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RESUMO

As isoflavonas sao fitoestrogenos que desempenham atividades bioldgicas
como estrogénica e inibidora de enzimas reguladoras do ciclo celular, sendo
para aplicacdo topica ressaltada a atividade antioxidante e antitumoral. Dentre
as isoflavonas, a genisteina apresenta atividade bioldgica mais pronunciada,
entretanto, sua baixa hidrossolubilidade dificulta tanto sua incorporacdo em
bases para administracdo tOpica na pele, quanto sua permeacdo passiva.
Assim, o desenvolvimento de sistemas nanocarreadores particulados, como as
nanocapsulas, com o intuito de acentuar suas atividades biologicas e possibilitar
sua administracdo sobre a pele, tornou-se o objetivo desse trabalho. Para tanto,
nanocapsulas de PLA contendo genisteina foram preparadas pelo método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado, caracterizadas e avaliadas
quanto a estabilidade por 90 dias. Posteriormente genisteina livre e
nanoencapsulada foi incorporada em formulacdes tépicas semi-sélidas (gel e
emulsdo) e avaliadas em modelos in vitro, quanto a habilidade de modularem a
penetracdo na pele de suino e membrana sintética. O diametro médio das
nanocapsulas foi 138,5 nm (DPz+ 2,95) e indice de polidispersibilidade de 0,126
(DP+ 0.03). ApGs separacdo da genisteina livre e nanoencapsulada, o farmaco
foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia e demonstrou
89,63% (DP+2,27) de eficiéncia de encapsulacdo, seguido de perda por
vazamento para 63,80% (DP+11,26) em 90 dias. Os testes de permeacéo
demonstraram que a formulacdo em gel contendo genisteina nanoencapsulada
apresentou maior concentragao permeada, havendo diferenga significativa para
todas as formulacfes testadas e semelhanca, apenas entre a quantidade de
GEN remanescente na forma farmacéutica das formulagdes contendo NC em
gel e emulsdo, bem como, entre as quantidades de farmaco retido na pele das
formulagBes contendo genisteina livre em gel e emulsdo. Os parametros
cinéticos das formas nanoencapsuladas demonstraram maior coeficiente de
correlacdo para o modelo cinético de ordem zero, indicando que o fluxo nédo
dependeu de sua concentracdo. As concentracbes de genisteina
nanoencapsulada permeada através da membrana sintética e pele suina
apresentaram diferenca significativa havendo dependéncia com o tempo. Dessa
forma, o estudo realizado demonstrou que o sistema polimérico desenvolvido
apresenta grande potencial para aplicacdo como nanocarreador da genisteina
em sistemas bioldgicos.

Palavras-chaves: Fitoestrogenos; Nanotecnhologia, Nanoparticulas;
Envelhecimento da pele; Antioxidantes.



ABSTRACT

Isoflavones are phytoestrogens that have biological activities such as estrogenic and
inhibiting enzymes that regulate the cell cycle, and for topic application it is
highlighted antioxidant and anticancer activities. Amongst isoflavones, genistein
shows the greatest biological activity, however, its low hydrosolubility damages
incorporation in topic vehicles and passive permeation. Therefore, development of
particulated nanocarrier systems, such as nanocapsules, aiming to increase
genistein biological activities and make topic administration possible, became this
work’s objective. To do so, PLA nanocapsules containing genistein were prepared by
interfacial polymer deposition method, then characterized, and their 90 days stability
was evaluated. Later, free and nanoencapsulated genistein were incorporated into
semi-solid formulations (gel and emulsion) and evaluated by in vitro models using
classical Franz-type diffusion cells, to measure its ability to modulate swine skin and
synthetic membranes penetration. Nanocapsules average diameter was 138,5 nm
(DPx 2,95) and PDI found was 0,126 (DP+ 0.03). After separation of free genistein,
the drug was quantified by HPLC and showed 89,63% (DP+2,27) encapsulation
efficiency, followed by loss by leaking to 63,80% (DP+11,26) in 90 days. Permeation
tests demonstrated that gel formulation containing nanoencapsulated genistein
presented the greatest permeated concentration, and there was significant difference
for all tested formulations and similarity only between genistein quantity reminiscent
in the dosage form of formulations containing gel and emulsion, as well as drug
quantities retained in the skin of gel and emulsion formulations containing genistein.
Nanoencapsulated forms kinetic parameters showed the greatest correlation
coefficient for kinetic of zero order model, indicating that flow didn’t depend on its
concentration. Nanoencapsulated genistein concentrations permeation across
synthetic and swine skin presented significant difference depending on time. Thus,
the study performed showed that the polymeric system developed presents great
potential for application as genistein nanocarrier in biological systems.

Key words: Phyestrogens; Nanotechnology; Nanoparticles; Skin aging;
Antioxidant.
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1. INTRODUCAO

As isoflavonas sdo fitoestrogenos que desempenham inumeras atividades
biolégicas podendo ser ressaltadas aquelas relacionadas a atividade estrogénica e
atividade inibidora de enzimas reguladoras do ciclo celular. Estudos atestam sua
eficacia na terapia de reposicdo hormonal, prevencédo da osteoporose, reducdo do
colesterol plasmatico, acdo antifungica, antioxidante (prevencao do envelhecimento
cutaneo) e antitumoral (mama, prostata e pele, entre outros) (RECORD et al, 1995;
HODGSON et al, 1996; KERRY & ABBEY, 1998; AGUIAR et al, 2002; KIM et al,
2004; STROHEKER et al, 2004; GARCIA-PEREZ et al, 2006; NG et al, 2006; YANG
et al, 2007; DAVIS et al, 2008).

Dentre as isoflavonas, a genisteina apresenta atividade biol6gica mais
pronunciada e, portanto tem sido alvo de muitas pesquisas. Essa isoflavona tem
atraido atencao devido aos potenciais efeitos como quimiopreventivo e como agente
antienvelhecimento. Na pele, a genisteina age como antioxidante, varredor de
radicais livres, radioprotetor, estimulante da sintese de colageno, elastina e acido
hialurdnico. Entretanto, sua baixa hidrossolubilidade em agua dificulta sua
incorporacdo em bases para administracdo tdpica, bem como sua permeacao
através da pele (CAl et al, 1997; MIYAZAKI et al, 2002; AGUIAR et al, 2002,
CLAPAUD et al, 2002; BAUMANN, 2004).

A pele é uma barreira para o ambiente externo que atua contra ataques quimicos e
fisicos. O transporte de substancias através de membranas biolégicas como a pele é
um fendbmeno complexo que envolve interacdes fisicas, quimicas e bioldgicas.
Dificilmente, portanto, a administracdo topica passiva de genisteina culminaria em
sua penetracdo pela pele até as camadas mais profundas e em concentracbes
suficientes para promocédo de atividade biolégica (MOSER et al, 2001; BOUWSTRA
& HONEYWELL-NGUYEN, 2002; DWIECKI et al, 2007).
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Assim métodos que promovam a penetracdo percutdnea de farmacos podem ser
considerados. Dentre esses merecem destaque 0s métodos quimicos,
caracterizados por promotores quimicos de penetracdo sobre a pele, como por
exemplo, etanol, tensoativos, ciclodextrinas e novos sistemas de liberacdo, como
lipossomas, nanoemulsGes e nanocapsulas (MOSER et al, 2001; SCHAFER-
KORTING et al, 2007).

Os sistemas carreadores nanoparticulados apresentam inumeras vantagens na
entrega de farmacos ativos em alvos especificos da pele. Dentre estas podem ser
destacadas: sua associacdo com a superficie da pele, seu pequeno tamanho e seu
favoravel coeficiente de particio com o estrato corneo (SCHAFER-KORTING et al,
2007). Conseqgluentemente, estudos tém sido desenvolvidos a fim de ampliarem o
desempenho, na permeacdo cutanea, de diferentes classes de farmacos
incorporados aos nanocarreadores (MAGHRABY et al, 2000; LAU et al, 2005;
DUBEY et al, 2006; ALVES et al, 2007; NHUNG et al, 2007).

Sendo assim, o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo para
genisteina com o intuito de acentuar suas atividades biol6gicas e possibilitar sua
administracdo sobre a pele tornou-se desafiadora e, portanto, o objetivo desse
trabalho.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estrutura da pele

7z

A pele é o 6rgdo mais extenso do organismo, uma vez que O recobre
externamente em sua totalidade atuando como barreira contra ataques quimicos e
fisicos. Apresenta como funcgéo principal a protecdo, por exemplo, contra a perda de
substancias endogenas, além das adversidades do ambiente como poluicéo,
temperatura, radiacao ultravioleta (UV), umidade e regulacéo da pressdo sanguinea
(BOUWSTRA & HONEYWELL-NGUYEN, 2002; AULTON, 2005).

Histologicamente a pele é formada por trés camadas, a epiderme, derme e
hipoderme, as quais estdo organizadas de forma sobreposta e interdependente
(Figura 01).

'Epiderme

Derme

Hipo-
derme

Figura 01- Esquema ilustrativo da estrutura da pele. Fonte: LAMOREA. Transporte através da pele,
2006. llustracao.

A epiderme é a camada mais superficial e encontra-se em contato direto com

o exterior. E um epitélio estratificado, avascular, que mede entre 0,04 a 1,6 mm de
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espessura, sendo composta primordialmente por queratindcitos, células que se
diferenciam num processo denominado queratinizagdo. Este processo gera
diferentes estratos ou camadas, denominados de estrato germinativo ou basal,
estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato corneo (Figura 02) (LEPORI, 2006;
SCHAFER-KORTING et al, 2007).

%esmﬂg corne
. camada granulosa

- § ' camada espinhosa

. . . camada bagal

Camada comea

Camada granulosa Epiderme
Camada espinhosa
_Camada Basal

Vasos
sangillineos

Figura 02- Esquemas da estrutura da epiderme. a) Histologia celular e b) Esquema ilustrativo. Fonte:

WEN. Estrutura completa da pele, 2006. llustracao.

Dentre os estratos epiteliais, o estrato cérneo € a camada mais externa e
principal barreira contra a penetracdo de substancias na pele, com espessura de 5-8
pum no total. Ele é constituido por um sistema de dois compartimentos heterogéneos
compostos por queratindcitos e matriz lipidica. Os queratindcitos (ou cornedcitos)
Sao compostos por queratina embebidos em uma matriz intracelular, a qual confere

by

resisténcia quimica e fisica ao tecido, bem como plasticidade a pele. Entretanto
quando o0s cornedcitos perdem agua, a pele se torna quebradica, e a
impermeabilidade é comprometida. Ja a matriz lipidica € organizada em bicamadas
lamelares e as principais classes de lipideos encontradas no estrato corneo sao
ceramidas, acidos graxos livres, esterdis e triacilglicerois, podendo variar, nas

diferentes areas do corpo, de 3 a 46%, em relacdo ao peso total do estrato corneo
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(HADGRAFT 1996, 2004; ASBIL et al, 2000). Elias (1991) descreveu a estrutura do
estrato corneo como uma “parede de tijolos”. Os cornedcitos repletos de queratina
seriam os tijolos hidrofilicos, enquanto os lipidios intercelulares seriam o cimento
hidrofébico, os quais, de acordo com BOMMANNAN e colaboradores (1990) sdo os
principais responsaveis pela funcdo de barreira & perda de agua e entrada de
substancias no estrato cérneo. Portanto, a permeabilidade na epiderme €
dificultada, devido a presenca das bicamadas lipidicas e dos queratinécitos
(FINKELSTEIN, 1976; ELIAS et al, 1981; VAN DEN BERGH et al, 1997; BONTE et
al, 1997). Entretanto, nanoporos hidrofilicos entre os cornedcitos, de 20nm em
média, ndo excedendo 100nm sao relatados. Esses nanoporos tubulares podem ser
alterados por detergentes e acidos graxos podendo favorecer a penetracdo de
substancias. Em geral, porém, alteracfes induzidas por detergentes sédo associadas
a irritacdes que podem resultar em dermatites severas (BARRY, 2002 e 2004,
CEVC, 1998 e 2004).

A derme interpbe-se entre a epiderme e o tecido subcutaneo; € uma camada
de espessura variavel (1,0mm-2,0mm) e muito vascularizada. E um tecido conjuntivo
e especializado constituido por células e proteinas fibrosas (colageno, elastina e
reticulina) embebidas em uma substancia de fundo amorfa composta por
mucopolissacarideos. Nela estdo presentes todos 0s acessorios epidérmicos como
os foliculos pilosos, as glandulas sebaceas e as glandulas sudoriparas. O
suprimento vascular da derme regula a temperatura, a pressdo e a nutricdo do
tecido (AULTON, 2005; LEPORI, 2006).

O tecido subcutaneo ou hipoderme € uma camada adiposa situada abaixo da

derme com funcéo protetora e isolante (AULTON, 2005).

2.2. Pele como via para liberacdo de farmacos: penetracédo e absorcado cutanea

A pele tem sido usada como via para liberacdo de farmacos ha muitos anos,
sendo que nas ultimas décadas, os avancos referentes ao processo de penetracéo
de substancias por ela e através dela tém sido bastante consideraveis (HADGRAFT
et al, 2005).

A producao da acado terapéutica em sitios especificos do tecido epidérmico &

o resultado esperado para uma terapia dermatolégica, podendo ocorrer desde a
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superficie da pele até a epiderme viavel ou parte superior da derme, sendo para
tanto, requerida a penetracdo do farmaco na pele por difusdo ou absorcao
percutanea (ALLEN JR. et al, 2007).

O estrato corneo é a barreira que limita a velocidade e restringe o0s
movimentos de entrada e saida de substancias quimicas da pele. Devido a sua
natureza densa, os valores dos coeficientes de difusdo neste tecido s&o muito
reduzidos se comparados com outros tecidos, o que resulta em grande resisténcia e
impermeabilidade geral (LACHMAN et al, 2001). Um farmaco pode atravessar a
epiderme através de trés diferentes vias (figura 03) (MOSER et al, 2001; BARRY et
al, 2001 e 2002):

> Via Intercelular: o farmaco difunde-se ao redor dos cornedcitos,

permanecendo constantemente dentro da matriz lipidica;

» Via Transcelular: o farmaco passa diretamente através dos cornedcitos e da

matriz lipidica intercelular intermediaria;

» Via Apéndices (foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas, poros e
imperfeicdes): rotas paralelas nas quais os farmacos polares, cristalinos, de

baixo peso molecular e tamanho de 3,0-10,0um podem permear.

Via Transcelular Via Intercelular Via Apéndices

Foliculo piloso
Glandula sudoripara /

Membrana ,/(‘itqi asma

Plasmitica / Celular Amw Ceramida
y B 9 ‘,'/r—\"\\_ /\\\[\({) ! v/, :
: = O
W/ S )
4§ 1> Epmo O
Qua":ﬁna —— Lipido Agn UT::O Graso t;ole»teﬂ)l

Figura 03- Rotas de penetracdo de farmacos através do estrato corneo. Adaptado de MOSER et al,
2001 e BARRY et al, 2002.
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Os principais determinantes para a via especifica, que uma substancia pode tomar,
dependem primordialmente das propriedades fisico-quimicas do farmaco e das
condicGes da pele. Entretanto, em condi¢cdes apropriadas, a via de permeabilidade
pode ser alterada. E possivel compreender esse fato a partir da aplicacdo de uma
substancia na superficie da pele, para a qual, inicialmente, a difuséo inicial deve ser
potencialmente maior através dos apéndices do que através do estrato corneo.
Contudo, ap0s o estabelecimento do estado estacionario de difusdo, a via
predominante deve ser alterada em direcdo a matriz do estrato cérneo (LACHMAN
et al, 2001).

A difusdo epidérmica € um processo passivo reconhecido como a primeira
fase da absorcéo percutanea e a absorcéo do farmaco a partir da derme, a segunda
fase. O processo passivo é considerado simples, pois a velocidade de difusdo de um
farmaco depende somente de suas caracteristicas fisico-quimicas, do meio que o
contém e de condi¢cBes da pele. Dentre os fatores de penetracdo da pele, referentes
ao farmaco, aqueles que mais se destacam sdo a sua concentracao no veiculo, seu
peso molecular, sua solubilidade aquosa, do coeficiente de partilha 6leo/agua (entre
0 estrato cOrneo e o veiculo) e pKa. Variaveis fisiol6gicas, como por exemplo, as
condicdes da pele, ou seja, sua integridade, idade, area a ser tratada, espessura e
hidratacdo, entre outros, também influem na penetracdo (LACHMAN et al, 2002;
ALLEN JR. et al, 2007).

Apbs a passagem do farmaco pelo estrato cérneo, este podera atingir mais
facilmente a derme a partir de sua permeacdo através das demais camadas
epidérmicas. Se atingir a camada vascularizada da derme, tornar-se-a disponivel a
absorcao na circulacao geral. Nesta, o farmaco sera diluido e distribuido com pouco
aumento de sua concentracao sistémica. A absorcdo do farmaco a partir da derme,
conhecido como a segunda fase da absorcdo percutanea, é considerada mais
complicada que a primeira, pois depende de fatores como o fluxo sanguineo efetivo,
o movimento do fluido intersticial e dos linfaticos, além de outros fatores
dependentes da constituicdo dérmica (LACHMAN et al, 2002).
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2.3. Promocdao da penetracdo cutanea de farmacos

Para serem eficazes, os agentes aplicados topicamente devem penetrar a
pele até o local de acdo. Para tanto, devem estar associados a outros componentes,
ja que sozinhos, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, podem ser
impedidos pela barreira da pele (HUANG et al, 2005).

Os produtos farmacéuticos aplicados na pele podem ser divididos em
sistemas dermatologicos e transdérmicos. As formulacdes dermatolégicas tém como
objetivo o tratamento local de doencas na pele, enquanto os transdérmicos podem
ter finalidade local ou sistémica. Embora possuam caracteristicas e objetivos
distintos, a eficacia de ambos dependera da liberacdo do farmaco da formulagcédo que
0 contém e de sua penetracao/difusdo pelas camadas da pele (HUANG et al, 2005;
ALLEN JR. et al, 2007).

As formulacbes dermatolégicas sdo geralmente liquidas ou semi-solidas
(pomadas, cremes, logcdes, géis e solucbes) e tratam patologias instaladas em
diferentes camadas da pele ou em apéndices cutaneos, sendo sua eficacia
dependente da concentracdo do farmaco nesses locais. Assim, o farmaco deve
vencer a barreira do estrato corneo e atingir as camadas mais profundas, sem que
haja permeacdo e absorcdo sanguinea. As classes de farmacos normalmente
presentes nessas preparacbes sdo antibidticos, antifingicos, corticosteréides,
retindides, agentes antinflamatorios, anestésicos locais entre outros (ALLEN Jr et al,
2007).

Os sistemas transdérmicos vém ganhando destaque devido a grande adeséo
dos pacientes ao tratamento. Quando apresenta finalidade sistémica sdo capazes de
promover a diminui¢do das variacdes plasmaticas do farmaco; anular a variabilidade
da absorcdo oral;, anular o metabolismo pré-sistémico; diminuir a incidéncia de
efeitos colaterais, devido a auséncia de picos de concentracdo; possibilitar a
imediata interrupcdo da administracdo e apresentar disponibilidade de tecnologia
para formulacdo de adesivos confiaveis e confortaveis ao uso (MARTINS & VEIGA,
2002; AMELLER et al., 2004; GODIN & TOUITOU, 2007). Entretanto essa via pode
apresentar limitacdbes como, a funcédo barreira do estrato cérneo, o intervalo de
tempo entre a administracéo e o alcance de concentracdo terapéutica (Lag time), a
possibilidade de irritagdo local, bem como de desencadear tolerancia e/ou

resisténcia, além de exigir caracteristicas especificas para os farmacos candidatos.
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Os farmacos veiculados nesses sistemas devem ser muito potentes, nao irritantes,
com tempos de meia-vida curtos, que nao sofrem metabolizacdo na pele, nao
induzem tolerancia, dotados de certa lipofilia, ndo ionizaveis e com baixo peso
molecular. Alguns exemplos desses farmacos sdo clonidina, nicotina e estradiol
(MARTINS & VEIGA, 2002; AULTON, 2005).

A guantidade de farmaco presente nas camadas da pele dependera da
eficiéncia relativa aos processos de liberacdo do farmaco da formulacdo que o
contém e penetracdo da substancia ativa nas camadas da pele (LACHMAN et al,
2001).

Com o objetivo de melhorar as baixas razdes de penetragdo cutanea, pesquisas no
campo da tecnologia farmacéutica investigam diferentes possibilidades. De acordo
com a 12 Lei de Fick existem duas estratégias basicas de promoc¢ao da penetracao
de farmacos (HIGUCHI, 1961; HADGRAFT et al, 1996):

» Aumento do coeficiente de difuséo;
» Modificacdo da solubilidade do farmaco.

Dessa forma, € possivel compreender a influéncia de promotores quimicos de
penetracdo sobre a pele, ou seja, adjuvantes capazes de permear ou interagir com o
estrato corneo. Eles reduzem a habilidade do farmaco em interagir com o0s
constituintes estruturais da pele, e consequentemente minimizam a resisténcia da
pele a difusdo do farmaco aumentando seu transporte através das camadas
epiteliais. Os promotores quimicos incrementam a atividade termodindmica do
farmaco resultando no aumento de seu fluxo (HIGUCHI, 1962; MOSER et al, 2001,
MARTINS & VEIGA, 2002).

De acordo com a Teoria de Particdo (Lipid-protein-partitioning theory- LPP), os
promotores podem normalmente agir a partir dos seguintes mecanismos
(HADGRAFT et al, 1996 e 2004; ASBIL et al, 2000; MOSER et al, 2001) :

» Aumento da fluidez nos dominios lipidicos intercelulares;

» Interacdo ou desnaturacdo das proteinas intracelulares, por exemplo, a

gueratina;

» Cosolvéncia ou alteracéao do coeficiente de particdo dos farmacos.
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Diferentes substancias e estruturas podem auxiliar na penetracdo de moléculas
bioativas através da pele, por aumentarem a fluidez das membranas biolégicas ao
alterar sua estrutura lamelar. Na figura 4 esta apresentado um esquema que
representa os locais de acdo dos promotores de permeacdo nos lipidios
intercelulares do estrato cérneo, os quais na bicamada lipidica agem através de
alteracbes nas cabecas polares e cadeias hidréfobas da bicamada, de modo
reversivel, ou seja, a mudanca de ordenamento (como estado normal dos lipidios
intercelulares, responsavel pela funcdo barreira) para desordem relativa provocada
por um promotor de permeacdo (HADGRAFT et al, 1996; SUHONEN et al,1999,
apud MARTINS & VEIGA, 2002).

Vale ressaltar que, caracteristicas como toxicidade, grau de irritacdo cutanea,
estabilidade quimica da formulacéo e reversibilidade dos efeitos sobre a pele, devem
ser considerados na escolha dessas substancias. Sdo exemplos de promotores de
penetracdo: etanol, alcoois graxos, acidos graxos insaturados, aminas e amidas,
terpenos, tensoativos, ciclodextrinas, lipossomas e nanoparticulas (LOFTSSON &
MASSON, 2001; LIRA et al, 2004; BETZ et al, 2005; ALVES et al, 2007,
GUTIERREZ et al, 2008).
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Figura 04- Esquema representativo dos locais de a¢do dos promotores de permeacao e reducdo das
energias de interagdo dos lipidios intercelulares do extrato corneo. Fonte: Adaptado de SUHONEN et
al, 1999, apud MARTINS & VEIGA, 2002).

De acordo com a 12 Lei de Fick, outra maneira dos excipientes modificarem a

permeabilidade da pele é alterando os parametros de solubilidade desta em relagéo
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ao permeante, assim, quando a solubilidade do agente permeante na pele é
aumentada observa-se aumento do fluxo. Dessa forma, a permeacdo de farmacos
através do estrato cérneo pode ser descrita pela Lei de Fick (HIGUCHI, 1962; BACH
& LIPPOLD, 1998a; MARTINS & VEIGA, 2002):

-dcy = Ky x Cy = Dg X PCgv X A XCy (1)
dt I Vv
J=PgXcy= DB X PCE/VX Cy (2)
I
PC gy = Css )
Csv

J=DpXCsg X Cv (4)
| Csv

Em que:

cv— concentracdo do farmaco no veiculo

-dcy/dt — velocidade do decréscimo da concentracdo de farmaco no veiculo
Ky — constante de permeabilidade

Dg — coeficiente de difusdo do farmaco

PCgn — coeficiente de particdo do farmaco entre o estrato cérneo e o veiculo
A — area de aplicacao

Vy — volume de veiculo

Ps — permeabilidade do estrato cérneo
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Css — solubilidade do farmaco no estrato cérneo
Csv — solubilidade do farmaco no veiculo

J — fluxo de farmaco

| — espessura da camada cérnea

O fluxo de farmaco, J, representa a quantidade de farmaco que permeia por
unidade de tempo e por unidade de area. A velocidade de permeacéo e o fluxo sédo

diretamente proporcionais a permeabilidade do farmaco na barreira (Pg).

Se o coeficiente de particdo (PCgn) Na equacéo (2) for substituido pela equacéo (3),
obtemos a equacao (4). Em consequéncia, o fluxo de farmaco através da pele, J,
aumenta com: o incremento do coeficiente de difusdo do farmaco na barreira (Dg) €
com a solubilidade do farmaco na barreira (csg ); 0 aumento de concentracdo de

farmaco no veiculo (cy) ou com o decréscimo da sua solubilidade no veiculo (csy ).

Portanto, torna-se notoria a importancia dos promotores quimicos de penetracéo
sobre a pele, que ao minimizarem a resisténcia da pele a difusdo do farmaco
aumentam seu transporte através das camadas epiteliais. Entretanto, nenhum
promotor de permeacao por si s6 possui todas as propriedades requeridas, embora,
muitos promotores exibam varios destes atributos e vém sendo testados
(HADGRAFT et al, 1996; PAULA et al, 1996; BACH & LIPPOLD, 1998a; AULTON,
2005; ANJOS & ALONSO, 2008).

2.4. Avaliacédo biofarmacéutica de formulacdes semi-sdlidas

Conforme visto anteriormente, a administracdo de medicamentos ou
cosmeticos pela via cutanea tem por objetivo, tanto a obtencdo de acéo topica como
sistémica. Para a acdo de um produto dermatoldgico destinado ao tratamento de
patologias cuténeas, superficiais ou profundas, é necessario que o farmaco se
apresente retido na pele, com relativo fluxo através dela (Shah et al, 1992 apud Sato
et al, 2007).

7

Dessa forma, o conhecimento sobre a permeacdo de farmacos na pele é

imprescindivel e testes de permeacgdo cutanea tornam-se necessarios. Os testes
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clinicos podem ser precedidos por testes in vitro, ndo devendo ser substituidos por
esses, ja que permitem entender alguns fenbmenos que ocorrem entre a aplicagdo
do produto e sua difusdo cutdnea, de maneira pratica e rapida, mas sem a
interferéncia de fatores bioldgicos, sendo, portanto, indicados na avaliacdo da
difusdo de farmacos e fornecimento de modelos Uteis para a avaliacdo da absorcao
cutanea em humanos (OECD n° 428, 2004).

2.4.1. Liberacdao in vitro

Os métodos in vitro séo técnicas valiosas para a triagem e medidas de fluxo,
coeficiente de particdo e difuséo, ja que as condicbes do experimento podem ser
controladas (AULTON, 2005).

De acordo com Flynn e colaboradores, 1999, os estudos in vitro também
encontram aplicagdo no controle de qualidade de uniformidade de lotes de produtos
dermatologicos na industria farmacéutica. Entretanto, deve-se ter a cautela quanto a
extrapolacédo dos resultados obtidos para situacgdes in vivo. Com a metodologia in
vitro pode-se fazer uma selecao prévia das formulacdes antes da realizacdo de
testes clinicos (SATO et al, 2007).

Dentre os testes in vitro usados em preparacdes topicas podem ser
mencionados os testes de liberacdo através de dissolucdo e permeacédo por células
de Franz. No primeiro, o teste faz um paralelo com o teste de dissolucdo de formas
farmacéuticas solidas (SHAH et al, 1998). Os principios de aplicacao do teste para
preparacdes transdérmicas pode ser realizado com os aparatos 5, 6 e 7 da
Farmacopéia Americana (USP 31, 2007). No entanto, diversos artigos, assim como
as orientacdes do FDA para a industria (1998) e a OECD n° 428 (2004) preconizam
0 uso de células de difusdo como a célula de Franz, equipada com membrana, para
determinar a liberacao in vitro de formulagfes tdpicas, como cremes, géis, locdes e
sistemas transdérmicos (U.S.FDA/CDER, 1998; GUIDANCE FOR INDUSTRY, 1998;
HADGRAFT et al 1996; FLYNN et al., 1999; OECD n°428, 2004; BEMVINDO et al,
2006; CORNELIO et al, 2007).

A célula de Franz segue o modelo bicompartimental das células de difuséo,
possuindo um compartimento contendo o farmaco (doador) e outro, contendo uma

solucdo onde o farmaco é soluvel, separados por uma membrana natural ou
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sintética. A solucdo receptora, em condicdes sink, que simula o suprimento
sanguineo, deve ser agitada, enquanto o compartimento doador pode ser fechado
ou aberto as condi¢cbes ambiente ou a temperatura e umidade controladas (Figura
5). A formulacéo teste pode ser um sélido depositado a partir de um solvente volatil,
um liquido, um semi-solido, um filme ou um dispositivo contendo o farmaco. Esse
produto deve ser colocado na parte acima da membrana, no compartimento doador.
A passagem do farmaco pela membrana para o compartimento receptor deve ser
monitorada através da analise de amostras do liquido receptor coletadas em
diferentes tempos. O grafico de quantidade de farmaco acumulado no meio receptor
em funcao do tempo fornece o perfil de liberagéo, e o fluxo de passagem do farmaco
a partir da formulacdo para a solucéo receptora € representado pela inclinacdo da
reta da curva (BACH & LIPPOLD, 1998b; FLYNN et al, 1999; HANSON RESEARCH
CORP, 2003; OECD n°428, 2004; AULTON, 2005).

Compartimento doador Disco de acrilico

Membrana - Bolacha dosadora

[: — Saida da amostra

Solucao receptora

Camisa jaquetada

para aquecimento :

Rarra mannética | Entrada para reposicao

da solucéo receptora

Figura 05- Células de difusao de Franz. Fonte: Adaptado de Hanson Research Corp, 2003.

Diferentes parametros podem influenciar a taxa de liberacéo in vitro, como as
caracteristicas da membrana empregada e a composi¢cdo da solucdo receptora. As

membranas podem ser de origem sintética ou natural. Os materiais mais usados
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para membranas sintéticas sdo acetato de celulose, nitrato de celulose, borracha de
silicone ou miristato de isopropila, polissulfonas, polipropileno, poliacrilato de
polivinila, ou até sistemas lamelares que mimetizam os lipideos intercelulares do
extrato corneo (BACH & LIPPOLD, 1998a; FLYNN et al, 1999; TOSCANO et al,
2001; AULTON, 2005; ANTONIO et al, 2007; BORGIA et al, 2008). Entretanto, como
essas membranas néo sao tdo complexas como a pele, alguns estudos direcionam a
utilizacdo de pele natural (FLYNN et al,1999; OEDC n°428, 2004; SATO et al,
2007).

As peles naturais podem ter origem animal ou humana. Se animal deve ser
comprovada sua semelhanca a pele humana, bem como especificadas as espécies
e regides do corpo do animal utilizadas. Peles dissecadas de ratos, camundongos e
cobaias (normais e sem pélos), coelhos, hamsters, porcos, caes sem pélos, cobras e
macacos tém sido utilizadas. Entretanto, como a pele de mamiferos varia
consideravelmente quanto ao extrato corneo e o numero e densidade de apéndices,
o0 mais recomendado tem sido a utilizacdo de pele humana obtida por autdpsias,
amputacdes ou cirurgias estéticas. Dessas, podem ser usados estrato corneo,
epiderme, pele sem a derme ou a pele integra fixada na célula de difusdo. Ainda
existem peles reconstruidas em laboratério, dentre as quais podem ser citadas
Epiderm ™, Episkin® e SkinEthic®, entretanto, estudos mencionam o favorecimento
da penetracdo nessas membranas (SHAH et a., 1998; FLYNN et al,1999; FRANZ et
al, 2003; OEDC n°428, 2004; AULTON, 2005; SCHREIBER et al, 2005;
HABERLAND et al, 2006; GODIN & TOUITOU, 2007; ANTONIO et al, 2007;
BORGIA et al, 2008).

Quanto a composicdo da solucdo receptora, de acordo com a OECD n° 428
(2004), deve ser garantida adequada solubilidade do farmaco testado, de modo que
a solucdo ndo aja como um fator limitante para o transporte do farmaco. Sua
recomendacdo € a utilizagdo de fluidos fisiol6gicos como meio receptor, como por
exemplo, solucao fisiologica ou tampéao fosfato (pH 7,0 e 7,4). Entretanto, diversos
estudos utilizam outros meios, quando o farmaco € insolavel em agua, por exemplo,
meios contendo tensoativos ou solventes organicos que garantam a solubilidade
adequada para manutencéo da condicéo sink (LIRA et al, 2004; CORNELIO et al,
2007).
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Vale reforcar que o teste de liberacéo in vitro, sozinho, ndo deve ser aplicado
na avaliacdo de biodisponibilidade/bioequivaléncia de formulagbes dermatoldgicas
(U.S.FDA/CDER, 1998). De acordo com Sato e colaboradores (2007), a contribuicdo
do estudo de permeacdo in vitro quanto a avaliacdo de propriedades
farmacocinéticas de formulacbes e no desenvolvimento farmacotécnico €
inquestionavel, pois representa um procedimento prético, rapido e de baixo custo,
entretanto, o objetivo do teste ndo é mimetizar o comportamento in vivo, mas
apresentar indicativos da avaliacdo da difusdo de farmacos fornecendo assim,
modelos Uteis para a avaliacdo da absorcdo cutdnea em humanos (OECD n° 428,

2004).

2.5. Nanotecnologia e liberagcdo controlada de farmacos

Dentre os promotores quimicos, 0s sistemas carreadores nanoparticulados tém sido
amplamente estudados por apresentarem vantagens na entrega de farmacos ativos
em alvos especificos da pele (SCHAFER-KORTING et al, 2007). Assim, informacdes
gerais sobre nanotecnologia foram abordadas, seguidas de detalhada revisdo

bibliografica acerca de nanoparticulas poliméricas.

A nanotecnologia esta ligada a manipulacdo da matéria em escala nanométrica com
0 objetivo de criar novos materiais e desenvolver novos produtos e processos.
Nessa escala, os atomos revelam caracteristicas peculiares, o que explica o
interesse dos pesquisadores pelos nanomateriais. Multidisciplinar por natureza, a
nanotecnologia tem o potencial de revolucionar amplamente varios campos
tecnologicos e cientificos e por isso tem sido aplicada em diferentes areas como,
materiais eletrdénicos, catalise, bioencapsulacao, liberacdo controlada de farmacos,
entre outras (FREITAS & MARCHETTI, 2005; KAWASAKI & PLAYER, 2005).

A ciéncia farmacéutica passou a aplicar a nanotecnologia, nos anos 80, dando inicio
a uma revolucdo na administracdo de medicamentos no organismo. Esta fez com
gue um farmaco incorporado num sistema nano-estruturado conseguisse atingir
orgdos que apresentam patologias, como infec¢des e inflamagBes que néo seriam
atingidas através de medicamentos convencionais (ANDREO-FILHO & OLIVEIRA,
1999; SCHAFFAZICKI & GUTERRES, 2003; REIS et al, 2006; POHLMANN et al,
2008).
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Assim, a utilizacdo da nanotecnologia como ferramenta para a liberacdo
controlada no sitio de acdo especifico, de agentes farmacologicamente ativos,
mantendo a concentracdo plasmastica efetiva através de minimas doses, tem sido
objetivo dos pesquisadores. Para tanto, diferentes nanoparticulas vém sendo

estudadas objetivando a liberagédo de farmacos.

2.6. Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas sdo sistemas, de natureza coloidal, preparadas a partir de polimeros
(biodegradaveis ou ndo). O tamanho dessas particulas varia entre 10 e 1000 nm,
contudo quando maiores sédo denominadas microparticulas. O farmaco dissolvido ou
disperso € encapsulado na nanoparticula e dependendo do processo utilizado para o
preparo destas, nanoesferas ou nanocapsulas podem ser obtidas (SCHAFFAZICKI
& GUTERRES, 2003; REIS et al, 2006) (Figura 6).



Figura 06 — A: Representacdo esquematica de nanoesferas (Al) (sistema de matriz) e
nanocépsulas (A2) (sistema de reservatorio); B: Microscopia eletrbnica de transmissdo de
nanoesferas de Poli (4cido latico-co-glicélico) contendo Xantona (B1) e 3-Metoxixantona (B2)
(escala: 150nm); C: Microscopia eletronica de transmisséo de nanocapsulas de Poli (4cido
latico) com membrana polimérica estimada a 10 nm. Area do ndcleo estimado em 125nm (C1)
e 115nm (C2). Adaptado de SCHMALTZ et al, 2005; TEIXEIRA et al 2005 e RUBE et al, 2005.
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Nanoesferas sdo sistemas nos quais os farmacos encontram-se retidos ou
molecularmente dispersos no interior da matriz polimérica ou ainda adsorvidos na
sua superficie. Ja nanocapsulas sédo sistemas vesiculares constituidos por um
invélucro polimérico disperso ao redor de um nucleo, no qual os farmacos séo
encerrados, dissolvidos na cavidade aquosa ou oleosa, e/ou adsorvidos a parede
polimérica. Pode ser considerado um sistema reservatorio (SCHAFFAZICKI &
GUTERRES, 2003; REIS et al, 2006).

De maneira geral, as aplicacbes de sistemas micro/nanoparticulados sdo possiveis
gracas as propriedades destes sistemas em isolar o agente ativo do meio externo, e
até certo ponto possibilitarem o controle da liberacdo destes agentes nho momento
pretendido. Tais aplicacdes estdo sendo usadas e testadas com os mais diferentes

objetivos:
» Mascaramento de sabor (TARVER, 2006);

> Protecdo de farmacos labeis: vitaminas, hormonios, isotretinoina
(BOUCHEMAL et al, 2004; DUBEY, et al, 2006; DINIZ, 2008; );

» Liberacdo sustentada e controlada: antibacterianos, antineoplasicos,
antinflamatorios, imunossupressores (NHUNG et al, 2007; ALVES et al, 2005;
LAU et al, 2005;LIU et al, 2005)

» Vetorizacao de farmacos (BHARALI et al, 2005);

» Biotecnologia: diagnosticos, terapia génica, biosintese (NIEMEYER, 2001;
WEISSLEDER et al, 2005).

Sistemas nanoparticulados sdo geralmente constituidos por matrizes
poliméricas, no entanto, podem também ser obtidos, utilizando-se proteinas, ceras e
lipideos. Varios polimeros tém sido utilizados no preparo de nanoparticulas, dentre
0S (quais polimeros naturais ou sintéticos, hidrofilicos ou hidrofébicos,
biodegradaveis ou néo biodegradaveis (Quadro 1) (ANDREO-FILHO & OLIVEIRA,
1999; MOINARD-CHECOLT et al, 2008, LEGRAND et al, 2007).

Sistemas obtidos com polimeros hidrofilicos sdo normalmente utilizados
quando se pretende a liberacdo do farmaco em curto periodo, jA que as
micro/nanoparticulas constituidas por polimeros hidrofilicos ndo necessitam sofrer

qualquer degradacéo para se dissolverem no meio biolégico. Ao contrario, sistemas
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contendo polimeros biodegradaveis necessitam sofrer algum tipo de reacdo no
organismo. Particulas obtidas com essa classe de polimeros possibilitam maior
controle na liberacdo de farmacos, uma vez que alguns desses se decompdem em
poucas horas, outros podem resistir a degradacdo durante dias ou semanas
(ANDREO-FILHO & OLIVEIRA, 1999). Portanto, as propriedades quimicas e fisico-
quimicas da particula, bem como do polimero sdo de grande importancia e podem
influenciar a elaboracéo de sistemas micro/nanoparticulados quando se pretende a
liberacdo controlada, prolongada ou vetorizacdo de farmacos. Dessa forma, o
farmaco passa a ser dependente do sistema no qual ele esta contido (SOPPIMATHA
et al, 2001; AHSAN, et al 2002).

Quadro 01: Polimeros utilizados no preparo de nanoparticulas. Fonte: ANDREO-
FILHO & OLIVEIRA, 1999; MOINARD-CHECOLT et al, 2008, LEGRAND et al,
2007.

Naturais Sintéticos
Albumina Poli(cianoacrilato de alquila) (PACA)
Colageno Poliésteres: Poli(acido latico) (PLA)
Gelatina Poli(acido glicélico) (PLG)
Polissacarideos: Celulose Poli(acido latico-co-glicolico)
Quitosana (PLGA)
Alginatos Poli(e-caprolactona) (PCL)

2.6.1. Métodos de preparo

Os meétodos para obtencao desses sistemas podem ser divididos em dois grandes

grupos: baseados na polimerizagdo de mondmeros (meétodos quimicos) ou na
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precipitacdo de polimeros pré-formados (métodos fisicos ou fisico-quimicos).
Desses, alguns podem ser destacados: métodos quimicos (polimerizacao/
policondensacdo/ copolimerizacdo interfacial), métodos fisicos ou mecanicos
(revestimento em leito fluidizado, centrifugacdo multiorificio, revestimento em
turbinas e spray drying, dentre outros), métodos fisico-quimicos (processos de
coacervagao/ separacdo de fases, evaporagdo do solvente, dentre outros)
(ANDREO-FILHO & OLIVEIRA, SOPPIMATHA et al, 2001; BOUCHEMAL et al,
2004; KOO et al, 2005; RUBE et al, 2005; REIS et al, 2006; ANTON et al, 2008).

O método fisico spray drying, aléem de ser utilizado para a obtencdo de particulas,
também pode ser aplicado para a secagem de suspensdes de particulas preparadas
por outros métodos. Nesse processo as particulas sédo obtidas a partir da secagem
de uma solucdo ou dispersdo do polimero com o farmaco, sendo esse liquido
atomizado na forma de pequenas goticulas, em meio a uma corrente de ar aquecido,
onde cada goticula seca forma uma particula individual (ANDREO-FILHO &
OLIVEIRA, 1999; REIS et al, 2006).

Os métodos fisico-quimicos compreendem diferentes técnicas, dentre as quais
aquela utilizada por Bouchemal e colaboradores (2006), que prepararam
nanocapsulas poliméricas combinando um simples estagio de emulsificacdo seguido
de uma reacdo de polimerizacdo interfacial (método quimico). A emulsificacéo
espontanea foi rapida gerando vesiculas oleosas de 100 a 400nm, nas quais
ocorreram subsequentemente uma reacao de policondensacdo, demonstrando ser

este, um método interessante para prepara¢do de nanoparticulas poliméricas.

Ja Moinard-Chécot e colaboradores (2008) prepararam nanoparticulas apresentando
de 100 a 500nm, através do método fisico-quimico de emulsificacdo/difusdo do
solvente. Nesse processo dois solventes parcialmente misciveis foram emulsionados
convencionalmente, seguido da eliminacdo do solvente orgénico presente na fase
oleosa, fase esta que continha o polimero PCL. Essa etapa causou a separacao do
polimero e reducdo do tamanho da particula e foi seguida da evaporacdo do

solvente através de presséao reduzida.

Outro processo explorado € a coacervacao que ocorre devido a separacao de fase
de um ou mais hidrocoldides e subsequente deposicdo desses sobre o farmaco
suspenso ou emulsionado no meio, dando origem a fase coacervada. Pode ser

simples (devido a mudancas de pH, for¢a idnica, polaridade do meio ou temperatura)
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ou complexa (devido a adicdo de outro coldide de carga oposta) (ANDREO-FILHO &
OLIVEIRA, 1999; REIS et al, 2006).

Outras técnicas fisico-quimicas tém sido descritas para a preparacao de dispersdes
coloidais contendo nucleo oleoso. Dentre essas incluem salting-out,
emulsificacdo/evaporacdo e nanoprecipitagdo, as quais envolvem um solvente
organico, como fase interna, e um solvente aquoso contendo estabilizante,
constituido de meio dispersante para as nanoparticulas (ANDREO-FILHO &
OLIVEIRA, 1999; SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003; REIS et al, 2006)

O método salting-out se baseia na separacdo de um solvente miscivel em agua,
como por exemplo, a acetona, de uma solucédo aquosa, através do efeito salting-out.
A emulsdo O/A formada e diluida com volume suficiente de agua permite a difusédo
da acetona na fase aquosa o que induz a formacéo das particulas. Esse efeito é
resultado da remocao de moléculas de dgua como solvente devido a hidratacédo
competitiva de outros ions (AULTON et al, 2005; REIS et al, 2006).

Na emulsificacdo/evaporacdo do solvente, a fase organica (contendo o polimero)
deve ser emulsionada com fase aquosa, seguido da evaporacdo do solvente, o que
leva a formacao das particulas. J& na nanoprecipitacdo ocorre rapida desolvatacéo
do polimero, quando uma solucdo dele, € adicionada a um nao solvente. Em
contato, a fase organica (solvente) se difunde para a agua (ndo-solvente) carreando
as cadeias poliméricas, que se agregam formando as nanoparticulas (ANDREO-
FILHO & OLIVEIRA, 1999; MOINARD-CHECOLT et al, 2008, LEGRAND et al,
2007).

Fessi e colaboradores (1989) desenvolveram e aperfeicoaram um método de
preparacdo de nanocapsulas baseado no principio da nanoprecipitacéo,
denominado Processo de Preparacdo de Sistemas Coloidais de Substancias na
Forma de Nanoparticulas, o qual gerou a patente de n° 5.118.528, dos Estados
Unidos, de 1992. Eles relataram o mecanismo de formacdo do nanosistema como
um fendmeno hidrodinadmico interfacial complexo, explicado através da turbuléncia
interfacial ou agitacdo espontanea da interface entre duas fases liquidas sem
equilibrio. Esse sistema envolveu processos de fluidez, difuséo e superficie, sendo
governado pelo notério Efeito Marangoni, no qual o movimento na interface é
causado por variacdes longitudinais de tensao interfacial (STERNLING et al, 1959,
apud FESSI et al, 1989). Relataram ainda, que a turbuléncia interfacial pode ser
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promovida por varios fatores, como a remocdo do soluto da fase de maior
viscosidade, gradiente de concentracfes excessiva e proxima da interface,
suscetivel tensdo interfacial e a presenca de tensoativo anulando a fluidez
interfacial, o que geraria a fuga do solvente organico para a fase aquosa e
consequente formacdo do nucleo oleoso como resultado da diminuicdo da tenséo
interfacial e migracdo do polimero insolavel em direcdo a interface O/A, onde é
depositado, formando assim, o0 involucro da nanoparticula. Os parametros
interferentes na obtencdo desses nanosistemas sao: solubilidade do farmaco,
composicdo, concentragdo e peso molecular do polimero, propor¢cao
farmaco/polimero, solvente organico empregado, tipo e concentragdo do
emulsificante utilizado, temperatura e velocidade de agitacdo, viscosidade e
proporcao de volume das fases dispersa e continua. Atendendo a essas variaveis,
Fessi e colaboradores (1989) promoveram a formacao instantanea e reprodutivel de
nanocapsulas, que exibiram alta capacidade de encapsulacdo de diferentes

farmacos.

Sao varios os métodos de producdo de nanoparticulas estudados, entretanto, a
obtencdo de nanosistemas com alto rendimento, distribuicdo de tamanho de
particula homogéneo, adequados ao uso pretendido (tipo de liberacao desejada e a
via de administracéo a ser empregada) continua sendo um dos maiores desafios dos
pesquisadores, ja que dependendo do método, composicdo quali-quantitativa,
condi¢cBes operacionais, solubilidade e particdo do farmaco, esses objetivos podem
ser dificultados (BROOKING et al, 2001; SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003;
LEGRAND et al, 2007).

Dessa forma, o desenvolvimento, preparacdo e caracterizacdo de
nanoparticulas passam a ser cruciais e se concentram em pontos como a
compreensdao de seu comportamento fisico-quimico e/ou modificacdes
(aprimoramentos) que criem novas rotas ou melhorem outros métodos de
funcionalizacdo quimica dessas particulas. Vale ressaltar recentes avangos nessa
area, os quais possibilitaram a liberagdo do primeiro sistema nanoparticulado pelo
Food and Drug Administration (FDA), o produto Abraxane®em 2006. Esse produto é
uma reformulacdo do farmaco Paclitaxel e consiste em nanoparticulas de Albumina

(x130nm) em que o farmaco esta ligado reversivelmente.
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2.6.2. Estabilidade de nanoparticulas poliméricas

A estabilidade de um nanosistema é imprescindivel em todas as etapas, desde sua
producdo e armazenamento, até a liberacdo do farmaco. O estudo da estabilidade
deve incluir a caracterizacdo do produto final e a avaliagdo da estabilidade em
funcdo do tempo de armazenamento da formulagdo contendo as nanoparticulas
poliméricas. Fatores interferentes nesse estudo séo as caracteristicas da suspensao
polimérica e as condi¢cbes do meio ambiente. No primeiro caso sao importantes: o
aspecto macroscoépico, morfolégico, tamanho e distribuicdo de tamanho da particula,
composi¢cdo quali-quantitativa, potencial zeta, pH das suspensbes, taxa de
associacdo e da forma de associagcdo do farmaco e cinética de liberacdo do
farmaco. Dentre os fatores ambientais podem ser mencionados temperatura, luz e
oxigénio. Esses fatores podem iniciar rea¢cdes quimicas e fisicas, como alteracbes
no tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas, agregacéo das nanoparticulas
no meio, formacao de precipitados, oxidacao e hidrélise de componentes do sistema
(SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003; WANG et al, 2007).

Dessa forma, a caracterizacdo e estudo da estabilidade fisico-quimica de sistemas
poliméricos fornecem informacgfes que conduzem a propostas de modelos capazes
de descrever a organizacao das nanoparticulas e prever sua estabilidade em funcéo
do tempo.

2.7. Metodologias empregadas na caracterizacdo fisico-quimica de sistemas

poliméricos

2.7.1. Avaliacdo morfoldgica

Para avaliacdo morfoldégica tém sido bastante empregadas as microscopias
eletrbnicas de varredura (MEV) e de transmissdo (MET). Essas técnicas oferecem
informacgdes referentes a forma e tamanho das nanoparticulas, com o diferencial da
determinacdo da espessura da parede e diferenciagdo entre o tipo de nanoparticula

formada (nanocapsula ou nanoesfera) quando a MET é aplicada.

Freitas e Marchetti (2005) demonstraram através de MEV que as nanoparticulas de
PLA preparadas a partir da técnica de emulsificagdo/evaporagédo do solvente eram
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nanoesferas. Em outro estudo Govender e colaboradores (1999) observaram por
MET a forma esférica e discreta das nanocapsulas de PLGA preparadas com
cloridrato de procaina (Figura 7). Nesta técnica foi realizada a contrastacdo negativa
gue consistiu no envolvimento das estruturas por um meio eletro-denso (solucéo
acida fosfotungstica), as quais se apresentaram como um negativo, ou seja, a
estrutura estudada apareceu em cor clara, mais transparente aos elétrons do que ao

fundo da preparacéao.

Figura 07 — Morfologia de nanocapsulas de Poli (acido latico-co-glicolico) obtida através da técnica
de microscopia eletrdnica de transmissdo com contrastacdo negativa (Fonte: GOVENDER et al,
1999).

Ja Kim e colaboradores (2008) prepararam nanocapsulas contendo carbono e
demonstraram sua morfologia através de MEV e MET com criofatura, essa ultima,
uma técnica que permite manter a estrutura observada intacta. Essas técnicas foram
eleitas, ja que as informacgfes obtidas foram imprescindiveis na demonstracao da
presenca de residuos de carbono amorfo na amostra, como também a interferéncia
sofrida pelas nanocépsulas apés os processos de purificacdo a que foram
submetidas (Figura 8).
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Figura 08 — Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (a) e microscopia eletrdnica de
varredura (b) de nanocapsulas contendo carbono apds purificagdo magnética. Fonte: KIM et al,
2008.

2.7.2. Tamanho e distribuicdo do tamanho das particulas

A determinacdo e controle do diametro das particulas dos sistemas
nanoparticulados é imprescindivel, ja que, a eficiéncia de encapsulacdo de um
farmaco e seu comportamento in vivo estdo diretamente relacionadas ao tamanho
das particulas. Por exemplo, a medida recomendada do tamanho de particula para
aplicacdo topica € menor que 600nm, sendo para tanto indicados sistemas
nanometricos, para aplicacdo farmacéutica e cosmética, como nhanocapsulas
destinadas a uma liberacdo homogénea (BOUCHEMAL et al, 2004).

Os métodos mais utilizados sdo: Espalhamento de luz, que possibilita a
determinacdo do raio hidrodindmico das particulas em suspensdo e MEV ou MET,
qgue fornecem a imagem da particula isolada do meio, conforme citado no item

anterior.

2.7.3. Espalhamento de luz (Dynamic Ligth Scaterring)

Espalhamento de luz ou Dynamic Light Scaterring (DLS) € uma medida do
movimento browniano das particulas, o qual é relatado pelo didametro hidrodinamico
qguando o feixe de luz incide sobre as mesmas. A intensidade de espalhamento de
luz detectada esta diretamente relacionada a velocidade de difusdo das particulas,
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determinada por seu tamanho, que ocorre tanto mais rapida quanto menor forem as
particulas. Em certo ponto, a medida da luz difundida através de um sistema
nanometrico varia com o tempo, representando a soma de ondula¢cdes difundidas
individualmente através das particulas. A analise dessas flutuacdes permite medir o
coeficiente de difusédo (D) das particulas, o qual € usado para determinar o diametro
hidrodindmico (d(H)) médio considerando-se as particulas como esferas perfeitas
(LIMA, 1995; MOINARD-CHECOT et al, 2008; DYNAMIC LIGHT SCATTERING,
2008).

dH=_K T

3mnD

Equacédo de Stokes — Einstein
Onde:
d (H): Didmetro Hidrodinamico;
D: Coeficiente de difuséo;
K: Constante de Boltzmann;
T: Temperatura absoluta;
n : Viscosidade do meio.

De maneira geral, a diluicdo da suspensao € requerida, podendo ser realizada
em agua purificada, onde as nanoparticulas devem apresentar uma distribuicdo
unimodal, ou seja, com baixo indice de polidispersédo. Estudos indicam que as
nanoparticulas apresentam diametros médios entre 100 e 300nm, no entanto,
particulas podem ser obtidas com diametros em torno de 50 a 70nm. Esses
parametros podem ser influenciados por diferentes condigcbes, como a composi¢ao
quali-quantitativa e o0 método de preparagédo das nanoparticulas (SHAFFAZICK et al,
2003; MULLER et al, 2004; MOINARD-CHECOT et al, 2008).
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A determinacdo do tamanho das particulas pode indicar a tendéncia a
agregacdo e sedimentacdo das nanoparticulas dispersas, em funcdo do tempo, o
qual pode ser monitorado pela determinacdo de mudancas na distribuicdo de
tamanho das particulas e, portanto demonstra ser uma ferramenta importante na
avaliacdo da estabilidade dos nanosistemas (SHAFFAZICK et al, 2003; MULLER et
al, 2004; BOUCHEMAL et al, 2006).

2.7.4. Espalhamento de néutrons a baixos angulos (SANS)

Um método alternativo vem sendo utilizado para obtencdo da forma e
tamanho da particula, o Espalhamento de néutrons a baixos angulos (SANS). Essa
técnica permite a caracterizacdo de estruturas ou objetos em escala nanométrica, na
faixa entre 01 e 200nm. As informacdes que SANS pode extrair sdo o tamanho
médio, distribuicdo de tamanho e correlagdo espacial das estruturas em nanoescala,
bem como a forma e estrutura interna das particulas (nacleo da estrutura). SANS é
uma técnica nao invasiva, amplamente usada em varias areas, com o objetivo de
caracterizar particulas (em solucdo ou granel), grupos e/ou moléculas ou
precipitados na faixa de tamanho nanométrico. E realizado um contraste de
interface, com correspondente simulacdo numérica estatistica, que possibilita a
compreensdo do modelo da estrutura nucleo-membrana na nanoparticula, a qual
pode ser observada através de outras técnicas microscopicas. Estudos relatam que

o melhor é combinar diferentes métodos, como SANS, DLS e MET,
complementando-os (RUBE et al, 2005).

Rube e colaboradores (2005) estudaram a influéncia de PLA e Poloxamer
188® na espessura da membrana de nanocapsulas, através do detalhamento da
imagem interior das nanoparticulas. Utilizaram os métodos SANS, DLS e MET. Os
resultados forneceram informacdes, através da técnica de SANS, sobre a espessura
da membrana de PLA (9,8nm) estabilizada com Poloxamer 188® (17nm), as quais
concordaram com DLS. Concluiram, portanto que SANS € uma técnica apropriada
para o fornecimento de informagbes sobre a espessura da membrana de

nanocapsulas.
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2.7.5. Composig¢ao quali-quantitativa

A composicdo quali-quantitativa pode influenciar na formagao e estabilidade
das nanoparticulas poliméricas. E reconhecida na literatura cientifica, a influéncia
dos diferentes componentes e concentragdes utilizadas na producdo de dispersdes
poliméricas, sendo normalmente preparada a partir de uma fase interna ou dispersa
lipofilica (composta por um ou mais solventes orgénicos, componente oleoso,
tensoativo lipofilico e polimero) e uma fase externa ou dispersante hidrofilica
(composta por um solvente aquoso contendo tensoativo hidrofilico). Assim, o
farmaco deve ser incorporado na fase que apresenta solubilidade e particdo
compativeis (FESSI et al, 1989).

Portanto todos os componentes devem ser escolhidos a partir de suas

afinidades e atuacfes na formacéao e estabilidade do sistema.
» Solventes organicos:

Os solventes organicos devem apresentar além de afinidade pelo polimero,
baixa solubilidade em agua, mas capacidade de se difundir da fase organica para a
fase aquosa. Estas caracteristicas podem ser atribuidas a habilidade que o solvente
organico apresenta em dissolver o polimero, pois assim promove maior rendimento
do produto final, controle do tamanho da particula e eficiéncia de encapsulagdo do
farmaco, além da baixa solubilidade em agua que gera maior estabilidade da
suspensao, pois conduz a formacao de particulas esféricas, sem poros e melhor
distribuicdo de tamanho e capacidade de difusdo do solvente para a fase aquosa.

Em estudo realizado por Cegmar e colaboradores (2004) nanoparticulas de
PLGA e Resomer® RG 503H (copolimero) contendo cistatina foram preparadas na
presenca dos sistemas solventes, acetato de etila e diclorometano e acetona (1:1).
Os resultados demonstraram a influéncia dos diferentes solventes, sendo que o
tamanho das particulas variou entre 254 a 1505nm para acetato de etila e 235 a
1634nm para diclorometano e acetona (1:1). O tamanho da particula variou também

quando parametros referentes ao processo de producao foram modificados.
» Tensoativos:

A presenca dos tensoativos possibilita a atuacdo dos solventes organicos na
formacdo das nanoparticulas poliméricas, que ao reduzirem a tensao interfacial do

sistema promovem a formacdo do nucleo oleoso e migracdo do polimero insoluvel
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em direcdo a interface O/A onde é depositado. ApGs a formacao das nanoparticulas
a evaporacgdo do solvente orgéanico é situacao imprescindivel para a estabilidade do
sistema (FESSI et al, 1989; O'DONNEL et al, 1997; FREITAS & MARCHETTI, 2005).

Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas dos tensoativos, como
viscosidade e equilibrio hidrdfilo-lipofilo (EHL), é possivel obter diferentes tamanhos
e distribuicdo de tamanho de particulas. Quando adequadamente selecionados
conferem ao sistema reducéo da tenséo interfacial, formacéao de filme resistente, que
reveste e evita a aglomeracdo das nanoparticulas e consequentemente garante a
estabilidade coloidal (PUGLISI et al, 1995; SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003;
MULLER et al, 2004; FREITAS & MARCHETTI, 2005). Por exemplo, Khoee e
Yaghoobian (2008) observaram que ao prepararem nanocapsulas de Poli butil
adipato (PBA) na presenca de diferentes tensoativos (Tween® 20 e 60; Span® 20 e
60) houve maior encapsulacdo do farmaco Penicilina-G quando a concentracdo dos
tensoativos foi aumentada, com destaque para Tween® 60 que apresentou
incremento de 24,62 para 76,80% quando sua concentracdo aumentou de 2 para
16%.

> Fase oleosa:

A influéncia de substancia oleosa (fase oleosa), como o 6leo de soja, Mytriol®
318 ou Mygliol® é dependente da nanoparticula que se pretende formar. No caso de
nanocapsulas, essas substancias influenciam notadamente na forma e taxa de
associacdo do farmaco, que nesse caso ndo sao estritamente dependente do
coeficiente de particdo do farmaco entre a fase oleosa e aquosa (GOVENDER et al,
1999; SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003). Em estudo realizado por Teixeira e
colaboradores (2005) nanocapsulas foram preparadas a partir de PLGA, Pluronic®
68, lecitina de soja, Mytriol® 318 e os farmacos xantona (600pg/mL) e 3-
metoxixantona (1400ug/mL). A eficiéncia de encapsulacao para os dois farmacos foi
dependente da quantidade de farmaco e 6leo contida no nucleo da nanocapsula.
Quando essas quantidades variaram de 0,5 para 0,6mL de o6leo foi observada
variacdo de 90% para 82% de farmaco (quando xantona variou de 600 para
1440pg/mL) e 80% para 83% de farmaco (quando 3-metoxixantona variou de 1400
para 3360ug/mL). Os autores concluiram que a solubilidade dos farmacos no oOleo

contido no ndcleo foi determinante para o aumento da eficiéncia de encapsulacao,
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destacando que os tamanhos das particulas apresentaram-se entre 271 e 280nm,
bem como o PDI entre 0,37 e 0,48.

» Polimeros e copolimeros:

Outro componente das nanoparticulas que alteram suas caracteristicas fisico-

quimicas influenciando sua formacao e estabilidade é o polimero.

Os polimeros pré-formados e biodegradaveis mais empregados na
preparacao de nanocapsulas sao poliésteres de acidos, dentre os quais D, L-PLA, D,
L-PLGA, PCL e PACA (GREF & COUVREOUR, 2006).

Em meio aquoso os poliésteres tendem a sofrer hidrélise através do
rompimento de suas ligacBes ésteres, tornando-se acidos hidroxicarboxilicos
atoxicos, os quais sdo metabolizados no organismo e eliminados na forma de agua e

diéxido de carbono, pela via do acido citrico ou via de Krebs (KIBBE, 2000).

Dentre os polimeros mencionados mereceu destaque o D, L- PLA, o qual
tem como nome genérico e quimico (CAS), PLA, poli (acido latico) e &cido
propidnico, 2-hidroxihomopolimero, respectivamente. E solGvel na maioria dos
solventes organicos, como cloreto de metileno, tetrahidrofurano, acetato de etila,
acetona, cloroférmio e hexafluoroisopropanol (KIBBE et al, 2000). No quadro 2

estdo apresentadas as principais caracteristicas fisico-quimicas desse polimero.

Quadro 02- Propriedades fisico-quimicas do polimero D, L- PLA (KIBBE, 2000).

Formula Ponto de Densidade Viscosidade Massa Cor
geral fuséo (°C) (g/mL) (dL/g) molecular
(Da)
- (C3 Hg O3), Amorfo 1,25 0,5-0,8 40000- Branco
100000

(cloroférmio)

Portanto, o polimero deve apresentar caracteristicas especiais, pois
dependendo de sua massa molar ou distribuicdo de massa molar, antes e apos a

preparacdo do sistema, situacbes podem ser previstas. Por exemplo, ao se
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depositar na interface podem diminuir ou ndo o tamanho das particulas, devido a
reducdo da energia livre interfacial do sistema (no método de polimerizagédo
interfacial) ou a partir do efeito estabilizador do polimero ao redor das goticulas (no
método de deposicdo de polimero pré-formado). Além disso, modificacbes na
quantidade de polimero, como aumento da concentracdo, podem propiciar colisbes
resultando em fusdo das particulas com conseqiente aumento de tamanho
(JEFFERY et al, 1991, apud FREITAS & MARCHETTI, 2005).

Youan e colaboradores (2001) demonstraram que nanoparticulas preparadas
através da técnica de evaporacdo do solvente apresentaram aumento da
encapsulacdo do farmaco, sem aumento no didmero meédio da particula, quando a

concentracdo do polimero em volumes fixos dos solventes usados foi aumentada.

Bouchemal e colaboradores (2004) produziram e avaliaram nanocapsulas de
poli (éter uretano) na presenca de etilenoglicol e polietilenoglicois. O farmaco
encapsulado foi o a-tocoferol, o qual apresentou 85,6% de eficiéncia de
encapsulacdo quando o etilenoglicol foi usado, sendo elevada para 92,2% com
polietilenoglicol 600, havendo, entretanto, aumento no tamanho da particula de 232
para 615nm. Os autores observaram que o aumento na eficiéncia de encapsulacéo
foi proporcional ao peso molecular dos poliéis usados, com conseqlente aumento

no diametro da particula.

Por outro lado, Cegnar e colaboradores (2004) verificaram interacées entre o
farmaco hidrossollvel, cistatina, e os polimeros mais hidrossolUveis testados, os
quais apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo. Para tanto, foram produzidas
nanocéapsulas a partir dos polimeros PLGA, PVA e copolimeros Resomer® RG 502
(12 KDA), RG 502H (12 KDA) e 503H (48 KDA), os quais apresentaram
respectivamente 12%, 57% e 45% de eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados
foram atribuidos as diferencas de peso molecular, viscosidade e esterificacdo dos
copolimeros, ressaltando que, a auséncia de esterificacdo sobressaiu aos demais

parametros.

Dessa forma, os copolimeros ocupam lugar de destaque na formacdo de
nanocapsulas. Dentre varios copolimeros, o Poloxamer® 188 (copolimero do 6xido
de etileno e propileno), de natureza nao idnica, vem sendo indicado por diferentes
estudos para a preparagdo de nanosistemas estaveis, ja que age como estabilizador

do polimero principal, interferindo em sua deposicdo ao redor das goticulas
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formadas (FESSI et al, 1989; SILVA et al, 2006). Tadros e colaboradores (1996,
apud Ruber et al, 2005) descreveram o principio da estabilizacdo estérica de um
copolimero bloco. Propuseram que ele adsorve, com sua porcéo hidrofobica para o
centro, ou seja, na superficie do nucleo da nanocapsula, e porc¢des hidrofilicas para
fora, ou seja, direcionadas para o meio aquoso. Por meio disso, criam uma barreira
mecanica com espessura em torno de 10nm, a fim de permitir a estabilizacao
estérica. Rube e colaboradores (2005) demonstraram através da técnica de SANS a
influéncia do Poloxamer 188® na espessura da membrana do ndcleo de
nanocapsulas de PLA preparadas através da técnica de nanoprecipitagdo. Definiram
um modelo provavel para a espessura da membrana da nanocapsula, em que, a
membrana formada por PLA foi 9,8nm, o diametro médio do nucleo oleoso
(contendo Miglyol) 84,0nm e a membrana formada pelo Poloxamer 188®, quando
7,0% foi usado, de 17nm. O modelo detalhado para descrever as nanocépsulas esta
representado na Figura 9 onde o nucleo oleoso foi rodeado por uma ou mais
membranas concéntricas. A primeira membrana foi formada por PLA e a segunda
por Poloxamer 188®, o qual agiu como um estabilizador hidrofilico rodeado por

solvente aquoso, ou seja, a fase externa da suspensao polimérica.

Assim, a diferenca entre os diametros de particulas, como também a previséo
de estabilidade alcancada, a partir de nanocapsulas preparadas na presenca ou
auséncia de Poloxamer® 188 tornou-se mais clara. Fessi e colaboradores (1989)
afirmaram que as nanocapsulas de PLA preparadas por seu grupo de
pesquisadores, necessitaram de um ou mais tensoativos, entretanto, a presenca de
Poloxamer 188° foi imprescindivel para a estabilidade fisica da nanosuspensdo

polimérica.
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Figura 09 — Representacdo esquematica e esquema simplificado do modelo de nanocapsulas

preparadas a partir de Mygliol®, PLA e Poloxamer 188°. Adaptado de Ruber et al, 2005.

» Farmacos:

Diferencas entre 0s nanosistemas podem ser atribuidas aos demais constituintes da
formulacdo, com merecido destaque para o farmaco, que pode alterar
significativamente o comportamento do sistema devido as suas caracteristicas fisico-
qguimicas. Diversos estudos demonstram a influéncia ou ndo do farmaco no
didmetro médio das particulas (FESSI et al, 1989; GUTERRES et al, 1995;
GOVENDER et al, 1999; FREITAS & MARCHETTI, 2005). Em seu trabalho de
revisdo Schaffazick e Guterres (2003) mencionam que dependendo do método de
preparacdo, por exemplo, através do método de polimerizacdo, o farmaco pode
influenciar o processo de nucleacdo, conduzindo a particulas maiores com ampla
distribuicdo de tamanho, mas quando aplicado o método de precipitacdo do
polimero, o farmaco na fase organica, antes da precipitacdo do polimero em meio
aquoso, pode ou néo influenciar o diametro médio das particulas. Essas alteractes

podem indicar a manutenc¢éo ou queda da estabilidade do nanosistema formado.
» Fase externa:

A fase externa composta por solvente aquoso também pode influenciar no perfil das
nanosuspensoes. Diversos trabalhos relatam preparagdo bem sucedida, de

nanoparticulas poliméricas a partir de meios como agua purificada, solucéo salina e



56

tampbes de diferentes pH. Entretanto, de acordo com a composi¢cao quali-
quantitativa da suspensao polimérica esses meios podem influenciar na estabilidade
almejada. Govender e colaboradores (1999) demonstraram que a variacao de pH da
solucdo aquosa usada como fase dispersante das nanoparticulas, influenciou o
farmaco quanto a sua ionizacdo e solubilidade. Quando o pH foi aumentado a
solubilidade do farmaco cloridrato de procaina foi diminuido, o que proporcionou
maior eficiéncia na encapsulacdo. De maneira semelhante Fessi e colaboradores
(1989) acidificaram a fase aquosa da suspensao a fim de limitar a solubilidade do
farmaco nesta fase, proporcionando assim melhores condi¢des para a encapsulacao
do farmaco no cerne da nanoparticula. Outros estudos mencionam que a presenca
de eletrdlitos e sais na fase aquosa pode alterar as caracteristicas das
nanosuspensodes, levando a instabilidade desses sistemas (STOLNIK et al, 1995;

GOVENDER et al, 1999).

Dessa forma, diferentes estudos concordam acerca da influéncia dos constituintes
na estabilidade das nanosuspensdes, além de ampliar a compreensdo do

comportamento fisico-quimico das nanoparticulas poliméricas.

2.7.6. pH

Informagbes relevantes sobre a estabilidade de suspensdes colodais
nanoparticuladas podem ser obtidas através do monitoramento do pH em funcéo do
tempo. Além dos estudos mencionados no ultimo item (2.7.5), sobre a influéncia do
pH da fase externa na solubilidade do farmaco, o pH também revela a estabilidade
dos polimeros. Isto porque podem ser verificadas alteracdes da massa molar dos
mesmos (quando poliésteres), mediante queda de pH. Esse fato pode ser atribuido a
sua hidrofobicidade, a qual pode acarretar em hidrdlise ou ionizacdo de seus grupos
carboxilicos (CALVO et al, 1996; LOPES et al, 2000; SCHAFFAZICK & GUTERRES,
2003).

Stolnik e colaboradores (1995) prepararam nanoesferas de PLGA, na auséncia de
tensoativos e relataram que o grau de ionizagdo da superficie dos grupos acidos
carboxilicos do polimero, em tampéao pH 9,3, contribuiu para maior estabilidade do

sistema, o que corrobora com os demais estudos mencionados.
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2.7.7. Potencial zeta
De acordo com Schaffazick e Guterres (p. 730, 2003):

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o
qgual é influenciado pelas mudancas na interface com o0 meio
dispersante, em razdo da dissociagcdo de grupos funcionais na
superficie da particula ou da adsorcdo de espécies idnicas presentes
no meio aquoso de disperséo.

Este parédmetro é determinado através de medidas de mobilidade
eletroforética e vem sendo amplamente aplicado em estudos com nanosistemas,
destacando que as caracteristicas da superficie das particulas auxiliam tanto na
caracterizacdo e estudo da estabilidade, quanto na resposta biolégica do farmaco
associado (AHSAN et al, 2002; CUI et al, 2006; TEIXEIRA et al, 2007; LIU et al,,
2007; RAWAT et al,, 2008; HOELLER et al, 2009).

Diferentes estudos sugerem que 0s componentes das nhanoparticulas como os
polimeros, tensoativos, fosfolipideos, bem como o proprio farmaco sao os principais
componentes presentes nas formulacdes capazes de influenciar o potencial zeta.
Dentre esses, 0s polimeros (poliésteres) como o PLA, PLGA e as lecitinas fornecem
um potencial negativo a interface, enquanto os tensoativos néo-idnicos tendem a
reduzir o valor absoluto deste parametro (LIU et al, 2007; RAWAT et al, 2008;
HOELLER et al, 2009).

Em geral, um valor de potencial zeta relativamente alto € importante para uma boa
estabilidade fisico-quimica da suspenséao coloidal, ja que grandes forcas repulsivas

previnem a agregacao das particulas (SHAFFAZICK et al, 2003).

Rawat e colaboradores (2008) prepararam microesferas de PLGA na
presenca de trés tensoativos (Tween® 80, Polietilenoimina e Estearilamina) e
constataram gque 0s agentes catibnicos aumentaram o potencial zeta de -1,49 para
+2,55 e +3,80mV, devido a neutralizacdo parcial do polimero e da heparina (farmaco

contido no sistema).

Em outro estudo, nanoemulsdes contendo Flumetasona foram preparadas a
partir de Tween® 80, sucrose e laureato. Testes de permeacdo cutanea foram
realizados com 0s nanosistemas e 0s resultados sugeriram que cargas mais

positivas sdo mais eficazes em termos de difusdo cutdnea (HOELLER et al, 2009).
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2.7.8 Calorimetria exploratéria diferencial

De acordo com Mothé e Azevedo (p. 115, 2002) a Calorimetria exploratoria

diferencial (DSC) € uma técnica que:

[...] mede a diferenca de energia necessaria a substancia e a um
material inerte de referéncia, inerte de modo térmico, enquanto
ambos sdo submetidos a uma variagdo controlada de temperatura,
de maneira que a amostra e referéncia sejam mantidas em
condicbes isotérmicas, uma em relacdo a outra, independente do
evento térmico que esteja ocorrendo.

Dessa forma, as medidas de temperatura e fluxo de calor associado com as
transicbes dos materiais em funcdo da temperatura e do tempo fornecem
informacBes qualitativas e quantitativas sobre mudancas fisicas e quimicas que
envolvem processos endotérmicos e exétermicos, bem como mudancas de
capacidade calorifica. Portanto, essa técnica permite realizar medidas especificas
como, transicao vitrea, temperatura e tempo de cristalizacdo, ponto de fusédo, calor
especifico, oxidacdo, pureza, estabilidade térmica, ponto de ebulicdo, cinética de
reacdo e outros (MOTHE & AZEVEDO, 2002; FUKUSHIMA et al, 2009;
SURYANEGARA et al, 2009).

A DSC é uma técnica interessante para avaliar a compatibilidade da mistura
quando polimeros sdo empregados, ja que sua transi¢cao vitrea pode ser medida. “A
transicdo vitrea pode ser definida como a temperatura na qual as cadeias
moleculares comecam a adquirir energia suficiente para vencer as forcas atrativas e
mover-se de forma translacional e vibracional” (MOTHE & AZEVEDO, 2002, p. 119).
Assim, essa técnica pode ser bastante relevante na avaliagdo de nanoparticulas
poliméricas (LEO et al, 2000; SURYANEGARA et al, 2009).

Leo e colaboradores (2000) avaliaram por DSC microesferas contendo
ibuprofeno e verificaram diferentes caracteristicas térmicas das amostras como,
transicao vitrea, temperatura e tempo de cristalizacdo e ponto de fusdo. Quanto as
microesferas formadas sugeriram que o farmaco associou-se a elas durante a
evaporacdo do solvente (etapa do processo de producdo), ja que o pico das

microesferas apresentou-se mais amplo na presenca do farmaco.

Em estudo realizado por Corrigan e colaboradores (2009), nanocapsulas de

PLGA contendo cetoprofeno foram avaliadas por DSC. Os pesquisadores
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verificaram diferentes caracteristicas térmicas das amostras, como transicao vitrea e
temperatura de fusdo. Concluiram que as caracteristicas obtidas das nanocapsulas
foram comparadas aquelas das nanocapsulas sem o farmaco, o que indicou que o

farmaco apresentou-se devidamente nanoencapsulado.

2.7.9. Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo ou taxa de associacdo do

farmaco

Diferentes técnicas podem ser empregadas na determinacéo da eficiéncia de
encapsulacao do farmaco devendo ser ressaltada a necessidade de separacdo entre
o farmaco livre e encapsulado para essa determinagcdo. Aquelas que merecem

destaque séo: Cromatografia de exclusao por tamanho e Ultracentrifugacéao.

A primeira é também conhecida como SEC - Size Exclusion Chromatography
ou Permeacdo em gel ou Filtracdo em gel (Figura 10). E um método simples e
reprodutivel, porém demanda tempo para sua realizacdo. Similar & cromatografia
liguida é fundamentada na diferenca de tamanho (ou massa molecular) dos
componentes da amostra, em que a separagao ocorre atraveés de suas passagens
por uma coluna cromatografica contendo uma matriz porosa empacotada. As
moléculas séo eluidas em ordem decrescente de tamanho, onde aquelas de maior
peso molecular eluem rapidamente pela fase mével, enquanto que as de menor
peso molecular penetram nos poros da matriz ou fase estacionaria, o que retarda
sua eluicdo. Como o mecanismo impede adsor¢cao a amostra torna-se diluida, o que
pode limitar sua aplicagdo em alguns estudos. Alguns parametros devem ser
considerados na aplicacdo dessa técnica como: volume da amostra aplicada na
coluna, razédo entre o volume da amostra e do volume interno da coluna, o tamanho
dos poros da matriz ou fase estacionaria, o fluxo, a viscosidade da amostra e a fase
movel utilizada. Desses, o volume da amostra aplicado na coluna é limitado entre
0,4 e 4,0% do volume total da coluna, visto que, atendendo a esse parametro
previne-se a sobreposicdo dos picos de separacao, alcancando assim adequada
resolucdo (AMERSHAN BIOSCIENCES, 2002).

Teixeira e colaboradores (2007) utilizaram a técnica de Cromatografia de
exclusdo por tamanho para separar o farmaco isotretinoina de nanocapsulas de

PLA. A partir de uma coluna de vidro com capacidade de 25,0mL, contendo gel de
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Sephadex® G50, obtiveram 99,2% de eficiéncia de encapsulacdo. Ja Liu e
colaboradores (2007) utilizaram a mesma técnica (sem mencionar a capacidade da
coluna) e mesmo gel, para separar o mesmo farmaco, contido em nanoparticulas
lipidicas solidas obtendo 90,0% de eficiéncia de encapsulacdo. Entretanto, em
estudo realizado por Ribeiro (2008), a técnica de cromatografia de exclusao por
tamanho foi aplicada a partir de uma coluna empacotada, também com Sephadex®
G-50, mas apresentando 12,0cm de altura, o que corresponde a um pequeno
volume se comparado aos demais trabalhos. Assim os pesquisadores separaram 0
farmaco livre de lipossomas contendo genisteina e obtiveram 99,0% de eficiéncia de
encapsulacao a partir da formulacdo considerada 6tima.

Na técnica de ultracentrifugacdo a suspensao polimérica € ultracentrifugada,
combinando-se parametros como velocidade de agitacdo (em rpm), tempo (podendo
variar de minutos a horas) e temperatura (normalmente ambiente) (GENERAL &
THUNEMANN et al, 2001; LIMAYEM et al, 2004; LEAMARCHAND et al 2005;
BLOUZA et al, 2006). O farmaco contido nas nanoparticulas precipita e o farmaco
livre permanece no sobrenadante. Dependendo da técnica de quantificacdo adotada,
o farmaco livre pode ser quantificado, sendo a quantidade de farmaco encapsulado
obtida pela diferenca entre o farmaco livre e a concentracao teorica de farmaco
incorporado na formulacdo. Entretanto, também ¢é possivel tratar o precipitado
contendo o farmaco encapsulado, a fim de libera-lo da nanoparticula. Normalmente
isso é feito na presenca de um solvente adequado, seguido de centrifugacao
convencional para separacdo do polimero e subseqiiente quantificacdo. Alguns
trabalhos mencionam a necessidade de extragcbes ou lavagens do precipitado
através da redisperséo deste em solvente apropriado, por mais duas ou trés vezes,
em banho sonicado. Portanto, quando sobrenadante e precipitado sao quantificados
€ possivel obter a quantidade total de farmaco presente na amostra (GOVENDER et
al, 1999; BOUCHEMAL et al, 2004; CEGMAR et al, 2004).
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Figura 10- Técnica de Cromatografia de Exclusdo por Tamanho utilizada na separa¢édo de farmaco
livre e encapsulado em nanocapsulas. Fonte: ABOUELADAB EHAD. Molecular Seive

Chromatography, 2008. llustracao.

A eficiéncia de encapsula¢do também pode ser influenciada por parametros ja
mencionados, como: quantidade de farmaco incorporada, caracteristicas fisico-
guimicas do farmaco e demais constituintes do sistema, merecendo destaque o

polimero, os tensoativos e o 6leo utilizados e finalmente o pH do meio.
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2.7.10. Cinética de Liberacao in vitro do farmaco

Diferentes fatores podem determinar a liberacdo dos farmacos encapsulados
em suspensdes poliméricas (SOPPIMATHA et al, 2001):

» Dessorcéo do farmaco da superficie das particulas;

» Difuséo através da parede polimérica das nanocépsulas;
» Difusé@o do farmaco através da matriz das nanoesferas;
» Erosao da matriz polimérica;

» Combinacéao dos processos de difusdo e eroséao.

Portanto, a pesquisa acerca do perfil de liberagdo do farmaco torna-se
imprescindivel para o completo conhecimento e perspectivas das potencialidades do
nanosistema. Os estudos de cinética e perfil de liberacdo permitem correlacionar
respostas do farmaco in vitro — in vivo por comparacdo dos resultados de
farmacocinética e modelos de perfis de liberacdo. A determinacdo dos parametros
cinéticos possibilita conhecer sobre os mecanismos das transformacdes envolvidas
e prever o grau de transformacdo que tera ocorrido apos transcorrer um dado
intervalo de tempo (AULTON et al, 2005; FREITAS & MARCHETTI, 2005).

Para tanto, diferentes métodos vém sendo aplicados, como difusdo em
membranas de didlise, separacéo por ultracentrifugacao, filtracdo a baixa pressao e
ultrafiltracdo-centrifugacao. Entretanto, a técnica de difusdo permanece em destaque
sendo descrita a seguir. Nesta técnica a forma farmacéutica € acomodada, em
sacos de membrana de dialise contendo um volume conhecido de meio, os quais
apos fechados sdo colocados em outro recipiente contendo também meio (condi¢édo
sink). O conjunto do sistema permanece aquecido a 37°C e sob agitacdo em
velocidade constante e moderada, durante todo o teste. Em intervalos de tempo,
aliguotas sao coletadas e quantificadas, podendo ou ndo haver a reposi¢cdo do meio
retirado (MATSUMOTO et al, 2005; TEIXEIRA et al, 2005; FREITAS & MARCHETTI,
2005; WILSON et al, 2008; KHOEE & YAGHOOBIAN, 2008).

Freitas e Marchetti (2005) obtiveram o perfil de liberacdo in vitro de
microparticulas contendo nimesulida através do método de difusdo em membranas
de dialise. Os resultados demonstraram que 28,67% do farmaco foi liberado em 108

horas, a partir do que, constataram liberagcéo bifasica, ou seja, uma rapida liberagcéao
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inicial seguida de outra etapa lenta. Consideraram, portanto ser esse sistema
promissor para liberacdo sustentada de uso intramuscular. J&, Matsumoto e
colaboradores (2005) submeteram microesferas de PLGA e PLA contendo cisplatina
ao método de separacdo em tubos, os quais, contendo as microesferas e meio
tampéo fosfato, foram agitados a 25rpm, aquecidos a 37°C. Ao contrério do estudo
anterior, verificaram que a liberacdo envolveu quatro processos: liberacédo rapida do
farmaco proximo a superficie da particula, formacdo de microporos na camada, por
hidratacdo e erosédo, degradacdo da camada e difusdo do farmaco através dos

MiCroporos.

De maneira semelhante, Wilson e colaboradores (2008) prepararam
nanoparticulas, revestidas com Tween® 80, contendo rivastigmina. Em estudo de
liberacé@o in vitro realizado pelo método de difusdo em membranas de didlise foi
verificado que a liberacdo do farmaco ocorreu em 24 horas, variando de 76,5 a
91,7% dependendo da razdo de polimero usado, exibindo perfil bifasico, com
liberacao rapida inicial de 30 minutos, seguida de liberacdo sustentada por 24 horas.
Os autores acreditaram que a primeira fase foi decorrente ao farmaco aderido a
superficie das particulas, instantaneamente dissolvido, em contato com o meio de

liberacao.

Em outro estudo, nanocapsulas de poli(butiladipato) (PBA) contendo
penicilina-G foram avaliadas, quanto ao seu perfil de liberagdo in vitro, pela técnica
de difusdo. A influéncia dos tensoativos Span® e Tween® na composicdo da
formulacdo foram avaliadas e demonstradas. Os autores observaram uma liberacéo
significativa na etapa inicial, seguida de retardo ou inexisténcia, demonstrando ser
essa liberacdo bifasica (KHOEE & YAGHOOBIAN, 2008). Teixeira e colaboradores
(2005) prepararam nanocapsulas de PLGA contendo xantona e avaliaram sua
liberacao in vitro através da técnica de didlise usando como controle nanoemulsées.
Os resultados demonstraram que a liberagdo ocorreu em torno de 60% para
nanocapsulas e 70% para nanoemulsées. Logo, essa comparagdo levou a
proposicéo de que a particdo entre nucleo oleoso e meio externo aquoso governou o

processo, sugerindo interacdo do farmaco com o polimero.

Os estudos mencionados corroboram com outros, que atribuem a cinética de
liberacdo de farmacos, a partir de nanoesferas, a forma de primeira ordem. Isto, em

decorréncia da difusdo do farmaco ou erosdo da matriz polimérica seguido da
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liberacdo do farmaco. Em contrapartida, nanocdpsulas seguiriam a cinética de
ordem zero, ja que o farmaco, dissolvido no nucleo oleoso, seria liberado mediante
sua difusdo através da parede polimérica (SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003;
MATSUMOTO et al, 2005; TEIXEIRA et al, 2005; FREITAS & MARCHETTI, 2005;
WILSON et al, 2008; KHOEE & YAGHOOBIAN, 2008).

A interpretacdo dos valores obtidos nas pesquisas de liberacdo de farmacos é
imprescindivel e facilitada pelo uso de modelos matematicos que descrevem 0s
perfis de liberacdo como funcdo de alguns parametros relatados para as formas
farmacéuticas. Os modelos mais utilizados sdo de ordem zero, Higuchi, Backer-
Londsdale, Hixon-Crowell, Korsmeyer-Peppas, entre outros.

As equacdes de ordem zero e de Higuchi séo:
Ordem Zero: C= Cy — Kt
Higuchi: C = Ky V' t

O modelo de ordem zero apresenta velocidade de reacado (liberacdo do
farmaco, dissolucdo ou até decomposicdo) independente da concentracdo dos
reagentes, ou seja, a velocidade permanece constante, o que é altamente desejavel
para formas farmacéuticas. O modelo de Higuchi é considerado um modelo de
pseudo primeira ordem e descreve a liberacdo do farmaco através de diversos tipos
de formas farmacéuticas modificadas, como sistemas transdérmicos, comprimidos
contendo farmacos pouco solaveis em matrizes, formas revestidas, sistemas
osmoticos e sistemas de matrizes poliméricas. Assim, modelos de ordem zero e
pseudo primeira ordem, tém sido bastante utilizados como ideais para descrever
formas de dosagem revestidas ou controladas por membrana, como as
nanocapsulas (VARELAS et al, 1995; SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003;
LANDGRAF, 2003; AULTON et al, 2005; WILSON et al, 2008; KHOEE &
YAGHOOBIAN, 2008).

2.7.11. Liofilizagdo de nanoparticulas

Os estudos de caracterizacdo das nanoparticulas orientam quanto a
estabilidade dessas em funcao do tempo. Entretanto, sdo notorias as limitacdes das

nanosuspensoes, o que pode comprometer sua aplicabilidade industrial. Para tanto,
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estudos tém sido desenvolvidos através do processo de sublimagéo (ou liofilizacao),
com o objetivo de desidratar os sistemas coloidais prolongando assim sua
estabilidade (FREITAS & MARCHETTI, 2005; ABDELWAHED et al, 2006; KHOEE &
YAGHOOBIAN, 2008).

A liofilizacdo € um complexo processo de secagem empregado para converter
dispersdes de materiais labeis em solidos com estabilidade suficiente para sua
distribuicAo e armazenamento. Esse processo remove agua mediante o
congelamento da amostra seguido de sublimacdo a vacuo. Cabe ressaltar que a
caracterizacdo dos liofilizados deve ser realizada antes e ap0s sua redispersao em
adgua, sendo indicados os testes de estabilidade convencionalmente utilizados
(SCHAFFAZICK & GUTERRES, 2003; ABDELWAHED et al, 2006).

Os processos de liofilizacdo mais recentemente realizados tém citado a
necessidade de substancias crioprotetores ou lioprotetores, como carboidratos,
usados para prevenir a agregacdo das particulas durante o congelamento das
suspensdes, tornando-as ressuspendiveis. Abdelwahed e colaboradores (2006)
liofilizaram nanocapsulas na presenca de sucrose, glucose e manitol e perceberam
que as formulagbes se mantiveram estaveis em condi¢cdes ambientes favoraveis,
com excecao do manitol. Esses resultados revelaram que as formas liofilizadas
atenderam as expectativas dos pesquisadores, pois se mantiveram estaveis em
condi¢cBes adequadas por 06 meses, além de confirmarem que o estresse causado
durante o processo de liofilizacdo danificaria o sistema, sendo necesséria a protecao

de um excipiente crioprotetor especifico, para a formulagdo em questéo.

Outros métodos de desidratacdo de nanosistemas particulados tém sido
utilizados, como no trabalho realizado por Muller e colaboradores (2000), que
desenvolveram um método de secagem por aspersdo (nebulizacdo) para obtencéo
de pos nebulizados contendo nanoparticulas poliméricas, utilizando como adjuvante
diéxido de silicio (Aerosil 2000%).

2.8. Aplicacao topica de nanocarreadores

Embora, os nanocarreadores tém sido amplamente estudados para aplicacéo
parenteral, seu uso topico para aplicacdo dermatolégica e cosmética tem ganhado
importancia nos dltimos anos (WEI et al, 2006; SCHAFER-KORTING et al, 2007).
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Os nanocarreadores apresentam diversas vantagens para a aplicacdo tdpica,
como sua associacdo com a superficie da pele, seu pequeno tamanho e seu
favoravel coeficiente de particdo com o estrato corneo (SCHAFER-KORTING et al,
2007). Consequentemente, estudos tém sido desenvolvidos a fim de ampliarem o
desempenho, na permeacdo cutanea, de diferentes classes de farmacos

incorporados aos nanocarreadores.

Os horménios sédo farmacos bastante estudados, tanto em nanosistemas
lipossomais como em nanoparticulas poliméricas. Maghraby e colaboradores (2000)
investigaram a importancia de estruturas lipossomais contendo estradiol para
liberacdo na pele, como também o entendimento do mecanismo de ag¢do dessas
vesiculas lipidicas. Os resultados indicaram a importancia da composicdo do
lipossoma no aumento da permeacdo cutanea, bem como, possiveis sinergismos
entre a fosfatidilcolina e tensoativos ou etanol. Também, Dubey e colaboradores
(2006) avaliaram a liberacédo transdérmica do horménio pineal, melatonina, através
de lipossomas elasticos. Os resultados demonstraram a possibilidade desse sistema
eliminar o longo tempo de entrega e a pobre permeacéo do farmaco melatonina na
pele. Na figura 11 est4d apresentada formulacdo lipossomal elastica contendo

melatonina.

Figura 11: Visualizacdo da formulacdo lipossomal elastica contendo melatonina por microscopia
eletrdnica de transmisséo (x 10.000; Bar: 200nm). Fonte: DUBEY et al, 2006.

Farmacos antitumorais também tem sido alvo de pesquisas para aplicacao
dérmica. Um exemplo foi a pesquisa realizada por Lau e colaboradores (2005) que

avaliaram formulagbes de lipossomas ultra-deformaveis contendo bleomicina,
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farmaco indicado para o tratamento do cancer de pele. Os resultados revelaram que
o CL50 em linhagem de células derivadas de um carcinoma primario in vitro foi trés

vezes maior a partir do farmaco encapsulado, em comparacao ao farmaco livre.

Outras classes de farmacos com aplicacdo tépica também podem ser
destacadas, como antinflamatérios e antissépticos. Um exemplo é o estudo da
avaliacdo da penetracdo in vitro na pele e quantificacdo de nimesulida a partir de
formulacbes topicas semi-solidas, contendo nanoesferas, nanocapsulas e
nanoemulsdes. Os resultados demonstraram que a quantidade de farmaco liberado
no estrato cérneo foi similar para os nanosistemas desenvolvidos, com excecao das
nanocapsulas que atingiram as camadas mais profundas da epiderme (ALVES et al,
2007).

Outros pesquisadores como Nhung e colaboradores (2007), confirmaram a
potente acdo bactericida de clorexidina encapsulada em nanoparticulas,
posteriormente incorporadas em gel. Assim, a acdo do produto Nanoclorex®, no
estrato coérneo, foi tanto imediata, quanto sustentada. Na figura 12 é possivel
visualizar por MEV nanocapsulas de clorexidina localizadas no estrato cérneo, como
também sua associacdo a bactéria, com finalidade antisséptica (NHUNG et al,
2007).

x 12 000

Figura 12- Micrografia eletrbnica de varredura de clorexidina encapsulada em nanocapsulas (NCs)
localizadas no estrato corneo (SC) tratado por Nanoclorex ® ap6s 30 minutos e associadas ao estrato
cérneo e bactéria (BC) (x 12,000, Bar: 1um). Fonte: NHUNG et al, 2007.
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Outra classe de substancias que vém ganhando destaque na nanotecnologia
sdo os fitoestrogenos. Devido ao elevado potencial terapéutico que apresentam
diversos estudos biofarmacéuticos tém sido conduzidos como: atividade estrogénica
(GARCIA-PEREZ et al, 2006; NG et al, 2006), antioxidante (RECORD et al, 1995),
antitumoral (STROHEKER, et al, 2004, YANG et al, 2007) e cardiovascular
(HODGSON, et al, 1996; KERRY & ABBEY, 1998; KIM et al, 2004), entre outros.
Consequentemente, a aplicacdo da nanotecnologia na busca por sistemas
transportadores de fitoestrogenos tornou-se desafiadora, podendo dessa forma,
acentuar suas atividades biol6gicas (MINGHETTI et al, 2006; KWON et al, 2007;
HUANG et al, 2008; LEONARDUZZI et al, 2009; ZHU et al, 2009).

2.9. Fitoestrogenos

Fitoestrogénios sao substancias vegetais estrutural e funcionalmente
semelhantes ao estradiol (CLAPAUCH et al, 2002).

A atividade estrogénica em plantas foi demonstrada pela primeira vez em
1926, sendo que em meados de 1970, centenas de plantas ja haviam demonstrado
exercer atividade estrogénica. Em torno de 1940, observou-se que fitoestrogénios
presentes em trevos de pastagens, na Australia, diminuiram a fertilidade de ovelhas
apds sua ingestdo, condicdo denominada na época como “Doenga do Trevo”. A
partir de entdo os fitoestrégenos foram considerados biolégica e economicamente
importantes (MURKIES et al, 1998, apud, CLAPAUCH et al, 2002).

Também na década de 40, a substancia diosgenina, um esteréide vegetal foi
extraido da planta Dioscoria villosa, também conhecida como Yam Mexicano. Este
fitoester6ide vem sendo, desde entdo, utilizado como precurssor na producéo
quimica de esterdides sexuais (TAYLOR, 2001).

Os fitoestrogénios podem ser classificados conforme quadro 03 (CLAPAUCH
et al, 2002).
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Quadro 03- Classificagéo dos fitoestrogenos. Fonte: Adaptado de CLAPAUCH et
al, 2002.

Isoflavonas (genisteina, daidzeina, biochanina A, formononetina, equol,

desmetilangolensina (O-DMA))

Lignanos (enterodiol, enterolactona, secoisolariciresinol, metairesinol)
Cumestanos (cumestrol)

Lactonas do &cido isoresorcilico

Fitoalexinas

Flavonas (crisina, balcaleina, galangina)

Flavononas (naringenina)

Naftoflavona

Polietoxilatos alquilfendlicos

Dentre os fitoestrogénios citados, as isoflavonas tém sido bastante
pesquisadas. Sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavondides, caracterizados
por apresentar estrutura polifendlica, com dois anéis de benzeno ligados a um
terceiro anel de benzeno na posi¢cdo do carbono 3 (Figura 13) (HODGSON et al,
1996).

As isoflavonas ocorrem em produtos naturais, por exemplo, graos, como
ervilha verde, feijdo, lentilhas e legumes, merecendo destaque os produtos a base
de soja (LIGGINS et al, 2000). Diversos fatores podem modificar a
biodisponibilidade e efeitos bioldgicos das isoflavonas quando ingeridas: dieta rica
em carboidratos induzindo aumento da fermentacdo, doencas intestinais,
parasitoses, antibidticos e efeito do figado no metabolismo dessas substancias. Isto
acontece, ja que o figado participa de forma importante na conjugacdo das
isoflavonas e, portanto, a proporcéo de isoflavonas circulantes na forma livre torna-
se pequena (DAVIS et al, 1998).
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Figura 13- Estruturas quimicas de isoflavonas. Adaptado de HODGSON et al, 1996.

As isoflavonas sdo encontradas na forma glicosilada ou aglicona. Na forma
glicosilada est& conjugada a acucares, que no intestino € metabolizada por acdo de
enzimas bacterianas (B-glicosidades intestinais), perdendo assim o residuo de
acucar e transformando-se na forma mais ativa agliconada. Portanto, as formas de
agliconas sdo absorvidas mais rapidamente e em quantidades maiores do que 0s
glicosideos, em humanos (AHLUWALIA et al, 1953 apud AGUIAR, 2002).

Dentre as isoflavonas encontradas na soja encontram-se as formas agliconas
genisteina, daidzeina e gliciteina. A diferenca estrutural dessas formas esta no R1 e

R2 presentes no primeiro anel fenélico. Ja entre as formas glicosiladas estdo a
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genistina, dadzina, (glicitina, acetilgenistina, acetildaidzina, acetilglicitina,
malonilgenistina, malonildadzina, e malonilglicitina e suas diferencas estruturais
apresentam-se no R3, R4 e R5 do terceiro anel fendlico (GARRIDO et al, 2003; LUI
et al, 2003).

2.9.1. Mecanismo de acao

As propriedades estrogénicas e antiestrogénicas dos fitoestrogénios dependem de
sua concentracdo, da concentracdo dos esterdides sexuais enddégenos e do 6rgéo
especifico envolvido na interagcdo com os receptores de estrogénicos. Existem dois
tipos de receptores estrogénicos, alfa e beta. Os receptores alfa sdo os principais
receptores encontrados na mama e Utero e 0s receptores beta nos 0ssos e sistema
cardiovascular. O estradiol, por exemplo, € um estrogénio enddégeno, que tem
afinidade pelos dois receptores, enquanto as isoflavonas sdo mais seletivas para os
receptores beta, na proporcdo de 1/20 para os receptores alfa e 1/3 para os
receptores betas. A similaridade quimica das isoflavonas com os estrogénios é
responsavel por sua habilidade em se ligar aos receptores estrogénicos. A figura 14
apresenta a estrutura quimica do 17 p—estradiol (PATISAUL et al, 1999;
NACHTIGALL et al, 2001; GOUGELET et al, 2007).

Figura 14- Estrutura quimica do 17 B—estradiol. Fonte: NG et al, 2006.

2.9.2. Atividades bioldgicas

Estudos demonstram que as isoflavonas desempenham inimeras atividades
biolégicas podendo ser ressaltadas aquelas relacionadas a atividade estrogénica e
atividade inibidora de enzimas reguladoras do ciclo celular. Em especial, sua

seguranca na terapia de reposicao hormonal, prevengcdo da osteoporose, reducéo
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do colesterol plasmético, acdo antifungica, antioxidante (prevencdo do
envelhecimento cutaneo) e antitumoral (mama, prostata e pele, entre outros)
(RECORD et al, 1995; HODGSON et al, 1996; KERRY & ABBEY, 1998; AGUIAR et
al, 2002; KIM et al, 2004; STROHEKER et al, 2004; GARCIA-PEREZ et al, 2006; NG
et al, 2006; YANG et al, 2007; DAVIS et al, 2008).

Aguiar e colaboradores (2002) e Clapaud e colaboradores (2002)
apresentaram em suas revisdes bibliograficas informacfes pormenorizadas sobre a
eficacia de isoflavonas em diversas patologias e terapia de reposicdo hormonal na
menopausa, respectivamente. O primeiro estudo concluiu que esses compostos,
devido a sua similaridade com o estradiol desempenham atividade estrogénica,
entretanto, esta depende do tecido alvo e da forma em que se encontra, por
exemplo, se a forma apresenta-se como aglicona ou glicolisada (conjugada), a
atividade podera ser maior ou menor. JA& 0 segundo estudo concluiu que as
isoflavonas atuam como agonistas ou antagonistas estrogénicos, entretanto as
isoflavonas naturais, utilizadas em estudos in vivo e in vitro, ndo demonstraram
resultados consistentes e uniformes no que diz respeito a mimetizarem as acoes
estrogénicas em todos os Orgdos-alvo e sugere que estudos a partir de isoflavonas
isoladas sejam desenvolvidos, visto que representam potencial interesse sobre o0s

efeitos via receptor de estrogénio e extra-receptor.

hY

Devido a representatividade das isoflavonas genisteina e daidzeina diante
dos demais isoflavondides, inUmeras pesquisas tem sido realizadas a partir dessas
substancias isoladas. A principal diferenca quimica existente entre a genisteina e
daidzina se deve a presenca do grupo 5-hidroxil da genisteina (Figura 13) (LUI et al,
2003). Essas isoflavonas sao inclusive consideradas, como as principais isoflavonas
encontradas na soja (50 a 90%) (FUKUTAKE et al, 1996). Entretanto, de acordo
com Davis e colaboradores (1998) as poténcias relativas de comparacdo entre
essas isoflavonas e o estradiol (valor 100%) estabelecidas em curvas de resposta
concentracdo-dependente foram 0,084 para genisteina e 0,013 para daidzeina,
resultado estimulante para estudos a partir de genisteina. Sendo assim, fica
caracterizada a necessidade de pesquisas que possibilitem a liberacdo controlada

de genisteina nos tecidos alvo com o intuito de acentuarem sua atividade biologica.
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2.9.3. Genisteina

2.9.3.1. Caracteristicas fisico-quimicas

Sua forma aglicona, além de apresentar elevada atividade bioldgica, €
responsavel pela coloracdo amarelada dos graos de soja (WEI et al, 2002). Em
contrapartida, sua forma glicosilada é desprovida de atividade biolégica, sendo
necessaria, para absorcdo, sua transformacdo em aglicona, pela fermentacdo
enzimatica (hidrolise), a partir de enzimas especificas, como a [B-glicosidase ou
phorizin lactase-hidrolase (lactase) encontradas no intestino delgado de
mamiferos (AGUIAR et al, 2002).

A forma glicosilada € considerada pouco soluvel em agua, embora seja mais
polar que a forma aglicona. Consequentemente, a forma aglicona apresenta muito
pouca solubilidade em agua, sendo possivel sua solubilizacdo em etanol e metanol.
Na presenca de 4gua solucdes etandlicas precipitam cristais de genisteina, com cor
esbranquicada (WEI et al, 2002). De acordo com Drug Bank (2008), apresenta
coeficiente de particdo octanol/dgua (log P) igual a 3,04, entretanto Xavier e
colaboradores (2005) realizaram um experimento para essa determinacao
encontrando o valor de 4,36. Embora distintos, os dois caracterizam a genisteina
como uma molécula com caracteristicas lipofilicas. O peso molecular e fusdo da
genisteina sdo respectivamente, 270.241 g/mol e 297 - 298°C (com uma leve
decomposicdo térmica desse composto). O comprimento de onda de absorcéo
méaxima da genisteina apresenta-se em torno de 270nm, tendo como solvente de
escolha o metanol (WEI et al, 2002; DRUG BANK, 2008).

2.9.3.2. Propriedade antienvelhecimento e quimiopreventivo

7

A genisteina € um representante fito-estrogénico que tém atraido grande
atencdo devido aos potenciais efeitos quimiopreventivo e antienvelhecimento, os
guais demonstram agir como antioxidante, inativador de radicais livres e
radioprotetor, bem como estimulante da sintese de colageno, elastina e &cido
hialurénico (AH) (CAl et al, 1997; MIYAZAKI et al, 2002; BAUMANN, 2004).
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As espécies reativas de oxigénio sdo conhecidas por causar dano oxidativo
as macromoléculas como DNA e lipidios e por isso, essas moléculas s&o
consideradas importantes marcadores bioldgicos, ja que possuem importante papel
no desenvolvimento de céancer, doenca cardiaca e disfuncédo cerebral, bem como
como no processo de envelhecimento (OLIVEIRA, 1999; STROHEKER et al, 2004;
GARCIA-PEREZ et al, 2006; DAVIS et al, 2008). Diversos autores atestam que a
inativacao de radicais livres de oxigénio e subsequiente protecdo de macromoléculas
celulares contra danos de oxidacdo podem ser 0s mecanismos responsaveis pela
quimioprevengdo anticarcinogénica e prevengao do envelhecimento cutaneo, os

quais tém sido estudados na presenca da genisteina.

Cai e colaboradores (1997) avaliaram os efeitos antioxidantes de trés
flavondides (genisteina, quercetina e luteonina) através de diferentes sistemas,
dentre os quais a formacéo de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG) induzida por
reacdo UV. Os resultados mostraram que todos os compostos do teste tiveram
potente efeito de extincdo de 8-OHdG, com a ordem dos efeitos sendo maior para
genisteina, a qual apresentou IC50 de 0,3 pM para 0,5 e 0,8 pM de luteolina e

guercetina, respectivamente.

Wei e colaboradores (2002) demonstraram que a genisteina inibiu a génese
tumoral induzida por radiagdo UVB em pele de camundongos sem pélo, mediados
por eventos oxidativos induzidos pela radiagédo UVB, incluindo a formacéo in vivo de
peréxido de hidrogénio (H20,), peroxidacdo lipidica (representado pelo
malondialdeido, MDA) e 8-OHdG. Foi demonstrado que a exposicdo a radiacdo UVB
subaguda, aumentou substancialmente o nivel de H,O,, perdxidos lipidicos e 8-
OHdG na pele de camundongos sem pélo. Além disso, a exposicdo crénica a baixas
doses de UVB (0,9-1,2 KJ/m? por 20 semanas) aumentou substancialmente os
niveis de 8-OHAG ndo apenas na epiderme, mas também nos érgaos internos, como
figado, cérebro e bagco de camundongos, com excecao de rim. O pré-tratamento dos
animais com 10 mmol de genisteina 1 hora antes da exposicdo ao UVB inibiu a
formacao de UVB-induzida de H,O, e MDA em pele e 8-OHdG na epiderme, bem
como em oOrgaos internos. Em resumo, os resultados sugeriram que a irradiacao
UVB provocou uma série de eventos oxidativos, que foram substancialmente

inibidos pela genisteina, quer através de témpera direta de espécies reativas de
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oxigénio ou efeitos antiinflamatérios indiretos. Assim, as propriedades antioxidantes

da genisteina podem explicar seus mecanismos antifotocarcinogénicos.

Ainda com enfoque na radiagdo UVB, um estudo in vitro exp6s queratindcitos
humanos a essa radiacdo apos incubacdo em doses crescentes de genisteina, por
duas horas. Os resultados demonstraram inibicdo da fosforilagdo de EGF-R
(receptores de fator de crescimento epidérmico) e das MAP-quinases na presenca
de genisteina no meio celular. Assim, foi verificada inibicdo da degradacédo da matriz
dérmica, ja que os indicadores estudados provocaram a estimulacédo dos fatores de
transcricdo celulares e ativacdo das metaloproteinases matriciais (WEI et al, 2003).
Portanto, o resultado dessa inibicdo pode conduzir a atenuacdo ou impedimento da

degradacédo do colageno cutaneo.

No mesmo estudo, a inibicdo da inducdo das MAP quinases, em especial a
proteina ERK, promoveu a reduc¢do significativa da proteina cJun, a qual é essencial
para a ativagdo do fator de transcricdo AP-1. O complexo AP-1 formado por cJun e
cFos estimula a transcricAo dos genes de varias metaloproteinases matriciais
(MMPs), como, a colagenase e gelatinase (92 kDa), responsaveis pela degradacéo
do colageno e outros componentes da matriz dérmica. A genisteina, por inibir a
inducdo de cJun, preveniu a ativacdo de AP-1, bloqueando a indu¢cdo dos RNAmM
das MMPs, por exemplo a colagenase-1, inibindo a degradacdo do colageno,
prevenindo assim, o fotoenvelhecimento cutaneo (WEI et al, 2003; KANG et al,
2003; FISHER et al, 1997 apud XAVIER et al, 2005).

Em outro estudo, Dwiecki e colaboradores (2007) investigaram a atividade
antioxidante da genisteina e daidzeina através de suas interacdes com a membrana
fosfolipidica (MF). Foram realizadas medidas de fluorescéncia e os resultados
demonstraram que genisteina na concentracdo de 10uM apresentou-se incorporada
na porgao hidrofilica da MF, resultando na diminuicdo da fluidez da membrana, as
quais foram confirmadas por medidas anisotropicas de fluorescéncia. Os resultados
também indicaram que em concentracdes acima de 10uM a genisteina foi
incorporada na regido hidrofébica da MF. Dessa forma foram confirmadas interagfes
entre a genisteina e a MF, com consequente estabilizacdo desta, podendo ser

ressaltada essa condi¢ao para sua atividade antioxidante.

Na dermatologia do envelhecimento cutaneo, os beneficios terapéuticos dos

estrogenos, utilizados tanto por via oral ou topica, tém sido relatados e demonstram
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gue sua auséncia na pele leva a alteragbes nas atividades celulares, como reducgao
na sintese de colageno, elastina e acido hialurdnico nos fibroblastos. Assim, a
terapia de reposicdo hormonal (TRH) topica tem sido direcionada a mulheres pos
menopausadas, sendo indicada para aquelas que nao recebem a terapia oral
(BAUMANN, 2004).

7

Considerando que a terapia estrogénica €& eficaz na prevengao do
envelhecimento, as isoflavonas também séo capazes de produzir efeitos similares,
devido a semelhanga estrutural com o estrégeno 17B-estradiol, conforme
mencionado no item 2.10.1. Assim, estudos realizados com o estradiol e estriol
foram relatados a fim de complementarem a pesquisa realizada. Em estudo
realizado por Schmidt e colaboradores (1996) foi observado melhora semelhante
aguela vista com TRH oral e transdérmica para o estradiol a 0,01% e estriol a 0,3%
topicos. Também foi observado que apdés 06 meses de tratamento as pacientes
tratadas demonstraram elasticidade e firmeza da pele melhorada, com profundidade
diminuida das rugas, hidratacdo aumentada da pele, além de aumento importante de

fibras de colageno Tipo Ill, sem nenhum efeito adverso.

A auséncia de efeitos adversos para terapia topica estrogénica também foi
tema do estudo realizado por Kainz e colaboradores (1993 apud BAUMANN, 2004),
que examinaram esfregacos de colpocitologia e mediram as concentracoes
hormonais de 17 mulheres antes e apds 03 meses de terapia de reposicao
estrogénica topica (1,0g de pomada de estradiol a 0,01% ou pomada de estriol a
0,3% 1 vez ao dia). As concentracdes séricas e 0 aspecto dos esfregacos vaginais
nao mostraram nenhuma alteracdo importante, 0 que sugere que 0S estrogénios
toépicos ndo causaram efeitos adversos, podendo ser usados na prevencao de

alteracdes da pele que ocorrem com a menopausa.

Dentre as repostas estrogénicas desencadeadas pela isoflavona genisteina, o
estimulo a sintese de colageno e AH, merecem destaque. Miyazaki e colaboradores
(2002) avaliaram a producdo de AH em cultura de queratinécitos humanos
transformados e em pele dorsal de camundongos. Verificaram que sua producéo,
nos queratinocitos, foi estimulada significativamente e de forma dose dependente
pela genisteina, ocorrendo o mesmo, apos 02 semanas, na pele de camundongos.
Entretanto, foi observada que a poténcia da isoflavona, em estimular a sintese de

AH foi entre 1000 e 5000 vezes menor que aquela observada a partir do estradiol.
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Contudo, esses relatos confirmaram que a aplicacao topica da isoflavona genisteina,
em sua forma livre, promoveu aumento na sintese de AH, o qual se refletiu em
melhoria da hidratacdo cutanea e em discreto aumento na espessura da epiderme,

associado a um aumento na elasticidade da pele (MIYAZAKI et al, 2002; 2003).

Considerando que os beneficios relatados anteriormente ocorreram de forma
dose dependentes é possivel inferir que se uma quantidade maior de genisteina
chegasse as camadas especificas da pele ou mesmo, as células alvo, os efeitos

almejados seriam mais facilmente atingidos.

2.9.3.3. Permeacéo cutanea de genisteina

Pesquisas no campo da tecnologia farmacéutica vém sendo realizadas a fim
de se verificar a penetragcdo cutanea da genisteina. Por exemplo, Silva e
colaboradores (2009) desenvolveram nanoemulsfes de uso tdpico contendo
genisteina através do método de emulsificacdo espontdnea. Foram obtidas
emulsdes monodispersas com tamanho médio de 230-280 nm. A permeacdo das
formulacdes foi avaliada através da pele da orelha de porco, em células de difusédo
do tipo Franz. Os resultados apresentaram um perfil de permeacao lento para
genisteina (~7,5pg.cm™.h™) com reducéo significativa de sua permeabilidade a partir
dos nucleos oleosos (~3,5-5,0ug.cm?.h™) ou nanoemulsdes (~3,0-3,5pg.cm™.h™)
indicando a afinidade da genisteina pelos veiculos oleosos utilizados, bem como

interessantes perspectivas para a administracao topica de genisteina.

Minghetti e colaboradores (2006) verificaram a absorcdo percutanea de
genisteina através de células de difusdo do tipo Franz em epiderme humana
(permeacao ex vivo) utilizando diferentes veiculos. Foi assumido pelos autores que
apenas a genisteina pura, no veiculo PEG 400, poderia ser eficazmente

administrada por via transdérmica.

Huang e colaboradores (2008) verificaram a viabilidade de absorcéo na pele
de genisteina e daidzeina. Foi verificado que a producdo de queratindcitos foi inibida
por elas demonstrando sua ac¢éo inativadora de radicais livres. Quanto a absorcéo
na pele, a genisteina apresentou maior absorcao percutanea que a daidzeina, sendo

suas deposi¢cdes na pele comparadas com os estudos in vivo também realizados,
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além do que os perfis de seguranca nao demonstraram ruptura do estrato corneo ou

eritema de pele para genisteina.

Assim, embora os autores relatem penetracdo na pele da genisteina, seu
favorecimento permanece desejavel, gerando o desafio de desenvolver e aplicar
novos sistemas de liberacdo, como as nanocapsulas, com a finalidade de viabilizar

sua administracdo sobre a pele e acentuar suas atividades bioldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar nanocpsulas de PLA
contendo genisteina, incorporadas em formulagédo tépica semi-sélida e avaliar em

modelos in vitro e ex vivo, a habilidade de modularem a penetracéo na pele.

3.2. Objetivos Especificos

» Padronizar composicdo e método de obtencédo e formacdo de nanocapsulas

de PLA contendo genisteina;

» Caracterizar os nanosistemas desenvolvidos quanto ao aspecto, forma,
dimensdes; tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas, resisténcia a
centrifugacdo, pH das nanosuspensdes, potencial zeta, andlise térmica por

DSC e eficiéncia de encapsulacéo do farmaco;

» Estabelecer os melhores pardmetros para a separacdo de farmaco livre e
encapsulado, bem como para o rompimento das nanocapsulas, extracao e

guantificacdo do farmaco genisteina;

» Desenvolver e validar metodologia analitica para determinagédo de genisteina,

compreendendo os métodos de extragdo do farmaco das matrizes estudadas.

» Determinar a permeacgdo cutdnea da genisteina, em pele de orelha de suino

ex-vivo através de:
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e Permeacdao intrinseca da genisteina,

e Permeacao passiva da genisteina livre e nanoencapsulada, bem como a

partir de gel e emulsdo nao-ibnica;

e Retencdo na pele da genisteina livre e nanoencapsulada, a partir de gel e

emulsao nao-ibnica.

e Retencdo na forma farmacéutica da genisteina livre e nanoencapsulada, a

partir de gel e emulsdo nao-ionica.

e Determinacdo da taxa de recuperacdo do farmaco nos diferentes

componentes das células de Franz.

> Determinar a liberacao in vitro da genisteina nanoencapsulada a partir de gel

através de membrana sintética.

> Determinar a cinética de liberacdo da genisteina a partir das formulacdes
estudadas através dos parametros: coeficiente de correlacdo linear (r); fluxo

cutaneo (J), tempo de laténcia (tempo LAG) e quantidade total permeada.
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4. METODOLOGIA

4.1. TIPO DE ESTUDO
O presente estudo é laboratorial de carater experimental, com abordagem

quali-quantitativa.

4.2. LOCAL DA PESQUISA
A pesquisa foi realizada no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
(FARMATEC) da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias.

4.3. MATERIAL

4.3.1. Equipamentos

Foram empregados 0s seguintes equipamentos e acessorios:

Espectrofotdmetro UV-vis, marca Varian, modelo Cary-50,
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, marca Varian, modelo Pro-
Star 240;

Zetasizer Nano, marca Malvern Instruments, modelo ZEN1600 e ZS;
Differential Scanning Calorimeter, marca Shimadzu, modelo DSC-60 A;
Rotaevaporador, marca Tecnal, modelo TE-210;

Processador Ultrassonico, marca Misonix, modelo XL2020;

pHmetro Digital, marca Gehaka, modelo PG 1000;

Mili Q-Gradient, marca Millipore;

Balanca analitica marca Gehaka, modelo AG-200,

Centrifuga, marca Sigma, modelo 3-18 K;

Céamara Escura Ultra violeta, marca Tecnal, modelo TE-540 365NM;

Agitador magnético, marcaTecnal, modelo TE-085,
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e Agitador tipo Vortex, marca Phoenix, modelo AP-56;

e Lavadora Ultra-Sonica, marca Unique, modelo USC1400,

e Mini Incubadora, marca Marconi, modelo Ma 410.

e Sistema de Células de difusdo vertical (Tipo Franz), marca Hanson
Research Corporation, modelo Microette Plus Q-Pak™);

e Microscopio Optico com camara digital CCD, marca Leica, modelo
DME ECS.

4.3.2. Substancias e reagentes

e Genistéina (LC Laboratories, USA, Lote G-6055)

e Poli (Acido latico), (Sigma-Aldrich, Lote 531162-5G);

e Fosfatidilcolina de soja 100% Lipoid (Gerbras, lote 790545-6);

e Tween®80 P. S. (Vetec, lote 0603298):;

e Oleo de soja (Liza, lote 03 0353 PV);

e Hidroxipropil metilcelulose (HPMC) (Gerbras);

o Polawax® (Alcool cetoestearilico e polioxietilinoglicois) (Gerbras);

e Sephadex G-50 Fine (Amersham Bioscience);

e Membrana HV (Durapore) em PVDF (fluoruro de polivinilideno), 0,45um
de poro, 13mm de diametro, branca e lisa (Millipore, lote HVLP 01300);

e Membranas Millipore em PTEF (politetrafluoroetileno), 0,22um de poro,
47mm de didametro, branca e lisa;

e Metanol, Acetonitrila, Acetona,

e Agua ultra pura Mili-Q;

e [Fosfato de potassio monobasico;

e Hidroxido de sodio;

e L& de vidro (Reagen);

e Demais reagentes, todos de grau analitico ou superior.

4.3.3. Vidrarias e utensilios diversos

e Pipetas volumétricas;
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e Micropipetadores (marca Brand, Transferpette, 10-100uL e 100-
1000uL);

e BalBes volumétricos de vidro;

e Baldo de fundo chato;

e Tubos de ensaio;

e Tubos Falcon;

e Ependorfes;

e Espatulas de aco inox;

e Erlenmeyers;

e Garras;

e Colunas cromatogréficas de vidro.

4.3.4. Substancia teste

Genisteina (figura 15): po cristalino de coloracdo branca, solivel em metanol

e insollvel em agua (LC Laboratories, lote G-6055).

Figura 15- Estrutura quimica da genisteina.

4.4. METODOS

Com a finalidade de facilitar o entendimento do método empregado nesse

trabalho, o esquema experimental esta apresentado na figura 16.
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VALIDAGAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICAGCAO DO FARMACO
GENISTEINA E ESTUDO DE SUA ESTABILIDADE

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGCAO E ESTABILIDADE DE
NANOCAPSULAS DE PLA NA AUSENCIA E PRESENGCA DE GENISTEINA

Testes de rompimento das nanocéapsulas, precipitacdo do polimero e
senaracio do farmaco livre

PREPARACAO DAS FORMAS FARMACEUTICAS SEMI-SOLIDAS (GEL E
EMULSAO) CONTENDO GENISTEINA LIVRE OU NANOENCAPSULADA

AVALIACAO DO PERFIL DE PENETRACAO CUTANEO DA GENISTEINA A PARTIR
DAS FORMULACOES DESENVOLVIDAS

Avaliagao do perfil de penetracédo intrinseco da genisteina

Avaliagcdo da permeacéo cuténea da genisteina livre e nanoencapsulada
a partir das formulagdes em gel e emulséo

Determinacdo da quantidade de genisteina retida na pele e forma
farmacéutica

Determinacdo da taxa de recuperacdo de genisteina permeada, na pele
e forma farmacéutica apds 24 horas de ensaio de permeacéo

Liberacdo in vitro da genisteina nanoencapsulada, através de
membrana sintética, na formulacdo em gel

Cinética de liberagcdo da genisteina a partir das formulac@es
desenvolvidas

AVALIACAO DAS VARIAVEIS ATRAVES DE ESTUDOS ESTATISTICOS

Figura 16 - Esquema experimental do desenvolvimento, caracterizagdo e avaliacdo da permeacao

cutanea da isoflavona genisteina em nanocapsulas poliméricas.
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