusdo de toxinas, fertilizacdo, metastases,
infeccBes microbianas e cicatrizacdo (LEE et al., 2010; WOHLRAB et al., 2012). Sua
meia-vida sérica é de aproximadamente 2 minutos, sendo inativadas no figado e nos rins
(DUNN et al., 2010) e sua administracao cutanea tem acdo imediata, dependendo de onde
sdo administradas, com duracdo entre 24 e 48 horas. Quando aplicadas na regido dos
olhos, tem duracédo de até 112 horas. A reconstituicdo da barreira dérmica alterada pela
hialuronidase ocorre completamente ap6s 48 horas (BRODY, 2005; LEE et al., 2010).

Estas enzimas foram descobertas em 1928 por Duran Reynals (FISZER-
SZAFARZ, 1984) e sdo amplamente encontradas na natureza, podendo ser divididas em
trés grupos. O primeiro grupo é composto por hialuronidases extraidas principalmente de
testiculos de mamiferos, lisossomas e venenos de abelha, escorpido, cobra, dentre outros
(TAN e PONNUDURAL, 1992). Ja as hialuronidases do segundo grupo sao encontradas
nas glandulas salivares de sanguessugas e ancilostomideos, que sdo vermes parasitas de
mamiferos. No terceiro grupo estdo as hialuronidases microbianas, principalmente as
bactérias dos géneros Clostridium, Micrococcus, Streptococcus e Streptomyces
(MEYER, 1971; JEDRZEJAS et al., 2002). No Quadro 5 sdo mostrados os tipos de
hialuronidase, classificadas de acordo com o tipo de clivagem de substrato, e seu modo

de atuacéo.
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Quadro 5: Classificacdo, obtencéo e atuacao de hialuronidases (GONCALVES, 2007)

Classificacéo da

hialuronidase Obtengdo Modo de atuacao

Espermatozoides de  Atua principalmente sobre o acido
mamiferos, lisossomais e no hialurdnico, sendo que algumas
veneno de alguns insetos e  podem também clivar sulfetos de

Hialuronato-4-
glicanohidrolases

(PH20) cobras. condroitina.
Hialuronato—3- Sanguessugas e algumas  Apresenta acdo catalitica somente
glicanohidrolase minhocas sobre a cadeia de acido hialuronico.

Degradam o 4cido hialurénico
através da reacdo de B-eliminag&o.
Ndo recomendada para uso
terapéutico, visto que é de dificil
purificagdo, devido a presenca de
grandes quantidades de endotoxinas
no caldo fermentado.

Microorganismos patogénicos
(Staphylococcus aureus,
Clostridium septicum,
Clostridium perfringens, etc)

Hialuronato liases

Em mamiferos, a hialuronidase pode ser encontrada nos espermatozoides, tendo
como principal funcdo a degradacgdo da parede do 6vulo, proporcionando a fecundacéo
(L1 et al., 2002). Devido a similaridade com a hialuronidase encontrada em humanos, a

hialuronidase extraida dos testiculos bovinos é muito utilizada em aplicacdes médicas.

As hialuronidases de mamiferos pertencem a familia de hidrolases glicosidicas.
Elas clivam a ligacdo glicosidica p-1,4 do acido hialur6nico por hidrolise (STERN e
JEDRZEJAS, 2006). O processo de degradacdo das hialuronidases de mamiferos é
diferente das hialuronidases bacterianas. As liases bacterianas degradam o acido
hialurdnico ap6s uma etapa inicial de clivagem endolitica, de maneira processual,
separando assim apenas uma unidade dissacaridica da extremidade da cadeia do &cido
hialurénico de cada vez (LI et al., 2000). Ja a degradacdo por hialuronidases de
mamiferos, ocorre de maneira aleatoria, com cada etapa de clivagem endolitica sendo
acompanhada por um novo evento de ligacdo em uma posicao aleatdria dentro da cadeia
de acido hialurénico (STERN e JEDRZEJAS, 2006).

Hialuronidase testicular bovina

A hialuronidase testicular bovina € uma endo-glicosidrolase que cliva a ligagéo

glicosidica 1,4-f do acido hialuronico. Além disso, esta hialuronidase degrada os sulfatos
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de condroitina e condroitina, que sdo estruturalmente relacionados ao acido hialurénico.
Dependendo da preparagéo da hialuronidase e do substrato utilizado, foram encontrados
na literatura diferentes valores de pH 6timo: pH 3,7 (MUCKENSCHNABEL et al., 1998),
pH 5,2 (GORHAM et al., 1975) e pH 7,5 (MEYER, 1971). Além da atividade de
hidrolase, a hialuronidase testicular bovina também possui atividade transglicosilase. As
reacOes de transglicosilacdo dependem do valor do pH e do teor de sal do tampéo de
incubacdo. O valor de pH 6timo para a atividade de hidrolase é de cerca de 4 ou 5,

enguanto o pH 7 é étimo para a reagdo de transglicosilacdo (SAITOH et al., 1995).

Aplicacoes médicas

Segundo FROST et al. (1996), ao clivar o &cido hialurénico da pele, as
hialuronidases aumentam a permeabilidade da membrana, reduzem a viscosidade e
tornam os tecidos mais facilmente permeaveis (efeito de espalhamento). Assim, essas
enzimas podem ser utilizadas terapeuticamente para aumentar a velocidade de absorcéo,
promover a reabsor¢do do excesso de fluidos, aumentar a eficacia da anestesia local e

diminuir a destruicédo tecidual por injecdo subcutanea e intramuscular de fluidos.

As hialuronidases sdo amplamente utilizadas na medicina, em Vaérias
especialidades, como ortopedia, cirurgia, oftalmologia, oncologia, dermatologia, dentre
outras (FARR et al., 1997).

A hialuronidase presente no esperma dos mamiferos desempenha um papel
importante no sucesso da fertilizacdo, incluindo em humanos (LIN et al., 1994). Além
disso, ha evidéncias de que a hialuronidase pode ter efeitos anticancerigenos intrinsecos
e pode suprimir o desenvolvimento de tumores. ZAHALKA et al. (1995) relataram que
o tratamento com hialuronidase foi capaz de bloquear a invasdo do linfonodo pelas células

tumorais em um modelo animal de linfoma de células T.

Um exemplo de trabalho que utilizou a hialuronidase para aumentar a penetracéo
cutanea é o de CHORILLLI et al. (2005), que estudaram a hialuronidase para compor um
tratamento mesoterapico, ou seja, com aplicagdo de medicamentos sob a pele, de forma a
promover o aumento da permeabilidade cutanea, a mobilizagdo de edemas e a atenuagao

da lipodistrofia gindide (celulite) em suinos.
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DE FREITAS et al. (2006) pesquisaram os efeitos da hialuronidase no tratamento
de fimose. Apoés oito semanas de tratamento, o creme contendo 0,2% de hialuronidase

mais o principio ativo mostrou-se eficiente.

FELDMAN et al. (2007) estudaram a contribui¢do da hialuronidase pneumocécita
para o dano e disfungdo mediados pela pneumolisina no epitélio respiratorio, favorecendo
a colonizacao e, posteriormente, a disseminacéao extrapulmonar do pneumococo. Segundo
0s autores, isto ocorre devido a degradacdo da matriz intercelular e/ou hidrélise do acido

hialurdnico presente no fluido de revestimeto epitelial causados por esta enzima.

Na Figura 6 é possivel observar o modo de atuacdo da hialuronidase do tipo PH20
(testicular) sobre o acido hialurénico, ou seja, esta enzima promove a quebra da ligacao
B-1-4.
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? o] C (] CI o] C Q
s H H
(a) ° OH o ° OH o
HO HO
OH 'I‘H OH fiIH
L?O ?O
CH, CH,
{l.‘-DU' I?H*!OH CIOU'
(r'- 4] C Q0 OH C L]
1
®) N,/ W
[s]
OH OH
HO o
OH Il\'.H OH
?0
CH,

Figura 6: Estrutura do &cido hialurénico antes de clivagem (a) e do produto apds a
clivagem (b) através da acdo da hialuronidase do tipo testicular. Fonte: Adaptado de
GONCALVES (2007).

Cada tipo de hialuronidase possui caracteristicas proprias, variando de acordo com
a espécie e sua origem. Dentre estas caracteristicas, as principais sdo o ponto isoelétrico,
o tamanho e o pH 6timo de atividade, que também podem sofrer alteracfes dependendo

da forma como a extracdo e a purificacdo da enzima sdo realizadas (GONCALVES,
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2007). Para hialuronidases extraidas de testiculos e espermatozoides de mamiferos, o pH
ideal encontra-se entre 4,0 e 7,0, seu tamanho pode variar entre 53 kDa (pH 4) e 64 kDa
(pH 7) e sua atividade pode ser inibida por apigenina (CSOKA et al., 2001), que é um

flavonoide encontrado em algumas frutas e verduras, como cebola, laranja, salsa, etc.

Segundo ZANEVELD et al. (1973), o tamanho da hialuronidase extraida de
testiculos bovinos é de 61 kDa e seu pH 6timo é 6,75. Alem disso, esta enzima sofre
desnaturacdo em pH abaixo de 3,0. Pode-se armazena-la sob refrigeracdo, em freezer ou

geladeira, sem que ocorram alteracfes em suas propriedades.

ZHOU et al. (2016) estudaram em seu trabalho a hipétese de que a hialuronidase
conjugada nas superficies das nanoparticulas aumenta sua penetracdo em tumores solidos,
permite uma utilizacéo eficiente da enzima e evita a degradacdo desnecessaria de uma
grande quantidade de &cido hialurénico, evitando potenciais efeitos colaterais, pois as
nanoparticulas degradam apenas a matriz no caminho de difusdo enquanto liberam o
ativo. Como resultado, os autores observaram que as nanoparticulas conjugadas com
hialuronidase exibiram maior atividade antitumoral do que as nanoparticulas sem

hialuronidase.

Efeitos colaterais, interacdes medicamentosas e contraindicacfes

Os efeitos colaterais da hialuronidase ndo sdo frequentes, sendo representados
principalmente por reacgdes no local da aplicagdo, como relatado por SOPARKAR et al.
(2007), em 3% de seus pacientes tratados, mostrando que houve prurido temporéario ap6s
a injecdo da enzima. Ja os efeitos colaterais de angioedema e urticaria foram relatados em

menos de 0,1% dos pacientes.

Algumas medicacGes podem tornar os tecidos parcialmente resistentes a acéo
enzimatica da hialuronidase, como cortisona, estrogenos, hormdnio adrenocorticotrofico,
salicilatos e anti-histaminicos (HIRSCH et al., 2007). Além disso, a hialuronidase néo
deve ser utilizada em pacientes alérgicos a picadas de abelha, visto que é um dos
componentes de seu veneno (LEE et al., 2010; KIM et al., 2011).
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2.3 Nanoencapsulamento

O nanoencapsulamento € um processo de encapsulamento realizado em escala
nanomeétrica, onde ocorre a incorporacao, absor¢do ou dispersdo de compostos dentro de
vesiculas, formando nanoparticulas (ASSIS et al., 2012; EZHILARASI et al., 2013)

2.3.1 Principios e vantagens

O modelo mais bem-sucedido de microencapsulamento, e também o conceito
primario utilizado no desenvolvimento das técnicas de micro e nanoencapsulamento, é o
das células de seres vivos, onde uma membrana natural é responsavel por proteger todos
0S componentes presentes em seu interior e controlar seletivamente a passagem de

substancias entre o interior e o0 exterior das células (FANGER, 1974).
Algumas das principais vantagens do encapsulamento de substancias s&o:

. Protecdo de substancias ativas muito volateis, com baixa estabilidade ou
com alta sensibilidade a fatores como temperatura, pH, luz e oxidacdo (HONG e PARK,
1999; AMMALA, 2013);

. Capacidade de incorporar tanto substancias lipofilicas como hidrofilicas,
de forma a aumentar a biodisponibilidade (RAWAT, 2006);
. Liberacdo controlada do ativo encapsulado, dependendo principalmente

do agente encapsulante utilizado (DIVKOVIC et al., 2005);

. Potencializacdo em suas atividades bioldgicas, reduzindo sua toxicidade
(DIVKOVIC et al., 2005);
. Penetracdo cutanea mais profunda, devido as dimensfes nanométricas da

nanoparticula, que conseguem superar algumas das barreiras biol6gicas do corpo
(DIVKOVIC et al., 2005);

. Possibilidade de direcionamento a locais mais especificos (RAWAT,
2006).

Embora haja diversas vantagens, deve-se levar em considera¢ao também algumas
desvantagens, como o alto custo de producdo de alguns materiais nanoestruturados,
dependendo do processo e dos reagentes utilizados, e a instabilidade destas nanoparticulas
dependendo do meio onde estédo dispersas (RAWAT, 2006).
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A liberacdo de ativos presentes em nanocapsulas pode ocorrer a partir de

diferentes processos, como: dissolucdo, ocorrendo a solubilizagdo/degradacdo da matriz

polimérica; difusdo através da matriz cutanea; e erosao da matriz por meio da degradagéo

ocasionada por enzimas. Pode até mesmo ocorrer como uma combinacdo dos processos
listados acima (SOPPIMATH et al., 2001).

Existem diversas técnicas de encapsulamento de substancias ativas; na escolha de

qual técnica utilizar deve-se levar em consideracdo as caracteristicas desejadas para o

produto final e quais as caracteristicas fisico-quimicas do ativo e do agente encapsulante.

As técnicas mais difundidas no meio cientifico sdo as de nanoprecipitacdo, coacervagao

simples ou complexa, spray drying, expansdo rapida de solucdes supercriticas (RESS),

gelificacdo ionotropica, emulsificacdo, dentre outras (EL ASBAHANI et al., 2015). No

Quadro 6 sdo apresentadas algumas destas técnicas.

Quadro 6: Técnicas de encapsulamento

Processo Método
Polimerizacdo em emulsdo, polimerizacdo em suspensao,
Quimico polimerizacdo interfacial, gelificagdo ionotropica e inclusdo

Fisico-quimico

Fisico

molecular

Coacervacao ou separacédo de fases, emulsificagdo com posterior
evaporacdo com  solvente, envolvimento lipossémico,
pulverizacgdo em agente formador de reticulacdo,
encapsulamento sol-gel, montagem Layer-by-layer (LbL) e

microencapsulamento assistido por fluido supercritico

Spray drying (secagem por atomizagdo), spray chiling
(nebulizag@o em corrente de ar frio), spray cooling, revestimento
em leito fluidizado, encapsulamento a vacuo, encapsulamento
eletrostatico pulverizacdo em banho térmico, co-cristalizagéo,

extrusao centrifuga com multiplos orificios e liofilizacéo

Fonte: SUAVE et al

- (2006)
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2.3.2 Gelificacdo lonotropica

O método de gelificacdo ionotrdpica, utilizado neste trabalho, tem como base a
associacao de um polimero ionizado com contra ions provenientes da dissociagdo de um
sal. Observa-se primeiramente a formacdo de goticulas da solucdo de um polimero
hidrofilico dispersas na emulsdo. Em seguida, a rede de gel primaria é estabilizada pela

acao de um agente reticulante (REIS et al., 2006).

Dentre os polimeros que tém sido mais utilizados para a realizagdo desta técnica,
destacam-se o alginato e a quitosana, pois além de possuirem propriedades que 0s
habilitam como bons agentes de encapsulacéo e liberagdo, sua disponibilidade comercial
é elevada (REIS et al., 2006).

Alguns exemplos de ions que s3o utilizados como agentes reticulantes s&o o Ca*?,
0 Ba*2 e 0 AI*®. Com a reticulago, a estrutura molecular das nanoparticulas formadas é
similar a uma “caixa de ovos” (em inglés, “egg-box”), onde cétions divalentes sdo ligados
coordenadamente aos carboxilatos dos &acidos gulurénicos (ISKAKOV et al, 2002),
conforme ilustrado pela Figura 7. Para possibilitar a formacdo de nanoparticulas por este
método, é necessario controlar algumas condi¢des do processo, como a concentracao de
ions, a concentracdo de alginato, a velocidade de agitacdo, o pH, a temperatura e a
velocidade de adicéo de reagentes (HUDSON e MARGARITIS, 2014).

Cadeias de
alginato

Figura 7: Representac@o esquematica da estrutura “caixa de ovos” do alginato

reticulado. Adaptado de DESTRUEL et al. (2017).
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Para uma gelificacdo bem-sucedida, ou seja, com a formacdo de um gel
homogéneo, é necessario controlar a formacdo do cétion divalente por dissocia¢do do sal
utilizado. A selecdo do céation deve levar em consideracéo a faixa de pH inicial e final do
processo. Dentre os sais que poderiam ser usados na reticulacdo, destacam-se o citrato,
carbonato, cloreto, fosfato, oxalato e tartarato de calcio. Porém, segundo PONCELET et
al. (1995), o oxalato e o tartarato ndo séo capazes de reticular as particulas, pois o calcio
ndo é dissociado destes complexos sem que se faca um ajuste adequado do seu pH. J& o
fosfato, por apresentar-se na forma de granulos maiores, € de dificil solubilizacao, o que
poderia comprometer a formacdo das particulas. O citrato também é considerado um sal
problematico, visto que com sua utilizacdo séo formadas particulas grandes e com alta

variabilidade na distribuicdo de tamanho.

De acordo com PONCELET et al. (1995), o carbonato de célcio resulta em
particulas com formato esférico e distribuicdo de tamanho adequada, assim como o
cloreto de célcio, conforme demonstrado por RODRIGUES et al. (2006).

2.3.3 a-bisabolol — Ativo encapsulado

Diversos materiais podem ser encapsulados em nano e microcapsulas, podendo

existir nas fases gasosa, liquida ou sélida, dependendo de sua aplicacdo (MISHRA, 2015).

O mercado mundial de produtos para cuidados faciais tem se voltado a utilizacéo
de formulagdes naturais em seus cosméticos, visto que estes estdo associadas ao interesse
de um mercado consumidor cada vez mais adepto das campanhas do chamado “consumo
verde” (MIGUEL, 2011). Dentre estes produtos, podem-se citar os 6leos essenciais, que
funcionam como principios ativos, visto que, em sua grande maioria, apresentam
importantes atividades biologicas, como antimicrobianas, antioxidantes, anti-
inflamatorias, dentre outras (BASER e BUCHBAUER, 2015). Devido a estas
caracteristicas, 0leos essenciais costumam ser utilizados como ativos em nanocapsulas
para a aplicacdo em cosméticos. Na Tabela 1 sdo mostrados trabalhos que realizaram o

encapsulamento de 6leos essenciais para fins medicinais e cosméticos.
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Tabela 1: Encapsulamento de 6leos essenciais para fins medicinais e cosmeéticos.

Oleo Agente Técnica de Objetivo Referéncia
essencial encapsulante  encapsulamento
Citronela Quitosana Emulsificacdo Potencilizar efeito (HSIEH et al.,
6leo em &gua repelente de insetos 2006)
do ativo
Alecrim Etilcelulose Separacéo de Tornar mais (VONCINA et
fases duréveis as al., 2009)
fragrancias em
tecidos
Cravo, Alginato Extruséo- Reduzir (SOLIMAN et
tomilho e emulsdo volatilizacdo dos al., 2013)
canela ativos
Manjericéao Gelatina Coacervacao Reduzir (SUTAPHANIT
-santo simples volatilizacéo e e
oxidacdo do ativo  CHITPRASERT,
2014)
Sucupira  Goma arabica e Spray drying Desenvolver ativo (ALVES et al.,
maltodextrina fitoterapico para 2014)
tratamento de
bronquite

Oleos essenciais s&o produtos naturais aromaticos, geralmente volateis, extraidos
a partir de diferentes partes das plantas como, por exemplo, de flores (rosa, jasmim,
lavanda, etc), folhas (eucalipto, salvia, tomilho, orégano, horteld, canfora, etc.), ervas,
casca, frutas (roma, frutas citricas, etc.), galhos, sementes (cardamomo, café, pitaya,
cominho, etc.), rizomas e raizes, dentre outras (SVOBODA e GREENAWAY, 2003;
FENNER et al., 2006; BAKRY et al., 2016). As técnicas de extracdo existentes podem
ser classificadas em convencionais ou avangadas. Dentre as convencionais tem-se a de
hidrodestilacdo, destilacdo por arraste a vapor, extragdo com solvente organico e
prensagem a frio. Dentre as técnicas avancadas pode-se citar as de extracdo por fluido
supercritico, extracdo liquida subcritica, extracdo assistida por ultrassom, extracdo
assistida por micro-ondas, extragcdo por micro-ondas livre de solvente, dentre outras (EL
ASBAHANI et al., 2015).
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Os oOleos essenciais possuem atividades bioldgicas diversas (anti-inflamatorias,
antioxidantes, antiflngicas, antibacterianas, antivirais, repelentes de insetos, dentre
outras). Estas propriedades tém relacdo direta com sua complexa composi¢ao quimica,
visto que alguns 6leos sé@o compostos por mais de 100 terpenos (MAYAUD et al., 2008),
que sao hidrocarbonetos que ocorrem em plantas e animais como maultiplos de uma
unidade estrutural bésica, o isopreno, e sdo responsaveis por grande parte dos cheiros
exalados pelos campos e florestas.

O a-(-)-Bisabolol, Figura 8, cuja nomenclatura oficial é (-)-6-metil-2-(4-metil-3-
ciclohexen-1-il)-5-hepten-2-ol (LOPES, 2010), é um alcool sesquiterpénico extraido de
Oleos essenciais de varias plantas e arvores, tais como a candeia (Vanillosmopsis
erythropappa) e a camomila (Matricaria chamomilla) (ALEIXO, 1999). Este composto
é largamente utilizado na inddstria cosmética, como em cremes pds-barba, logdes para o
corpo, desodorantes, batons, produtos para bebés e cremes esportivos (GOMES-
CARNEIRO et al., 2005), por promover o aumento da permeabilidade cutanea (DIAS,
2009) e por sua fragrancia e atividades biologicas (antiinflamatdria, antioxidante,
antiespasmotica, anti-séptica, calmante e até antibiotica) (VILJOEN et al., 2006;
HARDY, 2007; BHATIA et al., 2008).

Figura 8: Estrutura terpénica do a-(-)-Bisabolol
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O o-bisabolol ¢ um liquido incolor, com aroma floral fraco, densidade
relativamente baixa (0,93) e um ponto de ebuli¢do de 153° C a 1,6 kPa (PERBELLINI,
2004). E uma substancia muito lipofilica e soltvel em etanol.

Nos ultimos anos, varios antioxidantes naturais surgiram no mercado e séo
geralmente considerados seguros. KIM et al. (2008) estudaram o efeito do a-bisabolol na
expressao de genes MITF (Microphthalmia-associated Transcription Fator) e da
tirosinase induzida por a-MSH (a-Melanocyte-stimulating hormone) e os resultados
indicaram que o o-bisabolol inibiu a expressao génica de MITF e tirosinase, o que implica
que o a-bisabolol inibe a melanogénese, ou seja, apresentando a¢do despigmentante (LEE
etal., 2010).

ANDERSEN (1999) relatou em seus estudos que o a-bisabolol é bem absorvido
topicamente, ndo causando danos ou irritacdo na pele. Além disso, este composto natural
pode aumentar a absorcdo de outros compostos, como descrito por CORNWELL e
BARRY (1994) para o 5-fluorouracil.

A seguir s&o descritos alguns estudos onde o a-Bisabolol foi encapsulado visando

potencializar suas atividades biologicas.

TERROSO et al. (2016) realizaram o encapsulamento do o-Bisabolol em
nanocapsulas de nucleo lipidico e em teosferas de cacau, visando sua administracdo por
via oral para protecdo gastrointestinal, proporcionada pelas atividades biologicas
encontradas no a-Bisabolol (atividade antiinflamatoria e atividade antioxidante) frente as
lesbes gastricas induzidas or etanol absoluto. As nanocapsulas formadas se mostraram
estaveis, de tamanho nanométrico, distribuicdo unimodal e efeito adesivo na mucosa do
estdmago de ratos, o que ndo foi identificado nas nanoparticulas sem ativo. Desta forma,
os autores concluiram que ambas nanocapsulas formadas sdo promissoras no

desenvolvimento de formulagdes profilaticas.

TEIXEIRA et al. (2017) estudaram o efeito antinociceptivo do o-Bisabolol
encapsulado, ou seja, seu efeito na reducdo da capacidade de perceber a dor. As
nanocapsulas foram preparadas utilizando o polissacarideo galactomanana. A nocicepcao
corneana foi induzida pela aplicacdo tépica de uma solucdo de NaCl 5M nos olhos de
camundongos e 0 comportamento nociceptivo foi caracterizado pela medida de tempo
que o animal passou “limpando” os olhos. Animais pré-tratados com estas nanocépsulas

tiveram uma reducgdo significativa no numero de comportamentos nociceptivos,
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indicando que as mesmas podem ser Uteis na formulacdo de colirios para tratamento da

dor ocular.

SATHYA et al. (2018) encapsularam o a-Bisabolol em nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) utilizando a técnica de homogeneizagdo a quente e avaliaram seu efeito
neuroprotetor em células Neuro-2a. Os autores concluiram, por meio de técnicas de
caracterizacdo (DLS, PXRD e FTIR), que as particulas produzidas possuiam tamanho e
estabilidade adequados para a distribuicdo do ativo nos locais desejados. Além disso, por
meio do método de complexacdo do fosfomolibidénio, evidenciaram o potencial
antioxidante do produto formado e, pelo método da tioflavina T, mostraram o efeito
atenuante do ativo sobre a agregacdo do peptideo A e seu efeito neuroprotetor sobre a
neurotoxicidade induzida por esses peptideos, 0 que comprova sua eficiéncia terapéutica

e biodisponibilidade no combate de Alzheimer.

2.3.4 Agentes encapsulantes

A escolha do material de parede a ser utilizado deve levar em consideracéo as
propriedades fisicas do material que sera encapsulado (ativo ou nucleo). Por exemplo,
para um nucleo aquoso é recomendavel que se utilize um material polimérico insoltvel
em &gua. J& um nacleo lipofilico necessita de um polimero de parede hidrofilico
(GHAYEMPOUR e MORTAZALI, 2015).

Segundo PISKIN (1995), a utilizacdo de agentes encapsulantes de origem natural
no encapsulamento de ativos tende a aumentar sua eficacia e biodisponibilidade. As

principais vantagens de sua utilizacdo em aplicagbes cosméticas sdo:

. Sdo, em sua grande maioria, biodegradaveis e biocompativeis;
. Auxiliam na liberacdo controlada do 6leo essencial;
. Em contato com a pele humana, biopolimeros séo geralmente néo reativos

e podem ser facilmente removidos do corpo por vias metabdlicas naturais;

Alguns exemplos de agentes encapsulantes naturais sdo os polissacarideos
(carageno, goma arébica, alginato, quitosana, etc), as proteinas/peptideos (colageno,
gelatina, etc) e os lipideos (lecitina) (CARVALHO et al., 2016).
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Alginato

O alginato de sodio, Figura 9, € um polimero natural, com caracteristica anionica,
extraido de algas marinhas, composto por vérias unidades de sais dos acidos B-D-
manurdnico e a-L-gulurbnico, unidas por ligagdes glicosidicas. E um material
relativamente inerte e biocompativel, frequentemente utilizado nas industrias
farmacéutica e alimenticia (MOFIDI et al., 2000).

H
COONa b\
OH oH

H
H H

Figura 9: Estrutura quimica do alginato de sédio (SOUZA et al., 2008).

Quitosana

A quitosana, Figura 10, é um polimero natural, com caracteristica catifnica,
derivado da quitina via reacdo de desacetilacdo, contendo em sua estrutura uma alta
quantidade de glusosamina. E muito utilizada em aplicacBes topicas e sistemas de
transporte transdérmicos, devido as suas caracteristicas atoxicas e biodegradaveis. Além
disso, é capaz ainda de alterar a estrutura da queratina presente na pele, facilitando assim
a penetracdo cutanea (PAWAR e BABU, 2010).

HOH,C HOH,C
o 0
o 0...
HO HO
NHCCH, NH,

Figura 10: Estrutura quimica da quitosana (LARANJEIRA e DE FAVERE, 2009).
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Matriz alginato-quitosana

A utilizacdo do complexo alginato-quitosana no encapsulamento de substancias
para aplicacéo topica aparenta ser uma boa estratégia, visto que ambos 0s polimeros sdo
biocompativeis e juntos possuem elevadas propriedades mecanicas, advindas
principalmente da quitosana (BARUCH e MACHLUF, 2006).

A degradacéo dos polimeros naturais depende de processos enzimaticos e também
do tipo de biopolimero utilizado, assim, a taxa de degradacdo pode variar de paciente para
paciente (CHEUNG et al., 2007). Quitosana e goma de guar, polimeros de origem natural
e policaprolactona, um polimero de origem sintética, sdo exemplos de materiais
amplamente utilizados na area médica. A degradacdo da quitosana ocorre no COrpo
através da acdo de enzimas, em particular, a lisozima presente nos fluidos corporais
humanos, levando a formacéao de oligossacarideos ndo tdxicos que sdo incorporados nas
rotas metabdlicas e naturalmente eliminados do organismo (CROISIER e JEROME,
2013).

Microparticulas de alginato-quitosana sdo especialmente utilizadas na inddstria
farmacéutica, para liberacdo prolongada de compostos antimicrobianos. As
microparticulas fornecem estabilidade, mascaram um sabor e odor desagradaveis e
reduzem os efeitos colaterais toxicos de substancias bioativas encapsuladas. As
microparticulas podem ser obtidas usando um dos métodos: pela gelificagdo ionotrépica
de alginato com ions calcio na presenca de quitosana ou pelo método de reticulacdo de
tripolifosfato (CROISIER e JEROME, 2013).

Alguns exemplos de estudos que utilizaram o método de gelificacdo ionotrépica
para a producdo de nano e microparticulas de alginato-quitosana foram os de
SAHASATHIAN et al. (2010), HARI et al. (1996), MURATA et al. (2000), COPPI et
al. (2004), ABDUL e FAHMY (2013), SABITHA et al. (2010), PANDEY e KHULLER
(2004), MOTWANI et al. (2008), BALAJI et al. (2015), COSTA et al. (2015), ZOHRI
etal. (2010) e RAJENDRAN et al. (2013). Nestes trabalhos foram encapsulados diversos
ativos, como amoxicilina, nitrofurantoina, metronidazol, polimixina B, rifampicina,
isoniazida, pirazinamida, peroxido de benzoila, gatifloxacina, levofloxacina,
daptomicina, nisina e extrato metandlico de Ocimum sanctum. O encapsulamento de
amoxicilina em microcapsulas mucoadesivas de alginato-quitosana como sistema de

liberagdo gastrorreceptor, resultou em estabilidade aumentada e liberagdo controlada de
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droga antimicrobiana no fluido géastrico simulado, em comparacdo com a droga simples
com amoxicilina (ARORA e BUDHIRAJA, 2012; SAHASATHIAN et al., 2010).
Estudos in vitro realizados por PANDEY e KHULLER (2004) demonstraram que a
encapsulacdo de rifampicina, isoniazida e pirazinamida em microcapsulas de alginato-
quitosana resultou em um aumento de cerca de 13 a 15 vezes em sua meia-vida biologica
em comparagdo com substancias néo encapsuladas, levando a um aumento da duragéo de

acao dos ativos.

Na maioria dos casos, as nanoparticulas obtidas pelo método de gelificacdo
ionotropica sdo estaveis (MOTWANI et al., 2008; ZOHRI et al., 2010; RAJENDRAN et
al., 2013), possuem uma forma quase esférica, com tamanhos variando de 50 a 900 nm
(FRIEDMAN et al., 2013; MOTWANI et al., 2008; BALAJI et al., 2015; COSTA et al.,
2015; ZOHRI et al., 2010; RAJENDRAN et al., 2013).

2.4 Caracterizagdo de nanomateriais

As principais técnicas de caracterizacdo utilizada para nanocapsulas séo as de
tamanho de particula, formato, eficiéncia de encapsulamento, potencial zeta e
estabilidade térmica (GHOSH e PARIA, 2011; ESTEVINHO et al., 2013).

Para a obtencdo de informacfes como distribuicdo do tamanho de particula e
formato, pode-se utilizar por exemplo as técnicas de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) ou de transmissdo (MET), ou a técnica de espalhamento dinamico de luz
(Dynamic Light Scattering — DLS). Ressaltando ainda que as analises de MET também
possibilitam a diferenciacdo entre nanocapsulas e nanoesferas, além da determinacdo da
espessura da parede formada, no caso de nanocapsulas (GHOSH e PARIA, 2011). De
forma geral, é de grande interesse a obtencdo de nanoparticulas com ditribuicdo unimodal
e com baixo indice de polidispersdo, ou seja, que seja observada homogeneidade de
tamanhos de particula (CHO et al., 2013).

Dois fatores que influenciam no didmetro médio das particulas e na polidispersao
sdo a composicao e 0 método de preparacdo. No caso de nanocapsulas, as propriedades
(viscosidade, hidrofobicidade, etc) do Oleo contido no nudcleo sdo determinantes
(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1996; GHOSH e PARIA, 2011). Ressalta-se que 0
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monitoramento da tendéncia a sedimentacéo e agregacéo de nanoparticulas pode ser visto

pela mudanca na distribuicdo de tamanho de particula (CHO et al., 2013).

Todo material em contato com um meio liquido pode adquirir uma carga elétrica
na superficie, 0 que causa uma mudanca na distribuicdo de ions na sua vizinhanca,
proporcionando um aumento de contra-ions proximo a superficie, o que da origem a
chamada dupla camada elétrica. Quando a particula se movimenta, na presenca de um
campo elétrico, ela carrega ligada fortemente a ela uma camada dos contra-ions,
formando um sé sistema. O potencial zeta corresponde ao potencial elétrico no plano de
cisalhamento entre esse sistema formado e 0 meio que o circunda (SALIM et al., 2005).
Sua medigdo pode ser realizada aplicando um campo elétrico no liquido onde as particulas
estdo dispersas. Equipamentos que integram a técnica de espalhamento de luz (DLS) com
a presenca de um campo elétrico sdo capazes de fazer esta medicdo. Portanto, como forma
de verificar o potencial de superficie das nanoparticulas, pode-se acompanhar o potencial
zeta, medido por meio de técnicas de eletroforese, que avalia a mobilidade eletroforética
das nanoparticulas em suspensdo. Este potencial € diretamente influenciado por
mudancas na interface da particula com o0 meio onde esta dispersa, devido a dissociacao
de grupos funcionais na superficie ou da adsorcdo de espécies idnicas presentes no meio
(CHO et al., 2013).

Uma outra forma de avaliar a estabilidade de suspens@es de nanoparticulas é a
partir da medicdo de seu pH no decorrer do tempo, visto que a alteracdo do pH pode
indicar a degradacao do polimero (SCHAFFAZICK,2003).

Para avaliar a eficiéncia de encapsulamento, uma técnina muito utilizada é a de
ultrafiltracdo-centrifungacdo da suspensdo de nanoparticulas com membranas,
possibiltando a determinacdo da concentracdo do ativo no sobrenadante, ou seja, a
quantidade de ativo que ndo foi encapsulado. Dentre os fatores que influenciam no
encapsulamento de ativos, podem-se citar as caracteristicas fisico-quimicas do ativo e do
agente encapsulante, o pH do meio dispersante, as caracteristicas da superficie da
particula, a quantidade de ativo adicionado e o tipo e quantidade de surfactente utilizado
na formulacdo (GHOSH e PARIA, 2011; CHO et al., 2013).

Uma maneira de verificar a forma de associacdo e interacdes entre 0 agente
encapsulante e o ativo é a partir da técnica de espectroscopia no infravermelho (FTIR) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) (CHO et al., 2013).
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A partir dos espectros de infravermelho é possivel obter informac6es sobre o
padrdo de interacdo entre os biopolimetros que compdem a casca da nanocapsula e o
padrdo de liberacdo do dleo essencial. Para um sistema eficaz de liberacdo de ativo, €
necessario que a interacdo entre a matriz polimérica e o ativo néo seja forte (JAMIL et
al., 2016). Esta técnica é capaz de identificar diferentes tipos de ligacdes quimicas em
uma molécula a partir da producdo de um espectro de absor¢do de infravermelho
(NATRAJAN et al, 2015).

Para avaliar a acdo antioxidante de um composto, uma das alternativas é utilizar
0 método do DPPHe. Segundo DUARTE-ALMEIDA et al. (2006), este método se baseia
na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, o DPPHe,
que perde sua coloragdo purpura ao sofrer reducédo, formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absor¢édo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. E um método indireto, mas eficaz para
verificagdo da atividade antioxidante de produtos naturais (BORGES et al., 2011). A
partir dos resultados obtidos, pode-se determinar a porcentagem de atividade antioxidante

e/ou porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.

2.5 Consideracdes gerais

A partir da revisdo bibliogréafica apresentada, percebe-se que, apesar da utilizagédo
crescente de materiais nanoestruturados em formulacdes cosméticas, uma das principais

barreiras do setor de skin care ainda é a dificuldade na penetracao de ativos na pele.

Desta forma, a proposta de facilitar a penetracéo cutanea por meio da otimizacao
das caracteristicas das nanocapsulas e de sua funcionaliza¢do pode se tornar mais um

passo essencial para alcancar o grau de penetracdo desejado.
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CAPITULO III

Metodologia

Neste capitulo sdo listados e descritos os materiais, equipamentos, métodos e
caracterizacdes empregados para o desenvolvimento desta pesquisa. Os procedimentos
descritos sdo os de sintese de nanocapsulas de a-Bisabolol em matriz de alginato-
quitosana, extracdo e purificacdo de hialuronidase proveniente de testiculos bovinos e

funcionalizacéo das nanocépsulas com hialuronidase.

Os métodos de caracterizacdo foram realizados com o intuito de obter informacGes
de potencial zeta, indice de polidispersdo, distribuicdo do tamanho, estabilidade fisico-
quimica, eficiéncia de encapsulamento, perfil de liberacdo in vitro de a-Bisabolol, além

de teor de proteina e atividade enzimatica da hialuronidase extraida.

3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes e solucdes
a) Sintese de nanocépsulas de a-Bisabolol em matriz de alginato-quitosana

e Agua deionizada ultrapura Milli-Q®

e Alcool etilico, EtOH, alcool absoluto 200 Proof, Tedia, Fairfield;

e Alginato de sodio, Alginic acid Sodium salt from brown algae, Fluka Biochemika;

e Quitosana de baixo peso molecular, Sigma-Aldrich;

e a-Bisabolol, Citréleo, gentilmente doado pela Profa. Dra. Patricia Fontes Pinheiro
(Departamento de Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo);

e Tween 80 P.S. (Polissorbato), Vetec Quimica — Sigma-Aldrich;

e Acido acético glacial 99,8% supra puro, Vetec Quimica — Sigma-Aldrich;

e Cloreto de célcio PA (CaCly), calcium chloride dehydrate, Vetec Quimica —
Sigma-Aldrich;

e Hidrdxido de Sodio (NaOH), Vetec Quimica — Sigma-Aldrich.
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b) Extracdo e purificacdo de hialuronidase proveniente de testiculos bovinos

Agua deionizada ultrapura Milli-Q®

Sacarose PP. A. ACS, Vetec Quimica — Sigma-Aldrich.
Acido Cloridrico (HCI), Vetec Quimica — Sigma-Aldrich.
Hidroxido de Sodio (NaOH), Vetec Quimica — Sigma-Aldrich
Testiculos bovinos (adquiridos em Vitoria — ES)

Hidroxiapatita — Sigma-Aldrich

Dosagem de proteina:

Agua deionizada ultrapura Milli-Q®

Azul de Coomassie Brilhante G-250 (CI. 42655), Vetec Quimica — Sigma Aldrich
Alcool etilico, EtOH, alcool absoluto 200 Proof, Tedia, Fairfield;

Acido fosforico (orto) (HsPOas) 85% PP. A. ACS, Vetec Quimica— Sigma Aldrich
Albumina de Soro Bovino (BSA) Fracédo V, InLab

Atividade enzimatica:

Agua deionizada ultrapura Milli-Q®

Acido hialuronico, Mapric

Fosfato de Sodio Monobésico Anidro PP. A., Vetec Quimica — Sigma-Aldrich
Fosfato de Sodio Dibésico Anidro PP. A., Vetec Quimica — Sigma-Aldrich
Cloreto de Sadio (NaCl) USP, Vetec Quimica — Sigma-Aldrich.

Acido Cloridrico (HCI), Vetec Quimica — Sigma-Aldrich.

Acetato de Sodio Anidro PP. A. ACS ; Vetec Quimica — Sigma-Aldrich.
Albumina de Soro Bovino (BSA) Fragéo V, InLab

Acido acético glacial 99,8% supra puro, Vetec Quimica — Sigma-Aldrich;
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3.1.2

3.2

Equipamentos

Agitador magnético multiplo, Fisatom;

Balanca analitica, Gehaka (AG-200), usada para pesagem dos materiais
requeridos em cada etapa;

Centrifuga, Eppendorf, Centrifuge 5810R, com rotor A-4-81, utilizada na
separacao dos produtos das reagdes realizadas;

Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), Zeta PALS, Zeta Potential Analyzer,
Brookhaven, pertencente ao Laboratério de Bioquimica da professora Débora
Foguel (CCS/UFRJ). Utilizado para medir o potencial zeta () e a distribuigdo do
tamanho das particulas.

Espectrofotémetro de Infravermelho - Perkin Elmer Spectrum Frontier FT-IR/FIR
(LAPIN1/IMA/UFRJ9

Espectroscépio de absorcdo no UV-visivel, Bel Photonics, UV-vis
spectrophotometer, UV-M51, pertencente ao laboratério Grifit.

Evaporador rotativo (Fisatom® 802, Sdo Paulo, Brasil);

Liquidificador, Britania Cristal 700

Shaker com agitacdo orbital, TECNAL, TE-420 Incubadora, empregado nos testes
de liberacéo;

Sonicador, Hielscher (Modelo UP100H), utilizado para homogenizar as solucdes

referente ao recobrimento das nanoparticulas com silica;

Métodos

3.2.1 Sintese de nanocépsulas de a-Bisabolol em matriz de alginato-quitosana

As nanocépsulas de a-Bisabolol em matriz de alginato-quitosana foram obtidas

seguindo trés etapas: emulsificacdo, gelificacdo ionotrépica e remocdo de solvente,
baseando-se nos trabalhos de LERTSUTTHIWONG et al. (2009), LERTSUTTHIWONG
e ROJSITTHISAK (2011) e NATRAJAN et al. (2015).
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a) Emulsificacao

Inicialmente, em banho de gelo (Figura 11), foram gotejados 0,6 mL de solugédo
etandlica de a-Bisabolol (20 mg/mL) em 20 mL de solugdo aquosa de alginato (0,3
mg/mL) e Tween 80 (1% m/v). O pH desta solucéo foi mantido em 7 com o auxilio de
uma solucdo aquosa de NaOH (1M). Apds 15 minutos de agitacdo no sonicador com
amplitude de 100%, foram adicionados 4 mL de solucdo aquosa de cloreto de célcio (0,67

mg/mL) e, em seguida, a solugéo foi agitada por mais 30 minutos no sonicador.

Figura 11: Aparato experimental para sintese das nanoparticulas

b) Gelificacdo ionotrdpica

A emulsdo formada na etapa (a) foi entdo combinada com 4 mL de solucdo aquosa
de quitosana (0,6 mg/mL) em 1% (v/v) de acido acético e agitada por mais 30 minutos no
sonicador. A solugdo de quitosana foi mantida em pH 4,3. A suspensdo formada foi

mantida em repouso por 12h para alcancar o equilibrio.
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¢) Remocdo do solvente

Para realizar a remocdo do etanol da suspensdo formada na etapa (b) foi utilizado

um evaporador rotativo a 40 °C durante 20 minutos.

Por fim, o produto obtido foi centrifugado a 6000 rpm por 10 min, sendo separado
0 sobrenadante para analises posteriores, e o precipitado submetido a trés lavagens com
agua deionizada ultrapura. A cada lavagem, os precipitados eram acrescidos de 20 mL de
agua e passados pela centrifuga a 6000 rpm por 5 min. Ao final, os precipitados foram

deixados em suspensdo em agua.

3.2.2 Extracdo e purificacdo de hialuronidase proveniente de testiculos bovinos

Seguindo o procedimento descrito por GONCALVES (2007), a extracdo da
hialuronidase proveniente de testiculos bovinos foi realizada em trés etapas: extracdo
aquosa, precipitacdo de contaminantes e adsorcdo de proteinas contaminante em

hidroxiapatita. Na Figura 12 é apresentado o fluxograma do procedimento adotado.

[ Testiculo Bovino ]

Homogeneizagao
Solugdo sacarose (0,25M em pH 6,0 a 4 °C)
Centrifugagao

l }

[ Sobrenadante 1 ] [ Homogenato ]
pH 5,6

[ Precipitagio ] Descarte

Centrifugagao

‘_ I

[ Sobrenadante 2 ] [ Precipitado ]

Filtragao (0,22 um)
| pH 8,5 Descarte

Adsorgao de
contaminantes

i

Figura 12: Fluxograma do procedimento de extracdo e purificacdo da enzima

hialuronidase de testiculos bovinos
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Na primeira etapa, de extragdo aquosa, os testiculos (Figura 13) foram limpos, a
membrana que os envolve, o epididimo, foi retirada, e 10 g de massa de testiculos foram
homogeneizados com 100 mL de solucédo extratora de sacarone (0,25M em pH 6 a 4 °C)
durante 5 minutos utilizando-se um liquidificador (Britania Cristal 700, - poténcia

maxima).

(@) (b) (©)

Figura 13: (a) Testiculo bovino; (b) Testiculo bovino sem o epididimo; (c) Epididimo

Na segunta etapa, de precipitacdo de contaminantes, o extrato foi centrifugado por
20 minutos a 5000 rpm, a parte solida foi descartada, obtendo-se o sobrenadante 1 com
pH inicial igual a 8,5. O pH do sobrenadante 1 foi entdo ajustado com uma solugéo de
HCI 1M para o valor de pH 5,6, havendo formacéo de precipitado. Esta solugéo foi entdo
centrifugada por 5 minutos com rotacdo de 5.000 rpm. O homogenato foi descartado e

obteve-se entdo o sobrenadante 2.

O sobrenadante 2 foi filtrado em membrana de acetato de celulose (Millipore
GSWP047S0) 0,22 um de poro e, para a realizacdo da Ultima etapa, a de adsorcdo de
contaminantes em hidroxiapatita, o pH do sobrenadante 2 que era de 5,6 foi reajustado
para o valor 8,5 (pH onde ha uma baixa adsor¢do da proteina) com solu¢do de NaOH 1M.
Este procedimento foi realizado com base nos estudos de GONCALVES (2007), que

observou a adsor¢do preferencial das proteinas contaminantes neste pH.
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A adsorcdo foi realizada sem agitacdo, durante 24h a 25 °C, de forma a induzir a
migracdo da hialuronidase para interface ar-agua, ao invés de priorizar a adsorcdo da
enzima na hidroxiapatita. Para os ensaios foram utilizados 0,075 g de hidroxiapatita e 30

mL dos extratos diluidos 100 vezes.

De forma a avaliar a eficiéncia do método utilizado, os resultados foram
acompanhados pela dosagem de proteina e pelo consumo de acido hialurénico em ensaio
de atividade enzimatica das amostras antes e depois da adsorg&o.

Dosagem de proteina

Para avaliar a dosagem de proteina, adotou-se o0 método de Bradford, que se baseia
na observacdo da mudanca de coloragdo do reagente Azul Brilhante de Coomassie G-250
ao se ligar a proteina. O complexo é formado rapidamente, em cerca de 2 minutos, e
permanece disperso em solugéo por aproximadamente uma hora, 0 que permite grande
sensibilidade na dosagem das proteinas (BRADFORD, 1976).

Inicialmente, preparou-se a solucdo corante, onde 50 mg de Azul Brilhante de
Coomassie G foram dissolvidos em 25 mL de alcool etilico (95%), sob agitacdo constante.
Em seguida, foram adicionados 50 mL de &cido fosfdrico a 85%. A solugdo resultante foi
entdo diluida com 500 mL de 4gua MilliQ. A solucéo foi filtrada para remocdo do corante
ndo dissolvido e estocada a 4 °C.

A curva de calibracdo para dosagem de proteina foi construida utilizando-se
albumina de soro bovino (BSA). Os pontos da curva foram obtidos com aliquotas de 0,6
mL de solucdo de BSA nas concentragdes de 0,02 g/L a 0,1 g/L em 6 mL de solucdo
corante. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 600
nm. O zero do espectrofotdmetro foi ajustado com uma amostra de 0,6 mL em &gua
MilliQ em 6 mL de solucdo corante. Para a quantificacdo da dosagem de proteina nos
extratos de hialuronidase, antes e ap0s a adsor¢do de contaminantes, foram analisadas
amostras de 0,6 mL de extrato de hialuronidase em 6 mL de solucdo corante. A curva e
as amostras foram analisadas em triplicata.

A partir do método descrito é possivel quantificar a dosagem de proteina total em
solugdo, porém, para a analise em separado da hialuronidase, fez-se necessario um

método mais especifico. Desta forma, foi realizado também o método de avaliagédo de
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atividade enzimatica utilizando o acido hialurdnico como substrato, conforme é descrito

a sequir.

Atividade enzimatica da hialuronidase

Foi adotado 0 método de TOLKSDORF e MCCREADY (1949), que se baseia na
medida de turbidez formada pela interacéo entre o &cido hialurénico e a albumina bovina
em meio acido, a partir da reducédo da N-acetilglucosamina. A quantificacdo de atividade
enzimatica se da a partir de duas reagdes. Na primeira, cujo tempo de duracdo ¢é de 10
minutos, a hialuronidase cliva o &cido hialurénico. Na segunda, onde é realizada a
quantificacdo da atividade enzimética, o acido hialurdnico que ndo reagiu com a
hialuronidase reage com uma solucao de BSA hidrolisada. Esta reacdo também tem tempo
de 10 minutos e o produto da segunda reacdo é uma solucdo turva. Para os testes €
necessario o preparo de uma curva de calibracdo utilizando técnicas espectroscopicas,
sendo o grau de turbidez associado a uma quantidade preestabelecida de &cido
hialurénico.

Para o teste enzimatico foram preparadas as seguintes solugdes:

o Tampdo fosfato de sodio (0,1 M, pH 5,3 com NaCl 0,15 M);

. Tampdo acetato de sodio (0,5 M, pH 4,2)

. Solucéo de BSA: Foram dissolvidos 2,5 g de Albumina Bovina Fracdo V
em 250 mL de tampéo acetato de sodio (0,5 M, pH 4,2). O pH da solucéo resultante foi
ajustado para 3,0 com uma solucdo de HCI 2M e aquecida a 93 °C durante 30 minutos.
Por fim, a solucdo foi resfriada e adicionou-se tampdo acetato de sédio (0,5 M, pH 4,2)
até completar o volume de 1L.

. Solucdo de Acido Hialurdnico: Foram dissolvidos 10 mg de &cido
hialurénico em 25 mL de tampé&o fosfato de sédio (0,1 M, pH 5,3 com NaCl 0,15 M).
Para garantir a solubilizagdo, a solugéo foi aquecida em banho de agua fervente durante

15 minutos e mantida a temperatura ambiente durante 12h.

A curva de calibragéo foi preparada conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2: Curva de calibracédo para teste enzimatico

Tubo Solucéo de HA Tampaéo fosfato  Solucéo de BSA

(mL) de soédio (mL) (mL)
1 (controle) 0 1,0 9
2 0,1 0,9 9
3 0,2 0,8 9
4 0,3 0,7 9
5 0,4 0,6 9
6 0,5 0,5 9
7 0,6 0,4 9
8 0,7 0,3 9
9 0,8 0,2 9
10 0,9 0,1 9

Apds adicionar a solugdo de acido hialurénico e o tampéo fosfato, todos os tubos
foram mantidos em banho de &gua fervente durante 5 minutos. Em seguida, foram
resfriados a temperatura ambiente e adicionaram-se 9 mL de solucdo de BSA em cada
tubo. A solucdo permaneceu em repouso durante 10 minutos. As absorbancias das
amostras foram lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. Todo o
procedimento foi realizado em triplicata.

Para a quantificacdo de atividade enzimatica, foram pipetados 0,5 mL de solucéo
de &cido hialurénico em uma série de tubos e incubados a 37 °C durante 5 minutos, de
forma que alcangassem a temperatura de equilibrio. Em cada tubo foram adicionados 0,5
mL de solucdo de hialuronidase. Os tubos foram entdo incubados por exatamente 10
minutos e, em seguida, resfriados em banho de gelo até a temperatura ambiente. Entdo,
foram adicionados 9 mL de solucdo de BSA em cada tubo. Por fim, foram incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos e seu contetdo foi analisado em espectrofotdmetro
(A =540 nm).

Para o calculo da atividade enzimatica da hialuronidase, utiliza-se a relacao
apresentada em GONCALVES (2007), onde afirma que uma unidade de atividade
enzimética corresponde a quantidade de enzima que consome 0,75 pg de acido

hialurénico em pH 5,3 a 37 °C no tempo de 10 minutos.
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3.2.3 Sintese de nanocapsulas de a-Bisabolol em matriz de alginato-quitosana

funcionalizadas com hialuronidase

Foram adotadas trés estratégias diferentes para a funcionalizacdo das
nanocapsulas de a-Bisabolol em matriz de alginato-quitosana com hialuronidase, como

pode ser visto na Figura 14.

—
a b Cc
. - ifi 3 moca
Emulsificagao G ellflc’ag.ao Remocao do
ionotropica solvente
L // ;
Teste 1 Teste 2 ] Teste 3
Hialuronidase Hialuronidase e Adsor¢do da
antes da etapa b quitosana hialuronidase apés a
simultaneamente nanocapsula formada

Figura 14: Estratégias adotadas para a funcionalizacdo das nanocapsulas de a-Bisabolol

em matriz de alginato-quitosana com hialuronidase

No Teste 1, seguiu-se o mesmo procedimento de gelificacdo ionotropica
apresentado anteriormente, porém, como tentativa de funcionalizar as nanocapsulas com
hialuronidase, 2 mg de hialuronidase ressuspendidas em 4 mL de agua MilliQ foram
adicionadas a reacdo ao final da etapa (a). J& no Teste 2, as solugbes aquosas de
hialuronidase (2 mg em 4 mL de agua MilliQ) e quitosana foram adicionadas
simultaneamente. Por fim, no Teste 3, foi adotada a estratégia de adsorcéo de proteina na
superficie das nanocapsulas, baseado no procedimento de MONDAL et al. (2015)

descrito a seguir. Esta etapa sera melhor detalhada a seguir.
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Adsorcdo de hialuronidase na superficie das nanocapsulas

O procedimento de adsorcao da hialuronidase foi conduzido em triplicata. Foram
preparados meios reacionais com 5 mg de nanocéapsulas ressuspendidas em 2 mL de 4gua
MilliQ e 2 mg de hialuronidase ressuspendidas em 2 mL de agua MilliQ. Ajustou-se o
pH do meio reacional para 6,0 com tampao acetato. Os frascos foram mantidos a 37 °C,
com agitacdo de 200 rpm, por periodos de tempo determinados (de 0 a 60 minutos), de
forma que a cinética de adsorcdo pudesse ser avaliada. Os contedos dos frascos, apos
atingirem o tempo especificado, foram filtrados em membrana de ultrafiltracdo de 100
kDa MWCO (Microcon, Millipore, Billerica, MA, USA) e lavadas 3 vezes com agua
MilliQ. A dosagem de hialuronidase contida no sobrenadante foi avaliada utilizando-se o

método de Bradford, descrito anteriormente.

O pKa da quitosana é em torno de 6,5 (MONDAL et al., 2015). Dessa forma, em
valores de pH abaixo de 6,5 0s grupos amina estdo protonados, oferecendo mais locais de
ligacdo para a hialuronidase. Além disso, a hialuronidase testicular bovina possui ponto
isoelétrico (pl) em torno de 5,4 (FREEMAN et al., 1950), ou seja, pode se adsorver mais
facilmente via interacOes eletrostaticas em valores de pH maiores que 5,4. Sabe-se ainda
que, de acordo com MONDAL et al. (2015), em solucdes com pH menor que 5,5 pode
ocorrer 0 inchamento das nanocapsulas que tem guitosana em sua composicao, havendo
assim sua desintegracao. Desta forma, a melhor op¢éo para adsorcéo da hialuronidase nas
nanocapsulas é mantendo o meio reacional em 5,5 < pH < 6,5, tendo-se escolhido o pH

6,0 para este teste.

3.3  Caracterizacdes

3.3.1 Distribuicao de tamanho de particulas e potencial zeta

Neste trabalho, a distribuicdo de tamanho de particula foi determinada por meio
da técnica de espalhamento de luz. Com este método é possivel obter um diametro
hidrodindmico médio, a curva de dstribuicdo de tamanho e o indice de polidispersividade

(XU, 2007). Para analisar a distribui¢do de tamanhos das nanoparticulas formadas neste
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trabalho, a amostra foi diluida em agua deionizada ultrapura. Utilizou-se o equipamento

Zeta Potential Analyzer (Brookhaven).

3.3.2 Estudo de estabilidade fisico-quimica

A estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas durante a estocagem foi avaliada
por um periodo de 75 dias sob duas condigdes: a 4 °C e 25 °C, em suspensdo aquosa. O
estudo foi feito por meio da analise da variacdo do tamanho de particula e potencial zeta

dos materiais nanoestruturados no decorrer do tempo de estocagem.

3.3.3 Anadlise de eficiéncia de encapsulamento

Neste trabalho, para a avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento de a-Bisabolol
em matriz de alginato-quitosana, 2,5 mL de amostra contendo nanocépsulas, antes da
etapa de remocéo de solvente, foram centrifugados por meio de ultrafiltragdo (Amicon)
em membrana de celulose (Millipore) de 3 kDa a 6000 rpm durante 10 minutos, sendo
assim separadas do meio aquoso contendo o ativo ndo encapsulado. O sobrenadante foi
quantificado por espectrofotometria com comprimento de onda de 208 nm. A curva de
calibracdo foi construida utilizando diferentes concentracbes de a-Bisabolol em etanol
(1,25 a 6,25 pg/mL). A eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi calculada por meio da

Equacéo 1.

EE%

_ [(Quantidade total de ativo) - (Quantidade de ativo ndo encapsulado)
- (Quantidade total de ativo)

] .100% @)

3.3.4 Ensaio de liberagéo in vitro de a-Bisabolol

Os ensaios de liberacdo in vitro de a-Bisabolol foram realizados em meio de
fosfato-salino (PBS) com etanol 35% v/v, em triplicata, e em trés diferentes condicdes,

conforme apresentado na Tabela 3. No Teste 2 foi adicionado 1 mL de solugdo de HCI
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1M, de foma a ajustar o pH de 7,2 para 5,5, de forma a obter um meio com condicdes

similares as da pele humana.

O shaker tipo orbital operou a uma velocidade de 160 rpm e a uma temperatura
de 37 °C. J& o sonicador, operou a uma amplitude de 0,5, ciclo 1 e em temperatura
ambiente, sendo o intuito principal investigar se uma agitacdo mais rigorosa contribuiria

para uma melhor liberacao do ativo.

Tabela 3: Condigdes de ensaio de liberacao in vitro de a-Bisabolol

Teste 1 Teste 2 Teste 3
pH 7,2 55 7,2
Agitagéo Shaker Shaker Sonicador
Temperatura 37 °C 37 °C 25°C
Tempos de coleta de 1,2,3,7,10e
1,2,3,7,10e 12 1
aliquota (h) 12

Para os testes 1 e 2, o procedimento adotado foi adicionar as nanocapsulas ao
sistema assim que o0 meio de liberacdo contido nos frascos atingisse 37°C e, em seguida,
iniciar a contabilizagcdo do tempo.

Em todos os testes, amostras de 2 mL do meio foram retiradas a cada tempo de
medida, foram centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi analisado
no espectrofotémetro a 208 nm. O precipitado foi imediatamente redisperso em 2 mL do

meio de liberacdo e essa suspenséo foi adicionada de volta ao meio de origem.

3.3.5 Avaliacéo das interacdes entre os biopolimeros e o ativo

Os espectros de infravermelho (FTIR/ATR) do ativo e das nanoformulagdes
previamente secas por liofilizagdo foram obtidos utilizando pellets de KBr e resolucgéo de
4 cm-1 e 60 varreduras/amostra no espectrofotdmetro Perkin Elmer Spectrum do

Laboratorio de Apoio Instrumental (LAPIN 1) do Instituto de Macromoléculas da
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Universidade Federal do Rio de Janeiro (IMA/UFRJ). Os espectros foram coletados entre
4000 e 600 cm™,

3.3.6 Avaliacdo in vitro da atividade antioxidante do ativo e das nanocapsulas

Seguindo o procedimento descrito por PEREIRA (2015), para a avaliacdo da
atividade antioxidante in vitro do a-Bisabolol e das nanocépsulas formadas, foi adotado
0 método do radical 2,2-difenilpicrilhidrazil (DPPH), devido a sua relativa simplicidade
e por permitir a avaliacdo de agentes antioxidantes lipofilicos, visto que o solvente

utilizado na técnica € o metanol.

Sendo assim, foram preparadas, em triplicata, solugdes metandlicas de 5 mg a-Bisabolol
em 5 mL de metanol e 5 mg de nanocéapsulas previamente secas por liofilizacdo em 5 mL
de metanol em 5 concentragfes diferentes (0 a 10 mg/mL). A ruptura das nanocapsulas
foi realizada por sonicagédo com amplitude de 100%. Em seguida, 50 pL de cada solucéo
foram misturados com 2 mL de solucdo metandlica de DPPH (60 uM) e foram mantidas

ao abrigo de luz durante 1 hora.

A analise das amostras foi realizada em espectrofotémetro UV-Vis a 517 nm. Para
a amostra controle utilizou-se metanol puro e para a solugéo controle utilizou-se a solugéo
metandlica de DPPH (60 uM).

A porcentagem de inibicdo de cada amostra foi determinada de acordo com a
Equacdo 2 (ABDOUL-LATIF et al., 2011).

Abscontrole - Absamostra

()

Inibicdo (%) = 100% — [( > 100%]

Abscontrole

Onde Abs.gnirole © O Vvalor de absorbancia do controle e Abs,postra € @

absorbancia da amostra.
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Os resultados obtidos sdo expressos em ICso, que corresponde & inibi¢do de 50%
do DPPH. As porcentagens de inibicdo foram plotadas em fungdo da concentracdo de
cada amostra, e 0 1Cso foi calculado por regressao linear (MARTINS et al., 2013).
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CAPITULO IV

Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados os resultados da caracterizacao do ativo utilizado,
da preparacdo das nanocépsulas de a-Bisabolol em matriz de alginato-quitosana por
gelificagdo ionotropica e sua caracterizacdo, da extracdo de hialuronidase com avaliagéo
de dosagem de proteina e atividade enzimatica e, por fim, da funcionalizacdo das

nanocapsulas obtidas com a hialuronidase extraida.

4.1 Caracterizacao do ativo - a-Bisabolol

O ativo utilizado neste trabalho, o a-Bisabolol (~95% de pureza), foi cedido pelo
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Campus
de Alegre, por intermédio da Prof. Dra. Patricia Fontes Pinheiro, em parceria com a
empresa Citroleo. Essa substancia foi devidamente caracterizada pela obtencédo e analise
dos espectros de massas e no infravermelho (V) pelo grupo da Profa Patricia, que

também nos cedeu o resultado das analises.

Pelo espectro de massas (Figura 15) obtido para o a-Bisabolol, observou-se o pico
do ion molecular M.+= 222 (m/z) referente a massa molecular do referido composto, 0s
outros fragmentos observados foram m/z= 204, 119, 109, 69, 43, que correspondem as
massas tipicas do padrdo de fragmentacdo desse alcool sesquiterpénico.
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Figura 15: Espectro de massas do (-)-a-Bisabolol
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O espectro no IV obtido para o a-Bisabolol, Figura 16, apresentou uma banda em
forma de sino na regido de 3409 cm™, tipica do estiramento da ligagdo O-H. Na regio de
2964-2914 cm™ foram observadas bandas tipicas de estiramento da ligacido C-H e, em
1439 cm™ foi observada uma banda caracteristica da ligacio C=C de alquenos
(BARBOSA, 2007).

1004

= 95
5~
94+
93+
021 2964-1914 1439
914 C-H Cc=C

90 - - - - - - - - —
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750600
cm-1

Figura 16: Espectro no infravermelho do a-Bisabolol

Apos realizada sua caracterizagdo, o a-Bisabolol foi utilizado como ativo na
sintese das nanocéapsulas propostas neste trabalho, cujos resultados de caracteriza¢des sao

apresentados a seguir.

4.2 Caracterizacao das nanocapsulas ndo-funcionalizadas

4.2.1 Tamanho de particula, indice de polidisperséo (IP) e potencial zeta

Nanoparticulas de alginato-quitosana (controle) e nanocépsulas de a-Bisabolol em

matriz de alginato-quitosana foram obtidas pelo método de gelificacdo ionotrépica. O
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produto resultante destas reacfes sao dispersdes aquosas de nanoparticulas/nanocapsulas

com aspecto esbranquigado, como pode ser visualizado na Figura 17.

(@) (b)

Figura 17: Produto obtido a partir da técnica de encapsulamento por gelificacdo

ionotrépica (a) controle (sem ativo) e (b) com ativo.

Os resultados de distribuicdo de tamanho de particulas, indice de polidispersdo e
estabilidade foram obtidos por meio de analises de Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS).

Na Figura 18 e na Figura 19 é possivel observar os resultados de distribui¢do de
tamanho de particulas para as nanoparticulas de controle (sem ativo) e para as

nanocapsulas, respectivamente.
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Figura 18: Distribuicdo de tamanho das nanoparticulas sem o ativo (controle)
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Figura 19: Distribuicdo de tamanho das nanocapsulas com o ativo

Além disso, é apresentada a Tabela 4 com os valores obtidos de didmetro médio

de particula (Dp), indice de polidispersao (IP) e potencial zeta ().
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Tabela 4. Diametro médio de particula, IP e potencial zeta das nanoformulagdes

Didmetro médio de Indice de Polidispersdo Potencial Zeta
Amostra .
particula — Dp (nm) -1P - (mV)
Sem ativo
555+34 0,248 -14,70 + 3,98
(Controle)
Com ativo 172,3+ 14,0 0,005 -20,32 + 1,15

E possivel notar que ambas as amostras apresentaram uma distribuicio unimodal
com didmetro médio de particula dentro da faixa desejada, entre 50 e 300 nm,
considerando que o objetivo principal deste trabalho é sua aplicacdo como parte das

formulacBes de cosméticos para uso topico.

O fato das nanocéapsulas produzidas serem maiores que as nanoparticulas (sem
ativo) pode ser explicado, segundo ESMAEILI e EBRAHIMZADEH (2015), pelo
aumento de viscosidade da fase organica decorrente da adicdo de 6leo essencial ao meio

reacional.

Nota-se também que o indice de polidispersividade de ambas manteve-se abaixo
de 0,25, o0 que caracteriza um sistema monodisperso e com boa estabilidade coloidal,
segundo MOHANRAJ e CHEN (2006).

Alguns fatores foram levados em consideracdo de forma a garantir que as
particulas fossem formadas com o tamanho desejado. Dentre eles, foi realizado o controle
de pH das solucgdes utilizadas, visto que, segundo NATRAJAN et al. (2015), nas
condi¢des de pH utilizadas, de aproximadamente 5, os grupos carboxila do alginato
encontram-se ionizados e 0s grupos amina da quitosana encontram-se protonados, o que

contribui para a formagdo do complexo e da estrutura nanométrica das nanocapsulas.

Além disso, de acordo com LERTSUTTHIWONG e ROJSITTHISAK (2011), o
uso do surfactante Tween 80 e dos 15 minutos de sonicacdo depois da dispersédo da
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solucdo alcoolica de oOleo essencial na solugdo aquosa de alginato sdo ideais para a

obtencéo de particulas com tamanho nanométrico.

A ordem de adigéo de CaCl; e quitosana tambem influencia de forma significativa,
sendo mais vantajoso adicionar o CaCl, antes da solugdo aquosa de quitosana. Quando o
CaCl, é adicionado primeiro, a interacdo entre os ions Ca*? e o alginato forma uma
estrutura conhecida como “caixa de ovos”. Desta forma, quando a quitosana é adicionada
em seguida, ela estabiliza este sistema e produz particulas nanométricas. Porém, quando
a adicdo é feita na ordem contraria, 0s grupos amina da quitosana interagem com 0
alginato de forma descoordenada, produzindo estruturas aleatérias, resultando em
particulas maiores (LERTSUTTHIWONG e ROJSITTHISAK; 2011).

O potencial zeta das nanocapsulas depende principalmente da natureza quimica
do polimero e do estabilizante utilizados e do pH do meio (MORA-HUERTAS et al. ,
2010).

Analisando os valores de potencial zeta obtidos, supde-se que o valor negativo
encontrado para ambas as amostras é devido a presenca de grupos carboxilicos
encontrados nas extremidades das cadeias poliméricas que, quando expostas na superficie
das nanocépsulas, expdem cargas negativas que fazem com que a carga liquida das
particulas seja negativa (MORA-HUERTAS et al., 2010).

ABREU (2008) realizou um estudo sobre a variagdo do potencial zeta de hidrogéis
de alginato-quitosana para diferentes valores de pH. A autora concluiu que, quanto maior
o pH do meio, mais negativo se torna o potencial zeta. Em meios muito acidos, os grupos
amina da quitosana estdo protonados, sendo responsaveis pela carga positiva do meio.
Porém, a medida que o pH aumenta, como no caso deste trabalho (pH = 6,0), 0s grupos
amino protonados se tornam desprotonados e 0s grupos carboxilicos do alginato se

tornam ionizados, levando a uma diminuig¢do nos potenciais.

Embora um potencial zeta positivo seja mais adequado a penetracdo na pele,
particulas negativamente carregadas tambem possuem essa habilidade, como pode-se
observar no trabalho de KOHLI e ALPAR (2004), que investigaram a penetracdo de
nanoparticulas de latex fluorescentes de 50 a 500 nm carregadas negativamente. Os
autores concluiram que as nanoparticulas foram capazes de penetrar a epiderme e que seu

tamanho influenciou pouco nos resultados de penetracdo cutéanea. Além disso, CUI e
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MUMPER (2001) concluiram que particulas de quitosana carregadas negativamente
foram capazes de induzir mais a proliferacéo de citocinas em comparacdo com particulas
positivas quando aplicadas na pele. Ou seja, sua presenga nas camadas mais internas da

pele ficou mais evidente do que a presenca das particulas positivas.

Com o intuito de analisar a estabilidade das nanocépsulas e nanoparticulas no
decorrer do tempo e em condicGes de armazenamento diferentes, foi realizado um estudo
de estabilidade fisico-quimica a partir de andlises de DLS, cujos resultados s&o

evidenciados no topico a seguir.

4.2.2 Estudo de estabilidade fisico-quimica

O estudo de estabilidade fisico-quimica das amostras sem ativo e com ativo foi
realizado em triplicata, durante um periodo de 75 dias e em condicGes de temperatura de
4 e 25 °C. Os resultados de diametro médio de particula e potencial zeta sdo apresentados

nas Figura 20 e na Figura 21, respectivamente.

™
2100 mInicio %15 dias m45 dias =75 dias 35
—~ 1800
€
5 N
< 1500 S
= N
R :4 .
< 1200 i g
S -
©
g 900
Q (o))
= &
= 600 ~ 7
o o o o w2 2 g
@8 o ™ QL ® I
300 E%%ﬁ Y Y ”’é
4° C 25°C 4° C 25 °C
Com ativo Sem ativo (branco)

Figura 20: Observacdo do didmetro médio de particula das amostras sem ativo e com
ativo durante 75 diase a4 e 25 °C.
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Por meio da Figura 20, verifica-se que as amostras com o ativo, no decorrer do
tempo de estudo, permaneceram dentro da faixa de tamanho ideal para a aplicacdo
desejada, mesmo considerando o erro das medidas. Por outro lado, as amostras sem ativo
ficaram cerca de 40 vezes maiores a 25 °C, ou seja, aumentaram de tamanho
significativamente. Provavelmente ocorreu o inchamento das mesmas, visto que se
encontravam em meio aquoso, € a auséncia da fase interna (do 6leo), aumenta a afinidade

pela fase aquosa, dado que sdo hidrocoldides.

Inicio 15 dias 45 dias 75 dias

Potencial Zeta (mV)

= = Com ativo 4°C = = Com ativo 25 °C
Sem ativo 4 °C Sem ativo 25 °C

Figura 21: Observacdo do potencial zeta das amostras sem ativo e com ativo durante 75
diasea4e 25 °C em pH 6,0.

A partir da Figura 21, verifica-se que o potencial zeta da amostra contendo o ativo
mantém-se aproximadamente constante, considerando os erros atrelados as medicGes. Ja
a amostra sem ativo se torna cada vez mais negativo com o passar do tempo. Ou seja, 0
possivel inchamento das nanoparticulas provocou a variacdo da densidade de cargas
superficiais, 0 que possivelmente prejudicaria a interacdo entre estas nanoparticulas e a
pele, visto que quanto mais negativas, menor seria a interacdo. Desta forma, sugere-se
que a presenga do ativo tornou a nanocdpsula menos instavel do que a nanoparticula sem

ativo.
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4.3 Avaliacéo da eficiéncia de encapsulamento (%EE)

A curva de calibracdo para avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento (Figura 22)
foi obtida por meio de analises em triplicata da absorbancia de solugdes etandlicas de o-

Bisabolol em concentragdes entre 1,25 e 6,25 pug/mL.
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Figura 22: Curva de calibracdo para analise de eficiéncia de encapsulamento de a-

Bisabolol

Apos o procedimento de ultrafiltracdo das dispersdes aquosas de nanocapsulas e
nanoparticulas, os sobrenadantes foram analisados em espectofotdmetro de UV-Vis a 208
nm para quantificacdo do a-Bisabolol que ndo foi encapsulado. Desta forma, realizando
as analises em triplicata, foi obtido um valor de absorbéancia igual a 0,272 + 0,003, 0 que
corresponde a uma concentracéo de 6,299 * 0,389 ug/mL, segundo a relagdo encontrada
na curva de calibragéo (y=0,0455.x-0,0146 R?=0,9907). Dado que a concentrago inicial
de o-Bisabolol na reacdo foi de 419,58 pg/mL, pode-se afirmar que 98,50% do a-

Bisabolol utilizado foi encapsulado. Além disso, com esse resultado, verifica-se que 0s
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agentes encapsulantes e a técnica de encapsulamento utilizados foram adequados para o

encapsulamento do a-Bisabolol.

4.4 Avaliacdo das interacdes casca-nucleo

Por meio de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier com
Reflexdo Total Atenuada (no inglés Attenuated Total Reflectance/ Fourier Transform
Infra-Red Spectroscopy — ATR/FTIR), foram obtidos os espectros do a-Bisabolol (Figura
23(a)), das nanoparticulas sem o ativo Figura 23(b)) e das nanocapsulas com o ativo
(Figura 23(c)).
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Figura 23: Espectros de ATR/FTIR de (a) a-Bisabolol, (b) nanoparticulas sem o ativo e

(c) nanocapsulas com o ativo
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Conforme discutido anteriormente na caracterizagéo do a-Bisabolol, na Figura 23
(@), referente ao espectro do a-Bisabolol, é possivel observar uma banda em forma de
sino em 3409 cm, tipica do estiramento da ligagdo O-H. Na regido de 2964-2914 cm™
foram observadas bandas tipicas de estiramento da ligagdo C-H e, em 1439cm™ foi

observada uma banda caracteristica da ligacdo C=C de alquenos (BARBOSA, 2007).

J& na Figura 23(b), correspondente ao espectro das nanoparticulas sem ativo,
observa-se a formagdo de um pico em 1603 cm™, correspondente ao grupo carbonila da
amida priméria formada por interacdes ibnicas entre o alginato e a quitosana (RIBEIRO
et al., 2005). Foram observadas ainda bandas entre 2800 e 3000 cm, relativas a vibrag&o
axial das ligagGes C-H. Os picos encontrados em torno de 1000 cm™ séo caracteristicos
em polissacarideos (SHAHID et al, 2013). O pico em 3428 cm™ indica a presenca do
grupo hidroxila do alginato (DAS et al., 2010). O pico 1080 cm™ indica o grupo amina

da quitosana.

O espectro das nanocapsulas contendo a-Bisabolol, Figura 23(c), é similar ao
espectro sem o ativo. Este resultado era esperado e indica que ndo houve migracéo do o-
Bisabolol para as camadas mais superficiais das nanocapsulas. Ou seja, sabendo-se que a
técnica de ATR/FTIR analisa a superficie da particula, assume-se que, como ndo foi

detectado pela técnica, o a-Bisabolol encapsulado encontra-se no nucleo da nanocépsula.

Sugere-se para trabalhos futuros que também seja utilizada a técnica de
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) para esta etapa de caracterizagéo, visto que,
a partir dela é possivel verificar se houve alteracdo na estabilidade térmica das

nanocapsulas e, portanto, demonstrando sua interacgéo.

4.5 Ensaio de liberagéo in vitro do ativo encapsulado

Com o intuito de avaliar a taxa de liberagdo do ativo encapsulado, foram
realizados trés testes no ensaio de liberagdo. Os resultados dos Testes 1 e 2, utilizando um
agitador do tipo “shaker” para efetuar a agitacdo do meio, e duas condigdes distintas de

pH, 7,2 e 5,5, respectivamente, sdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24: Ensaio de liberacdo do ativo encapsulado em agitador do tipo “shaker”. (a)
Teste 1 — pH 7,2; (b) Teste 2 — pH 5,5.

Em ambos os testes é possivel perceber que a partir de 2 horas de ensaio, a taxa
de liberacdo diminui significativamente. Além disso, 0 ensaio evidenciou que em pHs
mais acidos, o qual se assemelha mais as condi¢des da pele humana, a liberacéo foi maior,
de cercade 30,74 + 0,42 % em 12 horas, enquanto que no meio com pH de 7,2 a liberacédo
foi de 7,98 £ 0,25%.

Ja para o Teste 3, realizado em sonicador durante 1 hora e pH 7,2, obteve-se 6,18
+0,40% de liberacdo. Ou seja, semelhante a liberac&o obtida no Teste 1, onde foi utilizado

0 mesmo pH.

O comportamento da liberacéo in vitro de ativos pode sofrer influéncia de diversos
fatores, como as caracteristicas fisico-quimicas e a concentragédo do ativo (solubilidade e

coeficiente de particdo 6leo/agua), a natureza, a degradabilidade o peso molecular e a
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concentracdo do polimero utilizado como agente encapsulante, o tamanho da
nanocépsula, o método de sintese e, principalmente, as condi¢des utilizadas no ensaio de
liberacdo (pH do meio, temperatura, tempo de ensaio, etc) (MORA-HUERTAS et al.,
2010).

Na Figura 24 é possivel notar uma taxa de liberag&o significativamente maior nas
primeiras 2 horas de ensaio, denominada primeira fase. Este efeito recebe o nome de
liberacdo imediata (burst effect) e pode ser atribuido a dessor¢do do ativo localizado na
superficie da nanocapsula (FERRANTI et al., 1999; PEREZ et al., 2001; CRUZ et al.,
2006), ou a degradacdo das nanocapsulas com membrana polimérica mais fina
(CAUCHETIER et al., 2003). Considerando que, neste trabalho, ndo foi evidenciada a
presenca do ativo nas camadas mais superficiais das nanocépsulas nas analises de
ATR/FTIR, supbe-se que a liberacdo imediata evidenciada na Figura 24 pode ser

decorrente da degradacdo das nanocapsulas com membrana polimérica mais fina.

A segunda fase de liberacdo, que pode ser vista na Figura 24 a partir de 2 horas de
ensaio, corresponde a difusdo das moléculas do ndcleo das nanocapsulas para a fase
externa. Supde-se que este processo de difusdo é afetado pelo coeficiente de particdo do
ativo entre o nucleo oleoso e 0 meio aquoso externo e pelo volume relativo de ambas as
fases e pela interagdo entre o ativo e a casca (CALVO et al., 1997; ZILI et al., 2005;
TEIXEIRA etal., 2005; BLOUZA et al., 2006). Segundo ROMERO-CANO e VINCENT
(2002), a quantidade de polimero utilizada pode reduzir significativamente a taxa de
liberacdo. Em altas concentracdes (acima de 1% de fase organica) ou utilizando polimeros
de alto peso molecular, a casca formada tende a ser mais consistente, podendo impactar
na liberacdo do ativo encapsulado (CRUZ et al., 2006). Além disso, a liberacdo
incompleta do ativo ainda pode ser atribuida a capacidade de retencdo do ativo pelo
polimero ou pelo surfactante utilizado (CAUCHETIER et al., 2003).

A maior liberacdo de ativo em pH acido ocorre pois, em pHs acidos (< 6,5), a
quitosana tem seus grupos aminas protonados, apresentando uma alta densidade de cargas
positivas. Desta forma, ocorre a formacdo de pares idnicos entre estes grupos e as
carboxilas do alginato. Em conformidade com os resultados encontrados por BHUNCHU
e ROJSITTHISAK (2018), o ativo foi liberado mais rapido em condic6es acidas do que
em condi¢des mais alcalinas. Este comportamento pode ser atribuido ao aumento da

solubilidade da quitosana em meio acido, visto que, em pHs &cidos, a quitosana tende a
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se dissolver da matriz formada, causando erosfes na matriz polimérica e uma maior
liberacdo do ativo. J& em pH neutro ou alcalino, a quitosana ndo € sollvel, limitando

assim a liberacdo do ativo.

Ressalta-se ainda que a porosidade das nanocapsulas determina a quantidade de
material que sera liberado num determinado periodo de tempo. Em geral, a liberacdo do
material encapsulado em alginato é normalmente rapida. Desta forma, uma das maneiras
de aumentar o controle desta liberacdo € utilizar um polimero catiénico para formacao de
uma camada protetora, como a quitosana, diminuindo assim a porosidade das particulas
através da interacdo ionica entre os dois biopolimeros (DOHNAL e STEPANEK, 2010).

4.6 Avaliacao in vitro da atividade antioxidante do ativo puro e do ativo encapsulado

A avaliacdo de atividade antioxidante foi realizada pelo método do DPPH,
escolhido principalmente pela sua sensibilidade, rapidez e uso de quantidades reduzidas
de amostra (ABDOUL-LATIF et al., 2011).

A atividade sequestrante de DPPH do ativo antes e apds o encapsulamento foi
calculada utilizando-se a Equacdo 2, descrita no topico de metodologia. Além disso, a
concentracdo do ativo (mg/mL) necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial de
DPPH foi calculada e é expressa em ICso. Quanto menor o ICso, maior a atividade

antioxidante da amostra analisada.

A curva de concentracao versus inibicdo de radicais DPPH" obtida para a amostra
de a-Bisabolol ndo encapsulado é apresentada na Figura 25. A inibigdo variou de 3,02 a

10,80 % nas concentragdes de 2 a 10 mg/mL, com ICso de 48,05 mg/mL.
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Figura 25: Curva de Inibicdo versus Concentracao de a-Bisabolol antes do

encapsulamento para avaliacdo de atividade antioxidante

A inibicdo com o a-Bisabolol apds encapsulamento e rompimento das NCs variou
de 1,91 a 10,90% nas concentracBes de 2 a 10 mg/mL, com ICso de 46,82 mg/mL. A curva

de concentragdo versus inibicdo obtida para esta amostra é apresentada na Figura 26.
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Figura 26: Curva de Inibig&o versus Concentragdo de a-Bisabolol apos o

encapsulamento para avaliagdo de atividade antioxidante
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A Tabela 5 resume os resultados encontrados nesta analise.

Tabela 5: Concentragdo de a-Bisabolol necessaria para reduzir em 50% de DPPH

a-Bisabolol ndo-encapsulado a-Bisabolol encapsulado

ICs0 (mg/mL) 48,05 46,82

Utilizando o método de DPPH, FIRAT et al. (2018) obtiveram um valor de ICso
igual a 43,88 mg/mL para o ativo. A partir disto, chega-se a concluséo que os valores de
ICso do ativo antes e apds o encapsulamento sdo bem préximos e condizem com a
literatura estudada, comprovando sua atividade antioxidante moderada, quando
comparados a compostos como o acido ascérbico, que, segundo FIRAT et al. (2018),
possui ICso igual a 0,015 mg/mL, indicando alta atividade antioxidante.

Segundo DASTMALCHI et al. (2008), o0 método de DPPH" é um dos métodos
mais comuns para a analise da atividade antioxidante de produtos naturais. Porém, devido
a algumas limitacGes da sua aplicagdo, como solubilidade e problemas de interferéncia
espectrais, ¢ comum utilizar também um método alternativo, como o método TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ou ABTSe+ (acido 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), ORAC (Oxygen radical absorbance capacity), FRAP
(Ferric-Reducing Ability of Plasma), TRAP (Total Radical - Trapping Antioxidant
Parameter), CUPRAC (Cupric ions Cu2+ reducing antioxidant power) e métodos de
peroxidacao lipidica (CIESLA etal., 2012; MOON e SHIBAMOTO, 2009). Desta forma,
como atividade futura, sugere-se também a avaliacdo da atividade antioxidante por algum

método adicional.
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4.7 Caracterizacdo da hialuronidase extraida de testiculos bovinos

Para caracterizar a enzima hialuronidase extraida de testiculos bovinos foram
realizadas a avaliacdo de dosagem de proteina e a avaliagdo de atividade enzimética, antes
e apos a purificagdo com hidroxiapatita. Os resultados sdo apresentados a seguir.

4.7.1 Avaliacdo de dosagem de proteina

A avaliacdo de dosagem de proteina, seguindo o método de Bradford, foi realizada
com o intuito de quantificar o teor de proteinas totais no meio. Este método se baseia na
observacao da mudanca de coloracdo do reagente Azul Brilhante de Coomassie G-250 ao
se ligar na proteina. O método foi utilizado antes e apds a purificagdo com hidroxiapatita.

A curva de calibracdo para dosagem de proteina, Figura 27, foi construida
utilizando-se BSA nas concentracGes de 0,02 g/L a 0,1 g/L e lidas em espectrofotometro

UV-Vis a 600 nm. Todos os pontos foram analisados em triplicata.
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Figura 27: Curva de calibracdo para avaliacdo de dosagem de proteina
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Desta forma, foram obtidos os seguintes valores de dosagem de proteina:3,129 +
0,026 mg/mL para a amostra antes de purificar e 3,042 +0,044 mg/mL para a amostra

apos a purificacao.

Seguindo a mesma metodologia apresentada neste trabalho, GONCALVES
(2007) obteve um teor total de proteinas igual a 25,7 mg/mL para o extrato de
hialuronidase antes da purificacdo com hidroxiapatita e 10,28 mg/mL apds purificacéo.
Essa diferenca de valores pode ser atribuida, em parte, a heterogeneidade de substancias

de procedéncia biologica.

Além disso, foi estudada a cinética de adsor¢do, Figura 28, para verificagdo dos

efeitos da adsorcao das proteinas contaminantes durante a primeira hora de experimento.
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Figura 28: Cinética de adsorcdo das proteinas contaminantes em hidroxiapatita

A partir dos resultados apresentados, pode-se verificar que a adicdo de
hidroxiapatita no meio causou a reducdo do teor de proteinas totais. Em 1 hora de

experimento, cerca de 2,5% de proteinas foram adsorvidas.

Sabendo que o método de Bradford analisa proteina total em solugdo, para a

analise em separado da hialuronidase foi empregado um método especifico para esta
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proteina. Desta forma, foram realizados ensaios de atividade enzimatica da hialuronidase,

utilizando o &cido hialurénico como substrato, conforme apresentado do topico a seguir.

4.7.2 Avaliacéo de atividade enzimatica

Selecionou-se 0 metodo da turbidez para a avaliacdo da atividade enzimaética da
hialuronidase. Este método se baseia na medida de turbidez formada pela interacdo entre
0 &cido hialurdnico e a BSA em meio &cido, a partir da redugdo da N-acetilglucosamina.
A quantificacdo de atividade enzimatica se da a partir de duas reagdes. Na primeira, cujo
tempo de duracdo é de 10 minutos, a hialuronidase cliva o acido hialurdnico. Na segunda,
onde é realizada a quantificacdo da atividade enzimatica, o &cido hialurdnico que nédo
reagiu com a hialuronidase reage com uma solucdo de BSA hidrolisada. Esta reacdo
também tem tempo de 10 minutos e o produto da segunda reacdo € uma solucao turva.

Desta forma, foi construida uma curva de calibracdo (Figura 29) para avaliar a
relacdo entre a concentracdo de hialuronidase e a quantidade de acido hialurdnico

consumido.
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Figura 29: Curva de calibragdo para avaliacdo de atividade enzimética da hialuronidase

81



A partir da curva de calibragéo verifica-se que a turbidez da solugdo aumenta com
0 aumento da quantidade de acido hialurdénico no meio. Isto se da devido & interacdo entre
0 &cido hialurénico e a BSA.

Avaliando a atividade enzimatica do extrato antes de purificar, obteve-se um valor
de absorbancia igual a 0,110 £ 0,004, o que corresponde a um valor de massa de acido
hialuronico de 0,145 mg, de acordo com a curva de calibracdo (y=0,6431x+0,0171
R2=0,9891). Ou seja, dado que a quantidade inicial de acido hialurénico no meio era de

0,2 mg, 0,055 mg de acido hialurénico reagiram com a BSA.

Apos a purificagdo, o valor de absorbancia obtido foi de 0,101 £+ 0,003, o que
corresponde a um valor de massa de &cido hialurdnico de 0,130 mg. Ou seja, 0,069 mg
de &cido hialurénico reagiram com a BSA.

Para o calculo da atividade enzimatica da hialuronidase, utiliza-se a relacao
apresentada em GONCALVES (2007), onde afirma que uma unidade de atividade
enziméatica corresponde a quantidade de enzima que consome 0,75 pg de acido

hialurénico em pH 5,3 a 37 °C no tempo de 10 minutos.

Sendo assim, na Tabela 6 séo apresentados os valores de atividade enzimatica para

ambos 0s casos, antes e apés a purificacao.

Tabela 6: Atividade enzimatica da hialuronidase antes e ap6s purificacdo

Atividade Atividade especifica
(8)) (U / mg hialuronidase)
Apds precipitacdo 73,37 48,24
Apos purificacao 92,72 60,96

Segundo GONCALVES (2007), a atividade da hialuronidase comercial é de 608
U / mg de enzima, aproximadamente 10 vezes maior que o valor obtido neste trabalho

apos a purificacdo com hidroxiapatita.
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De forma a verificar o grau de pureza da hialuronidase obtida, sugere-se que, para

trabalhos futuros, seja realizada adicionalmente a eletroforese da amostra obtida.

4.8  Caracterizacdo das nanocapsulas funcionalizadas

Neste topico sdo apresentados os resultados das trés estratégias de funcionalizacdo
adotadas para este trabalho. Na Estratégia 1 a hialuronidase foi adicionada ao meio
reacional logo apoés a etapa de emulsificacdo. Na Estratégia 2 a hialuronidase e a quitosana
foram adicionadas simultaneamente. Por fim, na Estratégia 3, foi adotada a estratégia de
adsorcdo de proteina na superficie das nanocésulas previamente prontas, seguindo o
procedimento de MONDAL et al. (2015).

4.8.1 Estratégia 1 — Adicao de hialuronidase apds etapa de emulsificacédo

Os resultados obtidos a partir da caracterizacdo do produto seguindo a Estratégia

1 sdo apresentados a seguir. Na Figura 30 € possivel observar a distribuicdo de tamanho
de particulas do produto.

100
80
60

40

Intensidade (%)

20

0

S 5 N O A X A 9P D> X *)
27107\ 10 (DT (7N 2 P A\ Q;b“,\Qb‘*,\be”,\Q)q” NN

Diametro (nm)

Figura 30: Distribuicdo de tamanho de particulas obtida para a Estratégia 1.
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Nota-se que a distribuicdo obtida é multimodal, com a presenca de dois picos,
onde o pico de maior intensidade, localizado em Dp = 16,3 nm, ndo esta em conformidade
com o resultado esperado para esta etapa. Além disso, a amostra apresentou um valor de

indice de polidispersdo igual a 0,233 e potencial zeta igual a -4,92 + 5,73 mV.

Supde-se que a adigdo da hialuronidase apos a etapa de emulsificagdo possa ter
influenciado na reticulagéo, inviabilizando este processo.

4.8.2 Estratégia 2 — Adicao de hialuronidase e quitosana simultaneamente

Os resultados obtidos a partir da caracterizacdo do produto seguindo a Estratégia
2 sdo apresentados a seguir. Na Figura 31 é possivel observar a distribui¢do de tamanho
de particulas do produto.
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Figura 31: Distribui¢do de tamanho de particulas obtida para a Estratégia 2.

Nota-se que a distribuicdo obtida é multimodal, com a presenca de dois picos,
cujos valores de Dp néo estdo em conformidade com o resultado esperado para esta etapa.
Além disso, a amostra apresentou um valor de indice de polidisperséo igual a 0,442 e
potencial zeta igual a -7,32 + 3,98 mV
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Assim como apresentado na Estratégia 1, supde-se que a adig¢do da hialuronidase
durante a formacdo das nanocéapsulas possa ter influenciado no recobrimento com a

quitosana, inviabilizando este processo.

4.8.3 Estratégia 3 — Adsorcdo de hialuronidase na superficie das NCs

E apresentada na Figura 32 a distribuicio de tamanho de particulas da

nanoformulagdo obtida seguindo a Estratégia 3.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Intensidade (%)

195 200 205 210
Diametro (nm)

Figura 32: Distribuicdo de tamanho de particulas obtida para a Estratégia 3.

Com a caracterizagdo das nanocépsulas funcionalizadas foram obtidos os valores
de didmetro médio de particulas igual a 202,9 + 6,7 nm, indice de polidispersdo de 0,004
+ 0,001e potencial zeta de -15,93 £ 1,49 mV.

A curva cinética de adsorcao obtida para 60 minutos de experimento é apresentada
na Figura 33. Os pontos da curva foram obtidos a partir da analise do sobrenadante de
amostras mantidas a 37 °C e 200 rpm durante periodos de tempo entre 0 e 60 minutos. O
teor de enzima presente no sobrenadante foi avaliado com o auxilio da curva de calibracéo
obtida pelo método de Bradford, Figura 27.
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Figura 33: Cinética de adsorcéo de hialuronidase em nanocéapsulas de bisabolol em

matriz de alginato-quitosana

Ao final dos 60 minutos de procedimento obteve-se um valor de eficiéncia de
funcionalizacdo igual a 30,3%, ou seja, 30,3% da hialuronidase adicionada no meio se
adsorveu nas nanocapsulas. A eficiéncia da funcionalizacdo por este método pode ser
melhorada utilizando-se outras concentrag¢fes iniciais da enzima, ou selecionando-se

outras condicOes de pH e forca ibnica.
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CAPITULO V

Conclusoes e Sugestdes

5.1 Conclusdes

Neste trabalho foi realizada a sintese de nanocapsulas de a-bisabolol em matriz de
alginato-quitosana funcionalizadas com hialuronidase. Inicialmente foram sintetizadas as
nanocapsulas ndo-funcionalizadas com tamanho e carga de superficie adequadas para uso

topico.

O encapsulamento foi realizado com sucesso e a interacao idnica entre 0s grupos
amina da quitosana e os grupos carboxila do alginato foi comprovada pela analise
ATR/FTIR. Além disso, as NCs apresentaram uma liberacdo sustentada em 12 horas de
ensaio in vitro. Por meio do estudo de estabilidade fisico-quimica realizado em um

periodo de 75 dias, verificou-se que as NCs permaneceram estaveis.

A atividade antioxidante do ativo foi comprovada pelo método do radical DPPH,
0 que o torna interessante para 0 uso no tratamento de olheiras, visto que substancias que
possuem atividade antioxidante sdo capazes de auxiliar na remo¢do de melanina em
excesso, sendo 0 aumento do depdsito de melanina na regido dos olhos uma das principais

causas de olheira.

Por fim, foi realizada a extracdo da hialuronidase a partir de testiculos bovinos e
foi comprovada sua atividade. A hialuronidase extraida foi utilizada na Gltima etapa deste
trabalho, a etapa de funcionalizacdo das NCs, devido a sua capacidade de tornar a matriz

extracelular da pele menos densa por meio da degradacdo do acido hialurénico.

Dentre as trés estratégias de funcionalizagdo adotadas, selecionou-se a Estratégia
3, a qual produziu os melhores resultados, sendo possivel adsorver 30,3% da
hialuronidase na superficie das NCs, que ao fim do experimento apresentaram 202,9 *
6,7 nm e -15,93 + 1,49 mV de potencial zeta.

Assim, a nanoformulacdo produzida neste trabalho revelou-se Util para a aplicacdo

em tratamento de olheiras.
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5.2 Sugestes para trabalhos futuros

Almejando-se um aprimoramento e futura comercializa¢do na &rea cosmetica das

nanocapsulas sintetizadas nesta pesquisa, propuseram-se as sugestdes listadas a sequir:

o Avaliar a influéncia das interaces dos biopolimeros e da espessura da
casca na liberagéo do ativo encapsulado;

o Avaliar a morfologia das nanocépsulas formadas por meio de analises de
MET (Microscopia Eletronica de Transmissao);

o Avaliar a atividade antioxidante do ativo antes e ap6s o encapsulamento
utilizando métodos alternativos ao DPPH,;

. Realizar analise de DSC nas nanocapsulas para avaliar a interacdo entre
0s componentes das nanocapsulas, de forma a complementar as anélises de FTIR.

. Avaliar o grau de purificacdo da hialuronidase extraida a partir da técnica

de eletroforese;

. Avaliar a atividade antioxidade do ativo apos a funcionalizacéo;
. Realizar ensaios in vivo com intuito de investigar as funcionalidades
desejadas.
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