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RESUMO

A luteina € um carotenoide natural conhecido pela sua alta capacidade antioxidante,
e, por isso, tem um potencial uso em produtos antienvelhecimento. No entanto, a
sua instabilidade a luz, calor e oxigénio, bem como a baixa solubilidade em agua
limitam sua biodisponibilidade na pele. O desenvolvimento de sistemas de entrega
de farmacos nanoestruturados contendo luteina apresenta-se como uma abordagem
interessante para otimizar suas caracteristicas e favorecer sua penetragcao na pele.
Dessa forma, buscou-se desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antioxidante
e a citotoxicidade de nanocapsulas poliméricas, contendo luteina, empregando o
polimero poli (e-caprolactona). Os sistemas foram obtidos pelo método de deposigao
interfacial do polimero pré-formado e caracterizados por meio de estudos
fisico-quimicos de espalhamento dindmico de luz (DLS), mobilidade eletroforética e
pH em potencidmetro calibrado; morfolégicos por MEV-FEG e estrutural por DRX e
FTIR. A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de FRAP, DPPH+. e ABTS
" e a citotoxicidade foi avaliada in vitro em fibroblastos de linhagem 3T3. As
nanocapsulas poliméricas contendo luteina foram obtidas com éxito pelo método
escolhido. Na analise morfolégica, as nanocapsulas apresentam formato esférico
com superficie lisa, regular, tamanho nanométrico e homogéneo em consonancia
com os resultados do DLS, onde foi observado nanocapsulas com aproximadamente
300 nm, indice de polidispersdo de 0,2 e potencial zeta proximo a - 30 mV. As
amostras apresentaram pH entre 5,02 + 0,023 a 5,94 + 0,037. O DRX confirmou que
o método de encapsulagao foi eficiente e o farmaco encontra-se prioritariamente em
dispersdo molecular no nucleo oleoso das nanocapsulas. O FTIR assegurou que
nao houve ligagdes quimicas entre a luteina e a PCL. As temperaturas ambiente e
de 4 °C preservaram as caracteristicas dos nanossistemas por 30 dias. A veiculagcao
da luteina em nanocapsulas garantiu alta eficacia da atividade antioxidante nos
meétodos avaliados. Os ensaios de viabilidade celular confirmaram que a luteina nao
apresentou toxicidade em células de fibroblastos em concentragdes menores que
6,25% (v/v) em relagcdo ao controle. Dessa maneira, os resultados obtidos fornecem
uma base experimental que viabiliza o uso de nanocapsulas de luteina revestida por
PCL como uma alternativa viavel e inovadora para administragao cutanea da luteina.

Palavras-chave: Nanotecnologia; nanocapsulas; carotenoide; pele;
antienvelhecimento.



ABSTRACT

Lutein is a natural carotenoid known for its high antioxidant capacity, thus potentially
useful in anti-aging products. However, its instability to light, heat, and oxygen, as
well as low water solubility, limit its bioavailability in the skin. The development of
nanostructured drug delivery systems containing lutein presents an interesting
approach to optimize its characteristics and enhance skin penetration. Thus, efforts
were made to develop, characterize, and evaluate the antioxidant activity and
cytotoxicity = of polymeric  nanocapsules containing lutein, employing
poly(e-caprolactone) polymer. The systems were obtained by the pre-formed polymer
interfacial deposition method and characterized through physicochemical studies
using dynamic light scattering (DLS), electrophoretic mobility, and pH measurements
in a calibrated potentiometer; morphological analysis by FEG-SEM and structural
analysis by XRD and FTIR. Antioxidant activity was evaluated using FRAP, DPPH-
and ABTSe+ methods and cytotoxicity was evaluated in vitro on fibroblasts-3T3.
Polymeric nanocapsules containing lutein were successfully obtained using the
chosen method. Morphologically, the nanocapsules exhibited a spherical shape with
smooth, regular surfaces, nanometric and homogeneous size, consistent with DLS
results, showing nanocapsules of approximately 300 nm, a polydispersity index of
0.2, and a zeta potential near to - 30 mV. The samples exhibited pH levels ranging
from 5,02 £ 0,023 to 594 * 0,037. The X-ray diffraction confirmed that the
encapsulation method was efficient, and the drug is primarily in molecular dispersion
within the oily core of the nanocapsules. The FTIR confirmed that there were no
chemical bonds between lutein and PCL. Ambient and 4 °C temperatures preserved
the characteristics of the nanosystems for 30 days. Lutein encapsulation in
nanocapsules ensured high efficacy of antioxidant activity in the evaluated methods.
Cell viability assays confirmed that lutein did not present toxicity in fibroblast cells at
concentrations lower than 6.25% (v/v) compared to the control. Thus, the results
provide an experimental basis supporting the use of PCL-coated lutein nanocapsules
as a viable and innovative alternative for cutaneous administration of lutein.

Keywords: Nanotechnology; Nanocapsule; carotenoid; skin; anti-aging.
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1 INTRODUGAO

Sabe-se que o envelhecimento cutdneo € um processo natural e complexo,
influenciado por uma variedade de fatores que agem simultaneamente, que incluem
predisposi¢cao genética, fatores epigenéticos e influéncias ambientais. Esses fatores
provocam alteragdes cumulativas, tanto estruturais como fisiolégicas na pele, e
resultam no aparecimento de rugas, perda de elasticidade, manchas e flacidez (Dai
et al. 2023; Quan, 2023).

Como a pele € o maior 6rgdao do corpo humano e desempenha papel
fundamental na protecdo contra agressdes externas, torna-se essencial entender
como o envelhecimento cutdneo pode ser retardado ou minimizado (Junqueira;
Carneiro, 2013; Vénus; Waterman; Mcnab, 2011; Sharma; Kuhad; Bhandari, 2022).
Devido a isso, percebe-se um maior interesse dos consumidores por produtos que
reduzam os sinais do envelhecimento, sobretudo por produtos sustentaveis e de
origem natural (Sharma; Kuhad; Bhandari, 2022).

Nesse contexto, a luteina, um carotenoide derivado do metabolismo
secundario das plantas, tem se destacado pelas suas propriedades bioldgicas na
pele, principalmente por seu potencial antioxidante, que pode contribuir para a
reducdo dos danos causados por radicais livres, relacionado ao aparecimento de
sinais de envelhecimento cutaneo (Sharma; Kuhad; Bhandari, 2022; Zaid et al.,
2022; Flieger et al. 2024).

Estudos cientificos sugerem que a luteina pode ajudar a proteger a pele
contra danos causados pelos raios ultravioleta (UV) do sol, reduzir a formacao de
rugas e melhorar a hidratagcéo e a elasticidade da pele. Além disso, a luteina pode
atuar como um fotoprotetor oral, complementando a protecéo oferecida pelos filtros
solares topicos (Zaid et al. 2022; Sharma; Kuhad; Bhandari, 2022; De Avila; Primo,
2021; Flieger et al., 2024).

Apesar das potencialidades da aplicagao da luteina, seu uso representa um
desafio tecnolégico a ser superado, pois se decompde facilmente na presenca de
calor, luz e oxigénio, que somado a sua baixa solubilidade aquosa, apresenta fraca
farmacocinética. Decorrente disso, causa baixa biodisponibilidade, o que pode
reduzir a sua interagdo com organismo e, consequentemente, restringir o seu
potencial na aplicagéo clinica, sobretudo na pele (Kotake-Nara; Nagao, 2011; Mitra
et al., 2021; Nikhat et al., 2022).
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Tendo em vista essas condi¢des, os sistemas de dimensdes nanométricas (1
x 10° m), em especial as nanocapsulas poliméricas, representam uma estratégia
interessante, pois proporcionam a preservagcdo das caracteristicas do ativo e
garantem maior estabilidade fisico-quimica, além de promover liberacdo controlada
e sustentada, principalmente de substancias lipofilicas como a luteina (Schaffazick et
al., 2003; Maleki; Karimpour; Maleki Dizaj, 2018; Brum, 2017; Sharma; Kuhad;
Bhandari, 2022; Bali¢; Mokos, 2019; Zaid et al., 2022).

Nesse sentido, com a finalidade de aumentar a biodisponibilidade e/ou
eficacia terapéutica de carotenoides, sistemas nanoestruturados tém sido
pesquisados, com vistas a aumentar a atividade antioxidante da luteina (Lacatusu et
al., 2013), licopeno (Mennati et al., 2021; Lia et al., 2017), curcumina (Taleb et al.,
2023) e p-caroteno (Azhar et al., 2023), sobretudo com o uso de nanoparticulas
poliméricas.

A poli (¢ -caprolactona), mais conhecida pela sua sigla (PCL) é um polimero
muito utilizado no desenvolvimento desse tipo de sistema, visto que possui 6timas
propriedades para uso como biomaterial, por ser biodegradavel, biocompativel, de
custo baixo, atéxico, resistente, compativel com diversos solventes e demais
biomateriais, por isso, pode favorecer a agao bioldgica da luteina na pele (Abamor et
al., 2018; Bose et al., 2019; Janmohammadi; Nourbakhsh, 2018).

Apesar de todos os beneficios supracitados, a quantidade de estudos
envolvendo sistemas de liberacdo controlada com a luteina na pele é reduzida.
Nanoparticulas poliméricas foram encontradas na literatura para veiculagdo da
luteina, mas n&o foram encontrados estudos com nanocapsulas do poliéster
biodegradavel PCL para a sua aplicagao topica.

Portanto, diante das potencialidades das nanoparticulas poliméricas somado
as propriedades biolégicas que a luteina apresenta, o presente trabalho visou
desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antioxidante e citotoxicidade in vitro de
nanocapsulas poliméricas contendo luteina, visando sua aplicacdo tépica no

tratamento dos sinais de envelhecimento cutaneo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar a atividade antioxidante e citotoxicidade
in vitro de nanocapsulas poliméricas de poli (e-caprolactona) (PCL) contendo luteina,

visando sua aplicagao topica no tratamento dos sinais de envelhecimento cutaneo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Desenvolver nanocapsulas poliméricas a partir do poliéster
biodegradavel poli (e-caprolactona) contendo luteina, segundo o método de
deposigao do polimero pré-formado seguido pela evaporagao do solvente.

° Efetuar a caracterizagao das nanocapsulas poliméricas por meio das
analises fisico-quimicas, morfolégicas e estruturais;

° Investigar a estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas
com e sem luteina pela determinacdo do didmetro médio de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH durante armazenamento em temperatura
ambiente, refrigerada e de estufa.

° Analisar a atividade antioxidante das nanocapsulas poliméricas por
meio dos ensaios de reducdo do Ferro (FRAP), de inibicdo do radical DPPH- e
inibicdo do cation-radical ABTS™.

° Avaliar a citotoxicidade das nanocapsulas poliméricas por meio do

ensaio de reducao de MTT.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PELE

A pele é tida como o maior 6érgdo humano, abrangendo uma area de
superficie em torno de 1,5 a 2,0 m?, o que representa aproximadamente cerca de
16% do peso corporal (Vénus; Waterman; Mcnab, 2011). De pH entre 4,5 € 5,5, é
constituida por uma estrutura extremamente organizada e especializada. Suas
principais fungdes consistem em manter a homeostase e proteger o corpo humano
contra a entrada de patdégenos e agentes nocivos (quimicos e fisicos), evitar a perda
de agua e fluidos extracelulares, regular a temperatura corporal, assim como atuar
na percepgao sensorial, resisténcia mecanica, reagdes imunoldgicas e na sintese de
hormonios (Mcknight; Xa&; Hargest, 2022; Vénus; Waterman; Mcnab, 2011; Gilaberte
et al., 2016; Schmid-Wedtner; Korting, 2006).

E composta por trés camadas: a epiderme, camada mais superior; a derme,
camada intermediaria e a hipoderme, camada mais profunda (Chu, 2008; Junqueira;

Carneiro, 2013). As camadas da pele estado presentes na Figura 1.

Figura 1 - Camadas da pele
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Fonte: Adaptado de Shutterstock (2018).

A epiderme ¢é constituida por um epitélio estratificado, formado por:
queratinécitos (90% do total de células), células de Langerhans, que garantem a

vigilancia imunoldgica; os melandcitos, que permitem a pigmentacdo da pele; e as
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células de Merkel, que estdo envolvidas na sensagdo mecanica (Junqueira;
Carneiro, 2013; Losquadro, 2017).

A camada cérnea € a camada mais externa da epiderme, composta por
células anucleadas achatadas, organizadas em lamelas e s&o envolvidas por uma
matriz lipidica continua. Abaixo dela, encontra-se a camada granulosa onde s&o
produzidos constituintes estruturais. Segue-se com a camada espinhosa, contendo
células poliédricas, com nucleo arredondado e grandes feixes de queratina, em que
se formam anexos intercelulares chamados desmossomos. Por fim, a camada basal
é formada por queratinécitos em forma de coluna, mitéticamente ativas ligados por
filamentos de queratina (Chu, 2008; Junqueira; Carneiro 2013; Losquadro, 2017).

Abaixo da epiderme esta situada a derme, essa, por sua vez, constituida
essencialmente por tecido conjuntivo formado por fibras colagenas, elasticas e
substancia amorfa, constituintes responsaveis por proporcionar forga, elasticidade,
viscosidade e hidratacao a pele (Gilaberte et al., 2016). A principal célula da derme é
o fibroblasto, responsavel pela secrecdo de muitas das proteinas da matriz
extracelular (MEC), também estado presentes células de defesa imunolégicas como
macréfagos e linfécitos; bem como vasos sanguineos, fibras nervosas e anexos
cutaneos como: foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas (Chu,
2008; Junqueira, Carneiro 2013; Vénus, Waterman, Mcnab, 2011).

O colageno é o principal constituinte da derme, pertence a uma familia de
proteinas presentes em toda pele e tecido conjuntivo do corpo humano. Os tipos que
estdo presentes em maior quantidade na pele sdo o colageno tipo I, que
compreende aproximadamente 80% da derme, conferindo resisténcia a tragéo, e o
colageno tipo Ill, representando aproximadamente 15%, responsavel pela
flexibilidade da pele (Losquadro, 2017). A hipoderme €& formada por células
adiposas, envolvidas por tecido conjuntivo frouxo, que possuem como fungdo a
reserva de energia, isolamento e protegdo contra choques fisicos (Junqueira;
Carneiro, 2013).

A pele atua como barreira protetora, imunoldgica e sensorial. Sua exposigao
ao meio ambiente pode resultar em danos a matriz extracelular, ocasionando
alteragdes fisicas, quimicas e mecanicas, incluindo o aparecimento de sinais de
envelhecimento cutdneo como rugas, perda de elasticidade, manchas e flacidez
(Boismal et al., 2020; Rorteau et al., 2020; Pereira et al., 2013).
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3.2 ENVELHECIMENTO

O envelhecimento cutdneo € um processo natural e complexo, influenciado
por uma variedade de fatores que agem simultaneamente, incluindo predisposi¢cao
genética, fatores epigenéticos e influéncias ambientais. Esses fatores sé&o
responsaveis por causar alteragées funcionais ao longo do tempo, o que perturba o
funcionamento das células, tecidos e 6rgaos, levando em Uultima andlise ao
aparecimento de doencas e a mortalidade (Dai et al., 2023; Quan, 2023). Dessa
forma, o envelhecimento da pele vai além de uma preocupacado estética, mas
também a problemas de pele relacionados a idade.

Esse processo € um sinal altamente visivel e proeminente, que ocupa uma
posicao central nas interagdes sociais e visuais. Como resultado, a aparéncia da
pele pode afetar significativamente a qualidade de vida (Quan, 2023). Existem dois
tipos de envelhecimento cutaneo: envelhecimento intrinseco ou cronolégico, que
ocorre naturalmente com o tempo devido a fatores genéticos, metabdlicos e
hormonais; e envelhecimento extrinseco, causado pela exposicdo cumulativa a
poluicdo, consumo de drogas, sedentarismo, alimentagdo inadequada e radiagao
UV, levando a danos oxidativos nas células e envelhecimento prematuro (Sharma;
Kuhad; Bhandari, 2022; Quan, 2023).

Durante o processo de envelhecimento, a pele sofre uma série de
transformacgdes histoldégicas e moleculares, muitas vezes caracterizadas por um
afinamento e achatamento da epiderme, juntamente com danos a derme causados
pela fragmentacédo das fibras de colageno. A desregulacdo da renovagao da MEC,
especialmente a degradacédo das fibras de colageno pelas metaloproteinases de
matriz (MMPs) e outras proteases, € um dos eventos moleculares cruciais que
caracterizam o envelhecimento da pele (Quan; Fisher, 2015).

O colageno junto a elastina sdo as principais proteinas estruturais da pele e
sua perda ou fragmentacgéo leva a diminuigdo da elasticidade, firmeza e resiliéncia,
bem como ao aparecimento de rugas e linhas finas de expressdo. Tanto o
envelhecimento intrinseco como o extrinseco estdo associados a um declinio na
sintese de colageno e elastina ou ao aumento na degradagéo de colageno e elastina
(Sharma; Kuhad; Bhandari, 2022; Quan, 2023).

Além do envelhecimento intrinseco e extrinseco, as mulheres ainda sofrem

os processos do envelhecimento climatério, que esta relacionado a redugao da
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secrecdo de estrogénios (Tonci¢ et al., 2018). Este horménio é conhecido por sua
capacidade de inibir MMPs, prevenindo a degradagao de colageno, aumentando a
hidratacdo e elasticidade da pele, bem como favorecendo a proliferagdo de
queratindcitos e fibroblastos, o que melhora a cicatrizagao de feridas (Lephart, 2018;
TonCic¢ et al., 2018).

Segundo o relatério sobre o envelhecimento da Populagcdo Mundial das
Nacdes Unidas (United Nations, 2023), espera-se que 0 numero de pessoas com
mais de 65 anos duplique até 2050 e que pessoas com mais de 80 anos
quadruplicam até 2100. Esse cenario ressalta a importancia de preservar a
integridade funcional e anatémica da pele.

Diante desse panorama, produtos naturais com propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias estdo ganhando cada vez mais aceitacdo e demanda da
sociedade. Esses produtos visam neutralizar os efeitos do envelhecimento cutaneo.
Um exemplo desses produtos € a luteina, cujas propriedades serdo abordadas na

proxima segao (Sharma; Kuhad; Bhandari, 2022).

3.3 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DA LUTEINA

Os carotenoides sdo compostos bioativos, produzidos por plantas e alguns
microrganismos que incluem carotenos (livres de oxigénio) e xantofilas (contendo
oxigénio em sua estrutura quimica). Dentro do grupo das xantofilas, esta a luteina,
um carotenoide hidrofébico, sdélido de coloragdo alaranjada ou amarelada
responsavel por garantir a cor de diversos alimentos, como meldo, ovo, pimentdo e
cenoura (Abdel- aal et al. 2013, Wallace et al., 2015). Na natureza, a luteina é
encontrada conjugada ao seu estereoisdmero, a zeaxantina, portanto, apds ser
extraida é preciso submeté-la a um processo de purificacdo para se obter a luteina
livre (Clowutimon et al., 2018).

A luteina (4', 5'-dide-hidro-5', 6'-di-hidro-beta, Bcaroteno-3,3'-diol) (Figura 2),
possui peso molecular de 568,9 g.mol”, log de P de 7.9, é soluvel em oleos e
insoluvel em agua (PubChem 2024). De férmula molecular C4Hs;O, , apresenta em
sua estrutura dois grupos terminais ciclicos (um anel 3 e um anel a- ionona) e a
estrutura isoprenoide C-40 basica, comum a todos os carotenoides. As duplas
conjugadas de atomos de carbono permitem um movimento livre de elétrons, além

da absorbancia de luz na regido azul do espectro visivel, resultando em uma cor
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laranja caracteristica (Becerra et al., 2020).

Ademais, possui dois grupos hidroxila em suas extremidades, o que ressalta
sua reatividade com oxigénios singletos e o diferencia dos demais carotenoides
(Fernandez-Garcia et al., 2012; Harrison; Curley, 2016; Mitra et al., 2021). Embora
as duplas ligacdes presentes na cadeia da luteina pudessem gerar conformacgdes cis
e trans, o0 que elevaria para um numero maior de isbmeros mono-cis e poli-cis, a
grande maioria dos carotenoides se encontram preferencialmente na configuragao
trans (Brum, 2017).

Figura 2 - Estrutura quimica da luteina

Fonte: Fernandez-Garcia et al. (2012).

A luteina e a zeaxantina sdo isdbmeros que diferem na localizagcdo de uma
insaturagao de ligagdo dupla no anel final (Figura 3). S&o amplamente distribuidos
na natureza e podem ser encontrados na forma esterificados, em acidos graxos, ou
na forma "livre" ndo esterificada (Wallace et al., 2015). As formas esterificadas séo
encontradas principalmente em flores e frutos, pois sdao mais estaveis contra o

processo oxidativo (Giordano; Quadro, 2018).

Figura 3 - Luteina e seu isbmero zeaxantina
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Fonte: Fernandez-Garcia et al. (2012).
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A luteina apresenta importantes propriedades biolégicas, como anti-
inflamatorio, anticancerigeno, filtro de luz azul e atividade antioxidante, sendo essa
ultima propriedade a mais conhecida (Zaid et al., 2022).

Carotenoides como a luteina se acumulam na derme e epiderme,
desempenhando um papel crucial na defesa antioxidante da pele. Ao bloquear os
comprimentos de ondas prejudiciais, como a radiagdo UV e luz azul, a luteina
previne lesbes oxidativas, evitando o aparecimento de melasma e sinais de
envelhecimento. Além disso, ela pode melhorar a elasticidade, hidratagédo e
aumentar lipidios superficiais da pele, processos fundamentais para garantir a saude
(Zaid et al., 2022; Flieger et al., 2024). Ademais, a luteina pode atuar como um
fotoprotetor oral, complementando a protecao oferecida pelos filtros solares topicos
(De Avila; Primo, 2021; Flieger et al., 2024).

Em uma pesquisa foi observado que o uso da luteina topica e a zeaxantina
oral em mulheres de meia-idade com envelhecimento prematuro da pele poderia
apresentar vantagens significativas para manter saude da pele, pois reduziu a
peroxidagao lipidica, aumentou a elasticidade, lipidios superficiais e,
simultaneamente, aumentou a hidratagcdo da pele (Bali¢; Mokos, 2019; Zaid et al.
2022; Roberts; Green; Lewis, 2009).

Em um estudo cruzado, duplo-cego, randomizado e controlado por placebo,
foi demonstrado que a suplementacao oral de luteina reduz a superexpressao de
genes como HO-1 (heme-oxigenase 1), gene indicador do estresse oxidativo;
ICAM-1 (adesao intermolecular molécula 1), que tem a expressdo aumentada em
pele danificadas com erupgdo polimérfica a luz; e MMP-1 (metallopeptidase de
matriz 1), responsavel pela degradacéo do colageno, induzida pela radiacdo UVA e
UVB (Grether-Beck et al., 2017).

O mecanismo que justifica a capacidade antioxidante dos carotenoides foi
descrito por Rice-Evans e colaboradores (1997), que analisaram diversos estudos in
vitro, que demonstraram a eficacia antioxidante desses compostos, incluindo a
capacidade de inibir a peroxidagdao lipidica, o estado tripleto dos
fotossensibilizadores e o estado singleto do oxigénio molecular e intercepta a etapa
de propagacao da peroxidacao lipidica. Além disso, propriedades antioxidantes
foram atribuidas a luteina e a zeaxantina por diversos autores (Kotake-Nara, Nagao,
2011; Zaid et al., 2022; Roberts; Green; Lewis, 2009; Giordano; Quadro, 2018; Mitra
et al., 2021; Becerra et al., 2020; Algan; Gungor-Ak; Karatas, 2022).
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Embora a luteina seja extensivamente estudada por suas propriedades
farmacologicas, seu uso representa um desafio tecnoldgico a ser superado. Sua
estrutura quimica com ligagbes duplas de oito conjugados, torna-a propicia a
decomposicdo na presenga de calor, luz e oxigénio. Outrossim, sua baixa
solubilidade aquosa, devido a sua estrutura com C-40, resulta em fraca
farmacocinética e baixa biodisponibilidade, limitando sua interacdo com organismo
e, consequentemente, suas aplicagbes clinicas, especialmente na pele
(Kotake-Nara; Nagao, 2011; Mitra et al., 2021; Nikhat et al., 2022).

Sendo assim, a luteina tem aplicagdes limitadas em produtos farmacéuticos,
por isso, estratégias sdo necessarias para desenvolver e explorar sistemas
eficientes de administragcao de farmacos, na tentativa de melhorar as caracteristicas
fisico- quimicas e otimizar a sua eficacia terapéutica como o uso da nanotecnologia
(Zaid et al. 2022; Nikhat et al., 2022; Mitra et al., 2021; Algan; Gungor-Ak; Karatas,
2022; Brum et al., 2017).

3.4 NANOTECNOLOGIA

Compreende-se como nanotecnologia a ciéncia de materiais direcionados
ao desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de particulas de dimensdes
extremamente pequenas na escala nanométrica. O prefixo “nano” remete a uma
escala de medida em que um nanémetro representa um bilionésimo do metro (1 x
10° m) (Schaffazick et al., 2003).

A utilizagdo da nanotecnologia alterou as perspectivas da industria
farmacéutica, pois permite o desenvolvimento de farmacos mais seguros e
eficientes, de maior biocompatibilidade e aproveitamento de todo o seu potencial de
acao e diminuicao dos efeitos adversos decorrente do perfil de liberagdo controlada
desse tipo de sistema (Maleki; Karimpour; Maleki Dizaj, 2018), sobretudo, os que
possuem caracteristicas lipidicas, como a luteina (Brum, 2017; Algan, Gungor-Ak,
Karatas, 2022).

As vantagens que os sistemas nanotecnoldgicos apresentam frente aos
sistemas convencionais fez com que essas nanoestruturas despertassem o
interesse de multiplas areas, como quimica, fisica, ciéncia dos materiais, engenharia
e médicas. Diferentes tipos de nanoparticulas tém sido explorados para aplicacdes

biomédicas, sobretudo para melhorar a administragdo de medicamentos, podendo
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ser citados os lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas metalicas,
nanocristais, dendrimeros, nanotubos de carbonos, dentre outros (El-Say; El-Sawy,
2017; Sahu et al., 2021).

As nanoparticulas sdo uma das mais importantes tecnologias dentro dos
sistemas de liberagcdo de farmacos na escala nanométrica, uma vez que possuem
estabilidade coloidal, atravessam barreiras fisioldgicas, tém a capacidade de se ligar
a sitios especificos e sao de facil obtencao (Deng et al., 2020; Schaffazick et al.,
2003; Algan; Gungor-Ak; Karatas, 2022; Brum, 2017). Essas nanoestruturas podem
ser constituidas por material biodegradavel, como polimeros naturais ou sintéticos,
lipidios, fosfolipidios e ainda metais (El-Say; EI-Sawy, 2017; Deng et al., 2020; Jarai
et al., 2020).

Devido ao seu tamanho nanométrico, que varia de 100 a 1000 nm, as
nanoparticulas apresentam a capacidade de: reduzir a toxicidade dos compostos
veiculados; proporcionar uma liberagao continua e controlada de farmacos; modificar
as suas propriedades fisico-quimicas, aumentando sua biocompatibilidade e
protegendo-os de processos fisioldgicos e ambientais de degradacgao e inativagao
(Brum, 2017; Deng et al., 2020; Sahu et al., 2021).

3.5 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas poliméricas normalmente possuem didmetro de 100-500
nm e sao divididas entre nanoesferas e nanocapsulas. As nanocapsulas sao
estruturas vesiculares que possuem uma parede polimérica, envolvendo o nucleo
oleoso ou aquoso da estrutura, onde o farmaco pode estar dissolvido ou disperso no
nucleo e/ou aderido na parede polimérica. Em contrapartida, as nanoesferas se
caracterizam pela auséncia de nucleo, composta por uma matriz polimérica, onde o
farmaco encontra-se retido ou adsorvido (El-Say; EI-Sawy, 2017; Jarai et al., 2020;
Schaffazick et al., 2003). A Figura 4 apresenta esquematicamente a diferenga entre

esses sistemas.
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Figura 4 - Representagédo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas.
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Fonte: A autora.

A estrutura composta por um involucro polimérico permite que as
nanocapsulas protejam o farmaco da degradacgéao, proporcionando estabilidade fisica
nos fluidos biolégicos e no armazenamento. Isso resulta em propriedades in vivo
otimizadas, incluindo distribuigdo aprimorada, transposi¢céo de barreiras bioldgicas e
o0 aumento da sua absorgdo. Essas estratégias sao eficazes para prolongar a
liberagcado do farmaco, consequentemente, aumentando seu tempo de meia-vida nos
compartimentos bioldgicos (Schaffazick et al., 2003; Jarai et al., 2020; Brum, 2017).

As propriedades das nanoparticulas poliméricas sao diretamente
dependentes do seu tamanho e das caracteristicas da sua superficie, como
potencial zeta, hidrofobicidade, presenca de ligantes, morfologia e a escolha do
polimero sdo determinantes nos desenvolvimentos desses sistemas
nanoestruturados (Deng et al., 2020).

Nos ultimos anos, tem havido um aumento significativo do interesse em
nanoparticulas poliméricas para a liberagcéo cutanea de diversas substancias ativas.
Essas nanoparticulas tém sido aplicadas em diversas areas, incluido a veiculagao
de farmacos, diagndéstico ndo invasivo de neoplasias, tratamento de doencas
inflamatérias e cicatrizacdo de feridas, além de cosméticos para tratamento de
melasma e envelhecimento cutédneo (Mordorski; Landriscina; Friedman, 2016).

Diversos pesquisadores tém mostrado que particulas poliméricas que variam
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de 50 a 500 nm sao o6timas opcdes para sistema de liberagdo transepidermal,
enquanto particulas de 500-1000 nm atingem apenas as camadas mais superficiais
da pele (Bhatia, 2016; Carter; Narasimhan; Wang, 2019). O tamanho reduzido
dessas nanoestruturas garante elevada area superficial, o que a torna
especialmente interessante para a aplicacdo de substancias lipofilicas, promovendo
liberagcdo controlada e homogénea do ativo, bem como maior adesédo do paciente,
uma vez que é uma via de administragdo n&o invasiva e nao sofre metabolismo de
primeira passagem no figado (Prow et al., 2011; Carter; Narasimhan; Wang, 2019).

Muitos produtos antienvelhecimento baseados em nanocapsulas ja séo
comercializados, incluindo: Primordiale Intense® e Hydra Zen® Serum comercializado
pela L'Oreal e creme antirrugas Soleil Soft Touch® da Lancéme. Estes produtos
auxiliam principalmente na preservacdo da saude da pele (Sharma; Kuhad;
Bhandari, 2022).

A epiderme é rica em cornedcitos e substancias lipidicas, enquanto a parede
das nanocapsulas € composta de um polimero biocompativel e biodegradavel que
consegue ultrapassar o estrato corneo. Nesse contexto, nanoparticulas constituidas
por polimeros sao transportadores promissores para veiculagdo na pele, ja que
estas particulas conferem alta estabilidade ao principio ativo, também proporcionam
uma maior taxa de absorcao e distribuicao pela pele, reduzindo a irritagdo da pele, o
que € interessante a uma grande gama de compostos, como carotenoides que
possuem acao antioxidante (Mihranyan; Ferraz; Stramme, 2012; Mordorski;
Landriscina; Friedman, 2016; Brum, 2017).

Existem algumas rotas principais as quais as nanocapsulas seguem quando
em contato com o tecido cutaneo. Uma delas € a rota intercelular lipidica que ocorre
por entre os cornedcitos do estrato corneo, permeando as células chegando até o
citosol celular. Outra maneira € por meio dos cornedcitos e lipideos, sem permear as
membranas, chamada de rota intracelular, auxiliado principalmente através dos
apéndices cutaneos, os quais funcionam como caminhos dérmicos para a aplicacao
tépica, que pode ser ainda mais expressiva quando os produtos forem devidamente
massageados sobre a pele. Isso pois, os foliculos pilosos se estendem até o tecido
dérmico, onde sdo cercados por uma rede de células dendriticas e capilares
sanguineos, as substancias aplicadas ficam ali reservadas (Prow et al., 2011). Esses

mecanismos sao elucidados na Figura 5.
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Figura 5 - Aplicagao tépica de nanoparticulas e sua difusdo cutanea.
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Fonte: Adaptado de Prow et al. (2011).

As nanoparticulas podem ser produzidas por diversos métodos, dentre eles
por polimerizagao in situ de monémeros dispersos e obtidos por precipitacdo de
polimeros pré-formados (Schaffazick et al., 2003).

O método por polimeros pré-formados apresenta quatro formas de
obtencao: por deslocamento do solvente; salting out; emulsificacdo-difusdo do
solvente; ou por emulsificagado-evaporacao do solvente (Ozturk et al., 2010). Este
ultimo método é o que apresenta melhor rendimento e possui a vantagem de poder
incorporar em nanoestruturas farmacos lipofilicos e hidrofilicos, por tal motivo, ele é
o mais frequentemente utilizado (Deng et al., 2020).

Em resumo, o método interfacial do polimero pré-formado é baseado na
mistura da fase orgénica com a fase aquosa por um lento gotejamento sob agitagao
vigorosa. O polimero é dissolvido em solvente organico com polaridade intermediaria
e miscivel em agua, esta solugao é adicionada gradualmente a uma solugao aquosa.
Devido a rapida difusdo espontanea da solugdao polimérica na fase aquosa, o
polimero precipita na interface da agua e do solvente organico dando a origem as
nanoparticulas, na tentativa de evitar as moléculas de agua. Apds a formagéo das
particulas € realizada a remocdao do solvente por evaporacdo reduzida e a
suspensao formada é concentrada retirando-se o excesso de agua (Fessi et. al.,
1989; Salatin et al.2017; Zielinska et al. 2020).

As caracteristicas das nanocapsulas podem ser influenciadas principalmente

pela concentracdo dos polimeros, método de injecdo da fase organica, razéo de
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volume entre a fase orgénica e a fase aquosa e a natureza dos materiais (Deng et
al., 2020).

Na formulagado, a adicdo da fase oleosa é essencial e suas caracteristicas,
como viscosidade e tensao superficial, interferem na particula final, uma vez que
esses parametros séo diretamente proporcionais ao tamanho das particulas (Santos,
2010). Da mesma maneira, os tensoativos sao importantes para auxiliar na obtengéo
de particulas menores e importantes na estabilizagcdo das nanoparticulas,
diminuindo o risco de agregacao durante o preparo e armazenamento (Deng et al.,
2020; Schaffazick et al., 2003; Santos, 2010).

3.6 POLI (¢ -CAPROLACTONA) — PCL

A poli (¢ -caprolactona) (Figura 6), mais conhecida pela sua sigla PCL é um
polimero alifatico sintético aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para
ser utilizado como biomaterial, devido a suas propriedades uUnicas e versatilidade de
aplicacdes. E polimero semicristalino, atéxico, hidrofébico com propriedades
térmicas compativeis com a temperatura corpdérea, com excelente
biocompatibilidade, biodegradabilidade e resisténcia elastica (Abamor et al., 2018;
Bose et al., 2019).

Figura 6 - Estrutura quimica da poli(e- caprolactona).
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Fonte: A autora.

A sintese da PCL, pode ser realizada por meio da abertura do anel ¢ -
caprolactona por polimerizagao, por meio de catalisadores catibnicos, anidnicos, de
coordenagao e/ou espécies reativas de oxigénio ou hidrogénio (Figura 7). A
estrutura quimica da PCL é composta por unidades repetidas de caprolactona, que
confere biodegradabilidade, biocompatibilidade e baixo ponto de fuséo
(Janmohammadi; Nourbakhsh, 2018).
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As propriedades fisicas, mecanicas, térmicas e o tempo de biodegradagéo
dependem do peso molecular, do indice de polidispersidade e do grau de
cristalinidade. Assim, o controle destes parametros durante a sintese da PCL é
crucial para muitas das aplicagbes praticas especificas (Sowmya; Hemavathi;
Panda, 2021; Abamor et al. 2018; Janmohammadi; Nourbakhsh, 2018).

Figura 7 - Diferentes rotas de sintese de PCL.
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Fonte: A autora.

A PCL apresenta vantagens perante os demais polimeros disponiveis no
mercado, por se tratar de um material barato, mesmo sendo de origem sintética,
devido a facilidade da sua obtencéo, e por ser compativel com uma variedade de
solventes organicos, como cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono,
benzeno, levemente solivel em acetona, acetato de etila, dimetilformaldeido e
acetonitrila (Abamor et al., 2018).

Além das caracteristicas supracitadas, a PCL possui baixa temperatura de
fusdo (59 a 64 °C), temperatura de transi¢ao vitrea (Tg) entre -65 a -60 °C,
temperatura de decomposicdo acima de 350 °C e propriedades reoldgicas e

viscoelasticas superiores a outros poliésteres, o que o torna facil de manipular,
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permitindo obter uma ampla gama de produtos de custo baixo e de bom
desempenho, principalmente quando se trata de sistemas de liberacdo de farmacos.
Ademais, outras caracteristicas também sdo muito atrativas, como boa tenacidade,
flexibilidade e compatibilidade com outros polimeros sintéticos (Sowmya, Hemavathi,
Panda, 2021; Abamor et al., 2018; Janmohammadi; Nourbakhsh, 2018; Bose et al.,
2019; Yan et al., 2020).

A degradacao deste polimero acontece sob condigdes fisioldgicas em duas
fases. Na primeira ocorre a clivagem hidrolitica ndo enzimatica dos grupos ésteres
da camada amorfa. Na segunda, quando o polimero esta mais cristalino e com uma
baixa massa molar (menor de 3.000 g/mol), macréfagos e fagocitos promovem sua
degradacdo intracelularmente, sendo assim, absorvido completamente pelo
organismo, indicando que a PCL também ¢é bioabsorvivel. A vantagem da utilizagao
desse polimero € que ele evita a criagcdo de um ambiente acido no tecido, além de
possuir estabilidade in vitro (Sowmya; Hemavathi; Panda, 2021; Abamor et al., 2018;
Janmohammadi; Nourbakhsh, 2018).

A versatilidade desse polimero o torna adequado e altamente explorado no
desenvolvimento de nanoparticulas para a entrega controlada de farmacos, devido a
sua alta permeabilidade a varios ativos, biocompatibilidade com outros materiais € a
capacidade de ser biodegradavel. Outro fato importante € que os nanocarreadores
desenvolvidos com PCL possuem aprovacao e registro de marca da FDA, o que

torna mais rapida sua entrada no mercado (Abamor et al., 2018; Bose et al., 2019).

3.7 NANOESTRUTURAS PARA A VEICULACAO DE SUBSTANCIAS
ANTIOXIDANTES

Sistemas nanoestruturados tém sido empregados para a liberagao
controlada de veiculagdo de substancias antioxidantes, como quercetina, curcumina
e acido ascorbico, com o intuito tanto de aumentar a estabilidade fisico-quimica
quanto potencializar a atividade antioxidante desses contra a lipoperoxidagao (Liu et
al., 2008; Voci et al., 2021; Gunawan; Boonkanokwong, 2024). Com o uso de
nanoparticulas poliméricas foram observadas melhoras na atividade antioxidante de
substancias como coenzima- Q10 (Huerta-Madronal et al., 2023), licopeno (Mennati
et al., 2021; Lia et al., 2017), curcumina (Taleb et al., 2023) e B-caroteno (Azhar et
al., 2023).
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Os carotenoides, como luteina, [B-caroteno, licopeno, dentre outros,
apresentam baixa solubilidade em &gua, e, por isso, baixa solubilidade no
organismo. Dessa maneira, sistemas nanoestruturados contendo carotenoides tém
aumentado a absorgao dessas substancias ativas nos organismos e a sua atividade
biolégica (Lacatusu et al., 2013; Mitra et al., 2021; Nikhat et al., 2022; Azhar et al.,
2023; Mennati et al., 2021). Na Tabela 1, pode-se observar trabalhos onde foram

desenvolvidos sistemas nanoestruturados contendo carotenoides.



Tabela 1 - Estudos relativos a associagcédo de carotenoides com sistemas nanoestruturados.
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Caracteristicas

Sistema Carotenoide  Método de preparo Fisico- Resultados Obtidos Referéncia
quimicas
Nanoparticulas Luteina Emulsificacao- 167-390 nm Aumento da atividade antioxidante, LACATUSU et al.
lipidicas homogeneizacao de alto PZ -29,1 -34,5 mV liberagao sustentada in vitro (2013)
cisalhamento IPD 0,2-0,4
191,90 nm
Nanoparticulas Luteina Nanoprecipitagéao PZ -5,14 mV Solubilizagdo da luteina em meio aquoso, BRUM et al. (2017)
poliméricas IPD 0,11 aumentou a estabilidade da luteina
EE% 99,51%
135-276 nm
Nanoparticulas Licopeno Nanoprecipitagéao PZ 44,2 a 58,3mV  Melhora na farmacocinética e maior LIA et al. (2017)
poliméricas IPD 0,2 estabilidade gastrica
EE% > 80%
Licopeno 70-100 nm
Lipossomas B- caroteno Hidratagao do filme PZ 9,3 mV Aumento da estabilidade e maior controle  TAN et al. (2016)
Luteina lipidico IPD <0,3 de liberagéo
Cantaxantina
Emulsificagao- 200 nm Aumento da permeabilidade cutanea in MARETTI
Nanoparticulas B-caroteno homogeneizacao PZ -43,46 vivo, aumento da estabilidade e controle et al. (2021)
lipidicas IPD 0,6 de liberagao
106-213,7 nm Aumento no potencial de cicatrizagao de SHANMUGA PRIYA
Nanoemulsio Astaxantina Emulsificagéo PZ -20,57 feridas, efeito antimicrobiano e anti et al. (2018)
espontanea IPD 0,15 sancerigeno
Extrato bruto 74 nm MEDEIROS
Nanoemulséo de Emulsificagédo O/A IPD 0,5 Diminui¢éo do processo inflamatorio em et al. (2020)
carotenoides EE% 98% 6rgaos de ratos obesos
200 nm
Nanoparticulas Extrato bruto  Precipitagédo anti solvente  IPD <0,3; Maior solubilidade em agua, controle de WANG et al. (2021)
hibridas de por tratamento térmico PZ -30 mV liberagao no trato gastrointestinal e na

carotenoides

EE% 85,65% e
82,34%

atividade antioxidante

Fonte: A autora.

Nota: PZ: potencial zeta; IPD: indice de polidispersao; EE%: eficiéncia de encapsulagao.
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3.8 NANOPARTICULAS CONTENDO LUTEINA

A literatura relata um numero restrito de sistemas nanoparticulados contendo
luteina para uso tdépico, em especial na pele. A maioria deles destina-se ao
tratamento de efeitos cicatrizantes, prote¢ao ocular e doengas neurodegenerativas.

Bodoki et al. (2019) encapsularam a luteina pelo método de emulsificagao
com evaporagao do solvente usando o polimero poli (acido latico-co-acido glicdlico) -
PLGA e zeina para a aplicacao topica da luteina para tratar catarata induzida por
selenito. Foi observado que a luteina encapsulada permitiu a redugao da catarata
induzida em ratos, enquanto a luteina aplicada de forma livre oral e topica nao
apresentou reducdo. Esse resultado indica que a luteina nanoestruturada aumentou
a biodisponibilidade e estabilidade da luteina, mantendo sua agao antioxidante por
mais tempo no local de acdo. Ainda, em outro estudo, a luteina encapsulada em
nanoparticulas de zeina melhorou a estabilidade digestiva do carotenoide em
condigdes gastricas e forneceu conteudo nutritivo suficiente de luteina (Cheng;
Ferruzzi; Jones, 2019).

Hong et al. (2016) observaram em seu estudo que encapsular a luteina em
nanoparticulas a base de quitosana e acido poli-y-glutdmico possibilitou 0 aumento
da solubilidade da luteina cerca de 12 vezes mais em comparag¢ao com a da luteina
nao nanoencapsulada, caracteristica importante para aumentar a biodisponibilidade
oral do farmaco. Bolla et al. (2020) desenvolveram nanoparticula polimérica com
PLGA-PEG- biotina e obtiveram particulas menores que 250 nm e monodispersas
que foram capazes de melhorar a captagao celular da luteina por células da retina,
se tornando um sistema de entrega promissor para o tratamento de degeneracao
macular relacionada a idade (DMRI).

A luteina também foi carregada em nanoparticulas lipidicas (NLCs)
produzidas por homogeneizagado de alta presséo para proteger a pele do fotodano
(Mitri et al., 2011). Neste estudo, os NLCs apresentaram faixa de didmetro de 150 a
350 nm, faixa de potencial zeta - 40 a - 63 mV, e a luteina encapsulada permaneceu
na pele, protegendo a pele contra raios UV.

Diante da revisdo apresentada considera-se viavel a investigagdo dos
efeitos da luteina encapsulada em forma de nanocapsulas poliméricas para o

tratamento do envelhecimento cutaneo.


https://link-springer-com.ez82.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s13197-018-3316-6#ref-CR41
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SUBSTANCIAS E REAGENTES

4.1.1 Farmaco

e Luteina (10,25% luteina, Galena ® Sao Paulo, Brasil)

4.1.2 Produgédo das Nanoparticulas

e Poli (¢ -caprolactona) (Mw 14.000 g/mol, Sigma-Aldrich®, Sdo Paulo,
Brasil).

e Agua ultrapurificada pelo sistema de ultrapurificagdo em
equipamento Milli-Q (Merck, Integral 5, Darmstadt, Alemanha).

e Acetona ((CH3)2CO) (Synth, Diadema, Brasil).

e Monooleato de sorbitano etoxilado 20 (polissorbato 80, Tween® 80,
Delaware, Porto Alegre, Brasil).

e Monooleato de sorbitano (Span 80®, OXITENO, Maua , S&o Paulo).

e Triglicerideos dos &cidos caprico-caprilico (FOCUS QUIMICA, Séo

Paulo, Brasil).

4.1.3 Ensaio de Citotoxicidade

e Acido etilenodiamino tetracético, di-hidratado (EDTA) (Synth, Brasil).

e Azul de Tripan (Sigma Chemical, Estados Unidos).

e Bicarbonato de sodio P.A. (Vetec, Brasil).

e Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazolico (MTT)
(Sigma Chemical, Estados Unidos).

e Cloreto de potassio P.A. (Vetec, Brasil).

e Cloreto de sodio P.A. (Vetec, Brasil).

e Dimetilsuféxido (DMSO) P.A. (Vetec, Brasil).

e Fosfato de potassio monoba sico anidro P.A. (Synth, Brasil).

e Fosfato de s6 dio diba sico anidro P.A. (Synth, Brasil).

e Meio Dulbecco MEM (DMEM) (Vitrocell, Brasil).



40

e Penicilina/Estreptomicina (Vitrocell, Brasil).
e Soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Brasil).

e Tripsina (Sigma Chemical, Estados Unidos).

4.1.4 Ensaio de Avaliagcdo da Atividade Antioxidante

e Sulfato férrico amoniacal dodecahidratado (NH,Fe(SO,),-12H,0)
(Neon, Brasil).

e Acido cloridrico (HCI 1 M) (Synth, Brasil).

e 1,10-fenantrolina Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil).

e Placa de 96 pogos.

e Acido ascorbico ( Synth, Diadema, SP, Brasil).

e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma- Aldrich, S&o Paulo,Brasil).

e 2 2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) - (ABTS) (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo,Brasil).

e Alcool etilico (Anidrol, Diadema, SP, Brasil).

4.1.5 Outros Reagentes

e Lactose Monohidratada PA (Biotec Produtos Quimicos, Sado José dos

Pinhais, Brasil).

4.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

e Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil).

e Centrifuga (Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha).

e Cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia acoplado a detector de
fotodiodos (SHIMADZU, modelo Nexera X2 System®, Quito, Japao).

e Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a espectrémetro
de massas (WATERS, Acquity HClass, Massachusetts, USA).

e Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, S&ao Paulo, Brasil).

e Difratdbmetro de raios X (SHIMADZU, modelo XRD-6000, Quito, Japéo).

e Equipamento DSC/TG (STA 6000, Perkin Elmer, Waltham, MA,
Estados Unidos).
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e Espectrd metro infravermelho com transformada de Fourier
(SHIMADZU, modelo IR Prestige-21, Quioto, Japao);

e Evaporador rotatério (FISATOM, modelo 801, Diadema, Brasil).

e Liofilizador (LIOTOP , L202, Sao Paulo, Brasil).

e Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Jap&o).

e Microscoépio eletrbnico de varredura por emissdao de campo
(TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca).

e pHmétro digital (HANNA, HI 2221, Sao Paulo, Brasil).

e Placa de agitagdo e aquecimento (FISATOM, modelo Q261-22,
Diadema, Brasil).

e Ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte,
Estados Unidos).

e Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, NANO ZS90, Malvern
Reino Unido).

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O presente trabalho teve inicio com a sintese das nanocapsulas poliméricas.
Na sequéncia, as formulagdes desenvolvidas foram caracterizadas por métodos
fisico-quimicos, morfologicos e espectroscopicos, sendo posteriormente investigada
a estabilidade delas. A avaliagdo da atividade antioxidante das nanocapsulas foi
analisada pelos métodos de FRAP, ABTS™ e DPPH- e a citotoxicidade foi avaliada in
vitro em células de fibroblastos 3T3. As etapas realizadas na parte experimental
estdo representadas na forma de fluxograma na Figura 8 e na forma resumo grafico

na Figura 9.



Figura 8 - Fluxograma ilustrativo das etapas da pesquisa.

Obtencao

Nanocapsulas

poliméricas
|

42

|

Atividade Atividade
Antioxidante Citotoxica
‘ Caracterizacao \
FRAP Nanocapsulas MTT
DPPH-
ABTS-+
Avaliacao Caracterizacao Caracterizacao Anilise
estabilidade fisico- fisico-quimica morfolégica Estrutural
guimica
Pontencial zeta pH MEV-EFEG DRX
Didmetro médio Iz FTIR

Fonte: A autora.

Polidispersao



Figura 9 - Resumo grafico da pesquisa.
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4.4 DESENVOLVIMENTO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS
POLIMERICAS CONTENDO LUTEINA

Apods estudos experimentais de pré-formulagdo e observacdo critica da
literatura disponivel, as nanocapsulas poliméricas obtidas a partir da PCL contendo
luteina foram preparadas pela deposicdo interfacial do polimero pré-formado
(nanoprecipitagdo) descrito por Fessi et al. (1989). As formula¢des encontram-se na
Tabela 2.

Tabela 2 - Formulagdes das nanocapsulas de PCL contendo luteina (NCL-1 e NCL-2) e nanocapsulas
de PCL brancas, com auséncia da luteina (NCB), obtidas pelo método de deposigao interfacial do
polimero pré-formado.

FORMULAGCAO
COMPOSIGCAO NCB NCL-1 NCL-2
FASE AQUOSA
Tween ® 80 0,077 g 0,077 g 0,077 g
Agua destilada 50 mL 50 mL 50 mL
FASE ORGANICA
Luteina - 0,08 ¢ 0,16 g
Poli (¢ -caprolactona) 0,100 g 0,100 g 0,100 g
Span ®80 0,070 g 0,070 g 0,070 g
Acido caprilico 0,300 g 0,300 g 0,300 g
Acetona 27 mL 27 mL 27 mL

Fonte: A autora.

Na fase organica, o polimero foi solubilizado em acetona na presenca do
Span® 80, luteina e acido caprilico. Para a fase aquosa, foi adicionado Tween® 80
em agua destilada sob agitagdo magnética para incorporagéo do tensoativo. A fase
organica foi homogeneizada por 5 minutos em agitacdo magnética até atingir 40 °C
e entdo gotejada lentamente sobre a fase aquosa, durante 40 minutos. Apds o
gotejamento total, a suspensao foi mantida em agitacdo vigorosa por mais 10
minutos. O solvente organico foi eliminado em rota-evaporador até o volume final de
10 mL, conforme ilustrado na Figura 10 para a obtengdo das NCL-1 e NCL-2. Para
fins comparativos, foi preparada uma suspensao de nanocapsulas sem a adicdo do
farmaco (NCB), como controle negativo e todas as formulagdes foram preparadas

em triplicata.
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Figura 10 - Esquema do método de obtengdo das nanocapsulas poliméricas contendo luteina
preparadas pela deposigao interfacial do polimero pré-formado.

S PCy 4 .
5 Ko Lutein
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PCL Polymer

Fonte: A autora.

4.5 CARACTERIZAQAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS
CONTENDO LUTEINA

4.5.1 Liofilizagao

Para realizar a caracterizagdo por alguns meétodos, fez-se necessario a
liofilizagdo das nanocapsulas poliméricas contendo luteina. Para isso, 1 g de lactose
(LAC) monohidratada foi dispersa na nanossuspensao sob agitagdo magnética. Em
seguida, a suspensao foi congelada em ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-
D37, Carolina do Norte, Estados Unidos) a -80 °C por 24 horas e liofilizada em
liofilizador (LIOTOP, L202, Sdo Paulo, Brasil) por 48 horas, até total remogao da

agua.

4.5.2 Caracterizacio Fisico-Quimica

As anadlises de tamanho médio e indice de polidispersao (IPD) foram
realizadas pela metodologia de espalhamento dinamico de luz (DLS) e a
determinacdo de potencial zeta por meio da mobilidade eletroforética em
equipamento Zetasizer® Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido) com é&ngulo
de detecgao de 90° em temperatura de 25 °C. Tais analises foram realizadas com

nanoparticulas diluidas em agua na propor¢cao de 1:500 (v/v). O pH foi medido
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diretamente nas formulagdes com o auxilio de um potencibmetro calibrado

(Digimed®, Brasil), previamente calibrado com solu¢des tampao pH 4,0 e 7,0.

4.5.3 Caracterizagcao Morfolégica

4.5.3.1 Analise de microscopia eletrbnica de varredura com emissdo de campo
(MEV-FEG)

A avaliagcdo morfolégica e de superficie foi realizada em microscopio
eletrénico de varredura com canh&o de emissédo por campo (TESCAN, modelo Mira
3, Brno, Republica Tcheca). As amostras foram submetidas a metalizagédo com ouro
em metalizador 1C-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto, Jap&o). Para obtencéo das
eletromicrografias, foi empregada a voltagem de aceleracédo de 7 a 10 kV e utilizado

software especifico (Electron Optical Design).

4.5.4 Caracterizacao Estrutural

4.5.4.1 Analise por difragao de raios x (DRX)

As nanocapsulas foram examinadas em difratdmetro de raios X Shimadzu
XRD-6000, scan de 2°.min"" e 28 de 4° & 80°, radiacdo Ka de cobre (A = 1.5418 A),
corrente de 40 mA e voltagem de 40 kV, para a observacao de possiveis picos
indicativos de cristalinidade. Para a realizacdo da analise as amostras de
nanossuspensao foram gotejadas sob uma laminula e secas a temperatura

ambiente formando uma camada espessa de amostra.

4.5.4.2 Avaliagao por espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier
(FTIR)

As formulagdes foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de brometo
de potassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige-21 (SHIMADZU, Quito,
Japao), na faixa de 4000-400 cm™ , com resolugdo de 2 cm™ e 64 scan/minuto™. Os

espectros obtidos foram avaliados frente aos espectros do farmaco puro, polimero,
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MF e da formulagdo sem a adigdo da luteina (NCB).
4.6 AVALIACAO DO ESTUDO DE ESTABILIDADE

As nanocapsulas contendo a luteina (NCL-1 e NCL-2) e as nanocapsulas
com auséncia da luteina (NCB) foram avaliadas em diferentes condi¢des de
armazenamento ao abrigo da luz em temperatura ambiente, estufa (37 °C) e
geladeira (4 °C) por 30 dias. Com leituras nos tempos 0, 7, 15, 30 e 60 dias com
avaliagcdo das caracteristicas fisico-quimicas como didametro de particula, IPD,

potencial zeta e pH. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.7.1 Avaliagao do Poder Antioxidante Redutor de Ferro (Ferric-Reducing Antioxidant
Power — FRAP)

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio deste método baseia-se na
habilidade da amostra em reduzir ions Fe®*" para Fe?' através da transferéncia de
elétrons, na presenga de 1,10-fenantrolina, resultando na formagdo do complexo
1,10- fenantrolina-Fe?* com coloragao laranja, que € monitorado em 510 nm (Figura
11). Portanto, quanto maior a concentragdo de Fe?* formada, mais intensa é a cor do
complexo e, assim, maior € considerada a atividade antioxidante do composto de
analise (Berker et al., 2007).

Figura 11 — Esquema da reagédo de reducgdo de ions Fe*+ para Fe*+ na presenga de um agente
antioxidante e 1,10-fenantrolina.

— — 34
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AMARELO LARANJA

Fonte: Adaptado de Kazmierczak (2022).
Nota: Ar (OH)= espécie antioxidante.
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Conforme Berker e colaboradores (2007), primeiramente, dodeca-hidrato de
sulfato férrico de amoénio (NH,Fe(SO,),-12H,0) (160,0 mg) foi dissolvido em acido
cloridrico (HCI 1 M) (2 mL). Em seguida foram adicionadas agua ultrapura (50 mL) e
1,10-fenantrolina (180,2 mg) e completado o volume para 100 mL com &gua
ultrapura em um frasco, resultando em uma solugdo com concentracédo final de
1,10x102 mol L. A seguir, duas solugdes foram misturadas e diluidas com agua
ultrapura (100 mL). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,25 mL de amostras
diluidas em acetona na concentracdo de 1:4 e 2 mL da solugdo do complexo
Fe3+-1,10-fenantrolina. Os tubos foram entdo incubados no escuro por 30 minutos
até a reacao estar completa. As leituras de absorbancia foram medidas a 510 nm
contra um branco de reagente no espectro UV-Vis. Para o controle negativo, o
procedimento foi repetido sem adicdo de amostras. O acido ascorbico foi utilizado
como controle para construir a curva nas concentragdes de 10, 8, 6, 4, 3, 2 e 0 ppm
para montar a curva de calibragdo. Os resultados foram expressos em equivalente

de acido ascorbico por mL de amostra (ug AA mL™").

4.7.2 Determinagao da Capacidade Inibitéria do Cation-Radical ABTS™ (2,2-Azino-
Bis-3- Etilbenzotiazolina-6-Sulfonato de Aménio)

ABTS (acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) foi empregado
para avaliar a atividade de eliminacido de cations radicais. O cation radical ABTS™ é
formado a partir da reagdo entre ABTS e persulfato de potassio, com absorgéo
maxima de energia em 645, 734 e 815 nm. A inibi¢cao foi determinada pela mudanca
de coloragdo azul para incolor (Figura 12), que € medida pela absorbancia, em

funcdo da concentragdo das amostras (Jaiswal 2020).

Figura 12 - Mecanismo para a determinacgao da atividade antioxidante via redugéo do radical ABTS«+

i\- ,ONH, \\. ':!l\-“.

MO, ,;. _ ‘#_‘ ATOH  ArCr+ H' ”'Nu‘“‘ﬁ;"'c - _< j@/
r § :
L__

_Cor: azul-esverdeado | Cor: incolor

Fonte: A autora.
Nota: Onde ArOH = agente antioxidante.
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Seguindo o método descrito por Re et al. (1999) e Shu et al. (2023), uma
solucdo estoque de ABTS a 7 mmol L' foi preparada adicionando 88 pL de
persulfato de potassio (2,45 mmol L") (K,S,0;). Esta solugédo foi armazenada ao
abrigo da luz e a -20 °C (freezer) por 16 horas para facilitar a formagao do radical
ABTSe++. Posteriormente, a solugdo foi diluida em etanol para atingir uma
absorbancia de 0,70 a 734 nm, medida com espectrofotdmetro, antes do uso. Para
criar a curva padrao, adicionou-se acido ascoérbico a uma microplaca de 96 pogos
em concentragdes de 10, 8, 6, 4, 3, 1 e 0 ppm. Em seguida, as amostras de analise
foram diluidas na propor¢cédo de 1:4. Em seguida, 1.000 yL das amostras diluidas e
3.000 pL da solugéo do radical ABTSe<+ foram misturados em tubos de ensaio, sendo
300 pL dessa mistura transferidos para microplacas. As microplacas foram entao
incubadas durante 30 minutos longe da luz antes das leituras de absorbéncia a A
734 nm serem feitas utilizando um espectrofotdmetro. Uma solucdo de 300 uL da
solugdo ABTSe+ serviu como controle negativo. Os resultados foram expressos
como atividade antioxidante equivalente ao acido ascorbico por mililitro de amostra
(g AA mL7).

4.7.3 Determinacdo da Capacidade Inibitéria do Cation-Radical DPPH -« (
1,1-difenil-2-picril hidrazina)

O método & baseado na transferéncia de elétrons, sendo a transferéncia de
atomos de hidrogénio um mecanismo de reagao apenas uma via marginal no ensaio
(De Oliveira et al., 2009; Shahidi; Zhong, 2015). O DPPH & um radical estavel de
coloracdo roxa e soluvel em etanol, apos reagir com antioxidantes, elétrons ou
atomos de hidrogénio perde a cor roxa, tornando-se incolor ou cor levemente
amarelada.

O composto incolor formado também é chamado de 2,2-difenil-picrilhidrazila
ou DPPH reduzido Figura 13 (Shahidi; Zhong, 2015).
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Figura 13 - Estrutura do radical DPPH e DPPH reduzido.
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Fonte: A autora.

Baseado em Brand-Williams et al. (1995), a constru¢ao da curva de controle
consistiu em uma amostra padrdo de acido ascoérbico seguindo concentragdes de
10, 8, 6, 4, 3, 2 e 0 ppm. As solucdes das amostras foram preparadas em acetona
na proporgao de 1:4. Nos tubos foram adicionados 2 mL de cada amostra e 2 mL de
solugdo DPPH+ (120umol/L) em acetona. Também foi realizado controle negativo
adicionando 1 mL de DPPH e 1 mL de acetona. Apds construgcido da curva e adigcao
das amostras e DPPH, os tubos foram incubados por 30 minutos no escuro para
completar a reacdo. As amostras foram lidas a 517 nm utilizando um
espectrofotometro UV-Vis. Os resultados foram expressos em ug equivalente de

acido ascorbico por mililitro de amostra (ug AA mL™").

4.8 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO METODO MTT

Desenvolvido por Mosmann et al. (1983), o método utiliza o reagente MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio brometo), que ¢é um sal de
mono-tetrazolio. Sua reducdo resulta na quebra do anel tetrazélico central e na
formagdo de uma molécula violeta-azulada insoluvel em agua chamada formazan
(Ghasemi et al., 2021).

As células utilizadas foram fibroblastos de camundongo linhagem 3T3, que

foram cultivadas em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB). Elas foram
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semeadas em placas de 96 pogos, com a concentragdo de 2x10° células/pogo e
mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera umida e 5% de CO, durante 24 horas.
Apods este periodo, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se na placa a
amostra NCL-1 nas concentragcbes de 247,50; 123,75; 61,87; 30,93; 15,46 e 7,73
ug.mL" que compreendem as concentragdes: 25; 12,50; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78%.
Enquanto que para a NCL-2 foram adicionadas as amostras nas concentragdes de
495,50; 247,50; 123,75; 61,87; 30,93 e 15,48 ug.mL™" que correspondem: 25; 12,50;
6,25; 3,12; 1,56 e 0,78%. As concentragdes foram obtidas a partir da diluigdo das
formulagdes em meio DMEM com 10% de SFB.

As células com as amostras foram incubadas por 24 horas a 37 °C em
atmosfera umida com 5 % de CO,. Apds este periodo, o sobrenadante foi retirado e
adicionado as células uma solugdao de MTT. Posteriormente, as culturas foram
incubadas a 37 °C durante 1 hora isoladas da luz. Em seguida, foram solubilizados
os cristais de formazan utilizando dimetilsulfoxido (DMSO), e foi feita a leitura da
absorbancia em 570 nm em um leitor de placas. Como controle negativo foi utilizado
meio DMEM, e a viabilidade celular foi obtida pela comparagao entre as células do

controle negativo com as amostras.

4.9 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para a caracterizacao e estudo de estabilidade, as analises foram realizadas
em triplicatas e os resultados apresentados como média + desvio padréo (n= 3). A
analise estatistica foi feita utilizando a analise de variancia de duas vias (ANOVA)
seguido do teste posterior de comparagbes multiplas Bonferroni por meio do
programa GraphPad Prism® versdo 6 (San Diego, CA, USA) e o nivel de
significancia foi considerado p < 0,05.

Para a citotoxicidade, os resultados foram apresentados como média +
desvio padrdao (n= 6). A anadlise estatistica foi realizada utilizando a anélise de
variancia de duas vias (ANOVA) seguido do teste posterior de comparagdes
multiplas de post-hoc de tukey por meio do programa GraphPad Prism® versao 6
(San Diego, CA, USA) e o nivel de significancia foi considerado p < 0,01, p< 0,001 e
p <0,05.

Para a atividade antioxidante avaliadas, apés a ANOVA, as médias dos

grupos foram comparadas pelo teste de T-Student-Newman-Keuls por meio do
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programa GraphPad Prism® versdo 6 (San Diego, CA, USA) o nivel de significancia
foi considerado p < 0,05. As correlacbes dos dados foram calculadas por meio da

correlacido de Pearson.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 OBTENGAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS CONTENDO LUTEINA

As NCL-1, NCL-2 e NCB foram obtidas com éxito pelo método de
nanoprecipitagdo. A escolha desse método foi motivada por possibilitar uma boa
reprodutividade, seguranga, facilidade de transposi¢do de escala e desenvolvida
para farmacos hidrofébicos (como a luteina) e solventes misciveis em agua, como
etanol e acetona (Deng et al., 2020; Salatin et al., 2017; Zielinska et al., 2020;
Abriata et al., 2019).

As formulagdes contendo Iluteina (NCL-1 e NCL-2) apresentaram
macroscopicamente o aspecto leitoso, homogéneo, brancas amareladas
opalescentes e com odor de luteina, enquanto a NCB apresentou aspecto leitoso,
homogéneo e cor branco opalescente (Figura 14). Ainda, todas apresentaram a
presencga de reflexos azulados, caracteristicos do efeito Tyndall, que é resultado da
reflexdo da luz sobre as particulas nanométricas (Fessi et al., 1989; Schaffazick et
al., 2003). Nao foi observada separacao de fases e nem formagao de cristais nas

formulagbes analisadas.

Figura 14 - Analise macroscépica das suspensdes de nanocapsulas de PCL contendo luteina (NCL-1
e NCL-2) e nanocapsulas de PCL brancas, com auséncia de luteina (NCB).

Fonte: A autora.

A escolha das concentracbes do farmaco utilizadas nesse estudo foi
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baseada na concentragdo encontrada na literatura para nanoparticulas carregadas
com luteina (Viana, 2022), preparadas com o intuito de tratar sintomas do espectro
autista. Ademais, tem como base o estudo realizado com nanocapsulas poliméricas
carregadas com acido ferulico, que foram desenvolvidas como potencial tratamento
de feridas de pele devido a sua atividade antioxidante, visto que o objetivo deste
trabalho também visa a aplicacdo de um composto de atividade antioxidante
conhecida de administragao na pele (Schwab, 2019).

A formacao de nanocapsulas se da quando uma pequena quantidade de
Oleo € incorporada na fase organica, como é o caso do acido caprilico. Essa
cavidade central a base de 6leo permite uma alta eficiéncia na encapsulagao de
farmacos lipofilicos, devido a afinidade natural com o nucleo, resultando em uma
encapsulacao eficaz (Nagavarma et al., 2012). O nucleo oleoso é cercado por uma
parede fina formada pela deposicéo interfacial do polimero PCL, obtendo-se por fim
a nanocapsula (Figura 15) (Granata et al., 2018; Schaffazick et al., 2003; Jarai et al.,
2020; Brum, 2017).

O Tween® 80, utilizado como surfactante n&o idnico, recobre o PCL
garantindo a hidrofilia adequada com o sistema formado, impedindo a coalescéncia
das nanocapsulas por um efeito de estabilizacdo estérica, melhorando a estabilidade
da particula formada (Abriata et al., 2019; Granata et al., 2018; Deng et al., 2020).

Figura 15 - Esquema da estrutura de nanocapsulas poliméricas obtidas pelo método de
nanoprecipitagao.
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Fonte: A autora.
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5.2 CARACTERIZACAO  FiSICO-QUIMICA DAS SUSPENSOES DE
NANOCAPSULAS DE LUTEINA

O tamanho de particula IPD e PZ sido analises indispensaveis para a
caracterizagdo de sistemas nanoestruturados, podendo ser também validas em
estudos de estabilidade. Os resultados de tamanho de particula, IPD e PZ das
nanocapsulas de PCL contendo luteina (NCL-1 e NCL-2) e nanocapsulas de PCL

branca (NCB) encontram-se na Tabela 3, expressas em média e desvio padrao.

Tabela 3 - Resultados obtidos para a caracterizagéo Fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas
contendo luteina e controle negativo.

Diametro médio indice de Potencial Zeta pH
Formulagao (nm) Polidispersao (mV)
Média DP Média DP Média DP Média DP
NCB 277,40 £7,00 0,214 +0,061 -374 +3,88 5094b,c 10,037
NCL-1 290,30 +16,36 0,220 +0,062 -37,3 £1,57 5,04 + 0,145
NCL-2 296,33 +26,29 0,229 +£0,038 -19,16a,b +8,14 5,02 + 0,023

Fonte: A autora.

Nota: *Os valores sao expressos como média + desvio padrao (DP). (n = 3) de experimentos
realizados em triplicata. Médias seguidas por letras diferentes (a-c) diferem estatisticamente na
mesma coluna (teste de Newman — Keuls em p < 0,05). Aplicou-se o teste de Tukey nivel 5% de
probabilidade. a) Comparagdo com NCB; b) Comparagdo com a NCL-1; ¢) Comparagdo com a
NCL-2.

As formulagdes revelaram a presenca de particulas de tamanho nanométrico
comum para esse tipo de sistema, que variam entre 277,40 + 7,00 a 296,33 + 26,29
nm. O tamanho reduzido das nanoparticulas permite maior superficie de contato,
melhorando a eficacia terapéutica do farmaco, tornando-se uma alternativa
satisfatéria para uso como sistema de liberagcdo transepidermal da luteina no
tratamento de sinais do envelhecimento cutaneo, ja que o seu tamanho se encontra
menor que 500 nm, sugerindo-se que sao capazes de penetrar a pele (Bhatia, 2016;
Carter; Narasimhan; Wang, 2019).

Os resultados obtidos apresentaram valores proximos quando comparados
com o estudo realizado por Brum et al. (2017) no desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas com luteina para uso em alimentos, que utilizou o mesmo método de
sintese e o mesmo polimero, para o qual valor obtido por eles foi de 191,90 £ 3,24
nm. Nas nanocapsulas de quitosana e poli- y- glutdmico contendo luteina descrita

por Hong et al. (2016) também foram encontradas particulas na faixa de 115 - 260
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nm.

O IPD fornece informagdes sobre a homogeneidade do didmetro das
particulas em suspensdo. Sao consideradas amostras homogéneas ou
monodispersas as amostras que apresentam IPD menor que 0,5, enquanto em
valores maiores que 0,5 a amostra é caracterizada como uma dispersao
heterogénea ou polidispersa (Bhatia, 2016; Danaei et al., 2018). As suspensodes
apresentaram IPD variando entre 0,229 + 0,038 (NCL-2) a 0,214 + 0,061 (NCB)
podendo ser classificadas como dispersées monodispersas.

N&o foi observada diferenga significativa entre o didametro de particula e IPD
da NCB e nanoparticulas contendo luteina (p>0,05), indicando que a presenga de
luteina n&o alterou significativamente as caracteristicas de tamanho e
homogeneidade do sistema.

O potencial zeta (PZ) é uma medida quantitativa de carga elétrica superficial
e um importante indicador de estabilidade de particulas em suspensao. Esse método
baseia-se na repulsdo das cargas elétricas que as particulas apresentam quando
entram em contato com um liquido. Essas cargas sao resultado da dissociagao de
grupos funcionais da superficie da particula e do meio dispersante, podendo ser
positiva ou negativa dependendo da interagdo com o meio dispersante (Schaffazick
et al., 2003; Deng et al., 2020). Quanto maior for o PZ (£ 30 mV) maior sdo as
interagcbes repulsivas entre as particulas e menor € a for¢ga de atragao entre elas, o
que leva a formagcao de particulas mais estaveis, porque evita a agregacao entre
elas. Por outro lado, valores menores que + 30 mV sugerem diminuicdo na repulséo
eletrostatica entre as particulas e, consequentemente, um aumento na tendéncia de
agregacao entre elas (Bhatia, 2016).

As nanocapsulas apresentaram valores de PZ que variaram de 37,4 + 3,88
mV a -19,16 = 8,14 mV, como demonstrado na Tabela 2, indicando a estabilidade
das particulas. Todas as amostras apresentaram residual de superficie negativa, que
pode estar relacionado aos grupos carboxilicos da estrutura de poliésteres, como a
PCL, que estao depositadas ao redor da nanocapsula (Schaffazick et al., 2003).

O potencial zeta encontrado foi superior ao descrito para nanoparticulas
poliméricas de PCL com luteina desenvolvidas por Brum et al. (2017), que obtiveram
potencial zeta de - 5.14 + 2.22 mV. Ademais, foi superior a nanoparticulas lipidicas
com luteina desenvolvidas por Lacatusu et al. (2013), que obtiveram valores de -

34,5 mV, sugerindo que a concentragdo e a escolha dos reagentes somado ao
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método de sintese utilizados neste trabalho foram mais eficientes na obtengcao de
nanocapsulas estaveis contendo como ativo a luteina.

O pH é um parametro importante e fundamental para garantir a estabilidade
e eficacia de formulagbes contendo nanoparticulas em campos como cosméticos,
alimentos e produtos farmacéuticos. Esse parametro influencia diretamente a carga
superficial das nanoparticulas, pois determina o grau de ionizagdo de grupos
funcionais na sua superficie. Por sua vez, isso afeta a estabilidade coloidal das
nanoparticulas, pois cargas superficiais opostas levam a repulsbes eletrostaticas,
que impedem a aglomeracgédo das particulas. Além disso, variagdes no pH podem
alterar a solubilidade das nanoparticulas, levando a mudangas em sua dispersao e
biodisponibilidade em sistemas biolégicos (Carneiro- Da-Cunha et al., 2011,
Schaffazick, et al., 2003).

As amostras apresentaram pH entre 5,02 + 0,023 (NCL-2) a 5,94 + 0,037
(NCB). O carater levemente acido das nanoestruturas é resultado da presenga dos
grupamentos acidos carboxilicos terminais do PCL, que podem ser expostos por
meio de reagdes de ionizagdo ou hidrolise desses grupamentos quimicos, que
devido a sua alta eletronegatividade e efeito de ressonancia do éster, diminuem o pH
das nanocapsulas (Schaffazick et al., 2003; Solomons & Fryhle 2009). Assim como a
presenga dos grupamentos hidroxilas na estrutura da luteina podem contribuir na
reducao do pH das amostras (PubChem 2024), observados pelo pH menor para as

amostras que continham a luteina na sua composicéo em relagédo a NCB (p< 0,05).

5.3 ANALISE MORFOLOGICA DE SUPERFICIE DAS NANOCAPSULAS

A partir das imagens obtidas por MEV-FEG foi possivel obter informacdes
morfolégicas das nanocapsulas, luteina pura, PCL, e mistura fisica (Figura 16 e 17).
A analise morfoldgica da PCL evidenciou uma superficie levemente irregular, rigida e
quebradiga, enquanto a luteina na sua forma pura mostrou-se como pequenos
cristais arredondados, de superficie irregular e lisa. Na figura da mistura fisica
pode-se observar a luteina e a PCL agrupadas.

Foi evidenciado que as NCB, NCL-1 e NCL-2 possuem formato esférico
bem definido com superficie lisa e uniforme, com auséncia de poros e tamanho
nanométrico, reafirmando o que foi observado pela técnica do DLS. As

caracteristicas morfolégicas visualizadas, sdo semelhantes ao encontrado na
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literatura para nanoparticulas poliméricas de PCL realizado por Camargo et al.
(2020) no desenvolvimento de nanoparticulas de tacrolimus; por Ferreira et al.
(2018), para nanoparticulas de disseleneto de difenila, e por Yingngam et al. (2019),

na sintese de nanocapsulas de mentol.
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Figura 16 - Andlise morfolégica das nanoparticulas contendo luteina (NCL-1 e NCL-2) e nanoparticulas com auséncia de luteina (NCB), por microscopia
eletrénica de varredura por emissao de campo (MEV-FEG) sob tens&o de aceleragéo de 10 kV.

SEM HV: 10.0 kV WD: B 82 mm L1l | 141 MIRAZ TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: B.86 mm | MIRA3Z TESCAN SEM HV: 100 kV WD: 8.87 mm | | MIRA3 TESCA|
SEM MAG: 18.3 kx Det. SE 2 pm SEM MAG: 69.7 kx Det: SE SEM MAG: 14.6 kx Det: SE
View field: 14.3 pm | SM: RESOLUTION Performance In nanospace View field: 3.97 ym  Date(m/d/y): 02/16/24 Performance In nanospace View field: 18.9 pm | SM: RESOLUTION Performance In nanospace

Fonte: A autora.
Nota: As setas indicam as nanocapsulas formadas, indicando uma regido mais clara na porgéo superior, correspondente ao revestimento da parede e uma
regido central mais escura, correspondente ao nucleo.
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Figura 17 - Analise morfoldgica da luteina pura, PCL triturada e mistura fisica (PCL: luteina) por microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo

(MEV-FEG) sob tensao de aceleragéo de 10 kV.
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Fonte: A autora.
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Além disso, as imagens obtidas das nanocapsulas sem e com luteina
confirmam a estrutura reservatoria caracteristico de nanocapsulas formada pela
deposi¢do da PCL, por meio da presenga de uma regido mais clara na porgao
exterior correspondendo ao revestimento da parede polimérica e uma regiao central
mais escura, o nucleo. Essa peculiaridade € atribuida a presenca da PCL formando
um revestimento polimérico ao redor da mistura oleosa de Span ® 80, acido caprilico
e luteina (Yingngam et al., 2019). Nao foi observado a presenga de cristais do
farmaco na superficie das particulas formadas, indicando que todo farmaco foi
encapsulado. Portanto, a técnica de sintese mencionada acima demonstra o

sucesso da formagao das nanocapsulas.

5.4 ANALISE ESTRUTURAL

5.4.1 Analise de Difragcdo de Raios X (DRX)

A difragdo de raios X (DRX) é amplamente empregada na analise das
propriedades cristalinas ou amorfas de farmacos. Substancias cristalinas exibem
uma organizagdo ordenada e repetitiva de suas particulas em uma estrutura
tridimensional, enquanto substdncias amorfas possuem uma disposi¢ao
desordenada e aleatéria de particulas. Como resultado da sua estrutura
desorganizada, substancias amorfas tendem a ser mais soluveis em solventes que
as cristalinas, requerendo menos energia para a sua dissolugdo. Estas
caracteristicas desempenham um papel fundamental na solubilidade e na cinética de
dissolugédo de farmacos, influenciando diretamente sua eficacia terapéutica (Lia, et
al., 2023).

A presenga de picos bem definidos no difratograma € atribuida a
substancias cristalinas, enquanto bandas largas indicam substédncias amorfas
(Riekes, et al., 2011; Zhang, et al., 2023). A Figura 18 revela os resultados obtidos
por DRX para a luteina pura, PCL, mistura fisica (MF) e para as nanocapsulas

poliméricas contendo luteina (NCL-1 e NCL-2) e sem luteina (NCB).
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Figura 18 - Difratograma da luteina pura, PCL, da mistura fisica (MF) e nanocéapsulas.
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Fonte: A autora.

No difratograma da luteina pura, observou-se um padrdao amorfo,
caracterizado pela auséncia de picos e pela presenga de uma banda larga. Este
comportamento difere dos achados na literatura, onde uma estrutura cristalina foi
observada para a luteina, evidenciada por picos de difracdo proeminentes na faixa
de 20 entre 11,5°-21,6° (Jiao et al., 2023) e em torno de 20° e 25° (Silva et al.,
2017). A discrepancia observada entre os resultados pode ser atribuida as
condicbes de preparo da luteina, dado que o produto comercial utilizado continha
apenas 10% de luteina. Esta baixa concentragdo sugere que os demais compostos
presentes na forma comercial do produto podem interferir na leitura do difratograma
da luteina. Tal interferéncia destaca a necessidade de etapas adicionais de
purificagcdo para uma caracterizacdo mais precisa da sua estrutura cristalina.

Em relacdo a PCL comprovou sua natureza semicristalina, com picos
caracteristicos (206 = 21,45 e 23,73°) (Carletto 2015; Camargo et al., 2020). A mistura
fisica revela picos coincidentes com a do PCL, evidenciando que a mistura fisica nao
altera os perfis de cristalinidade e amorfizagao da luteina (Camargo et al., 2020).

Os resultados de DRX demonstraram que a nanoencapsulagao preservou as

caracteristicas amorfas da luteina durante o encapsulamento. Em todas as
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nanocapsulas, tanto com a presencga ou auséncia de luteina apresentaram picos de
cristalinidade referentes a PCL. Esse achado indica que o método de encapsulacao
foi bem-sucedido, com o farmaco predominantemente disperso molecularmente no
nucleo oleoso das particulas, protegido pela matriz polimérica de PCL. Essa
disposicao dificulta sua deteccdo da luteina por técnicas de analise de superficie,
confirmando a natureza das particulas como sendo nanocapsulas, sendo capaz de
ser liberado pela matriz polimérica para exercer seu mecanismo de agao (Camargo
et al., 2020; Lia et al., 2023).

5.4.2 Avaliagdo Por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A andlise por FTIR foi realizada para avaliar a presengca de grupos
funcionais caracteristicos de nanocapsulas de PCL contendo luteina, bem como
possiveis alteragdes no espectro em decorréncia das interacbées moleculares entre
farmaco e a formulagao (Bhatia 2016; Jarai 2020). A Figura 19 mostra os espectros
de FTIR do PCL, luteina pura e nanocapsulas poliméricas contendo luteina (NCL-1 e
NCL-2).

Figura 19 - Espectros de FTIR da luteina pura, PCL, mistura fisica (MF), lactose (LAC) e
nanocapsulas poliméricas.
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As absorgdes infravermelhas caracteristicas da luteina incluiram a banda de
vibracdo de estiramento O-H acima de 3000 cm”, os picos de vibragdo de
estiramento C-H em 2.918 cm™ e 2.848 cm, e picos discretos de vibragdo de
estiramento C-C em 1.715 cm™ (Silva et al., 2017; Jarai 2020). O espectro FTIR do
PCL mostrou bandas tipicas do polimero como vibragdes de estiramento de carbono
hibridizado sp® em 2.948, 2.899 e 2.865 cm™, vibragao de estiramento C=0 de éster
em 1.729 cm”, vibragbes angulares de carbono hibridizado sp® em 1.470 cm™,
vibragbes de estiramento simétrico C-O em 1297 e 1241 cm™, estiramento
assimétrico C-O em 1175 cm™ e vibragdes angulares de carbono hibridizado sp® em
731 cm™ (Camargo et al., 2020).

As bandas de absorc¢ao atribuidas a MF corresponderam a sobreposigao
dos espectros de FTIR do farmaco puro e do polimero indicando que nao houve
reagao quimica que modificasse a estrutura do farmaco ou do polimero, sugerindo
que o polimero estad servindo apenas como carreador para a droga. A lactose
monohidratada possui bandas de vibragbes de estiramento OH em ligagcdo de
hidrogénio intermolecular (3530 cm™) e OH polimérico (3300 cm™), vibragbes de
estiramento de carbono hibridizado sp® (2980, 2934, 2898 e 2879 cm™), vibragbes
de estiramento C-O e estiramento assimétrico C-O-C de éter (1035 cm™) e
vibragbes angulares OH (775 cm™) (Camargo et al., 2020).

Em relagdo aos espectros de NCs descarregados e NCs carregados com
luteina, foram confirmados sinais relacionados a lactose utilizada para liofilizacao
com vibragdo angular OH a 775 cm”, bem como bandas pertencentes ao PCL,
principalmente devido a vibracdo de estiramento C=0 do polimero em 1743 cm™. A
ligeira mudanga no alongamento C=0O do PCL do polimero puro (1729 cm™)
provavelmente estava relacionada ao método de preparagdao da NC para a analise.
Nenhum sinal FTIR de luteina foi registrado para os espectros NCL-1 e NCL-2, o
que pode sugerir o encapsulamento da droga.

Avaliando o conjunto de dados obtidos até aqui, sugere-se que o método
proposto foi eficiente na obtencdo de nanocapsulas de PCL na veiculacdo da

luteina.

5.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS NANOCAPSULAS

Nanoparticulas constituidas por polimeros s&o transportadores promissores
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para veiculagdo na pele, ja que estas particulas confere alta estabilidade ao principio
ativo, maior taxa de absorgéo e distribuicdo, o que é interessante a uma grande
gama de compostos, como carotenoides que possuem acgao antioxidante
(Mihranyan; Ferraz; Stremme, 2012; Mordorski; Landriscina; Friedman, 2016; Brum,
2017). Entretanto, tal atribuigdo necessita ser verificada no que tange a sua
estabilidade fisico-quimica em armazenamento a longos periodos.

O estudo de estabilidade foi conduzido em diferentes temperaturas por um
periodo de 30 dias a fim de verificar o comportamento das nanocapsulas. Os
resultados podem ser analisados por meio dos Graficos 2 — 4.

Através das analises macroscoépicas das formulagdes constatou-se que
todas as formulagdes mantiveram o mesmo aspecto leitoso inicial caracteristico das
nanocapsulas em suspensao coloidal, apresentando boa estabilidade fisico-quimica
e auséncia de processos de formacdo de creme, sedimentagcdo ou floculagédo,

conforme observado na Figura 20.
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Figura 20 - Aspectos macroscoépicos das NCs (NCL-1, NCL-2 e NCB) armazenadas ao abrigo da luz, em temperatura ambiente (T.A.), 37 °C (estufa), e 4 °C
(geladeira) durante 30 dias para o estudo de estabilidade.

‘Dia 0- NCL-1 Dia 0- NCL-1

Fonte: A autora.



67

A partir do 15° dia de armazenamento, as amostras NCL-1, NCL-2 e NCB
armazenadas a 37 °C apresentaram tamanhos de particulas maiores em
comparagao com aquelas armazenadas em temperatura ambiente e na geladeira.
Entretanto, essa diferenga s6 foi significativa (p < 0,05) para a NCL-1 a 37 °C. A
presenca de luteina, juntamente com as altas temperaturas, influenciou o aumento
do tamanho das amostras a medida que os dias de analise avangaram.

O Gréafico 1 indicou que NCL-1, NCL-2 e NCB nao sofreram grandes
modificagdes ao longo do tempo em seu tamanho, sugerindo auséncia de
coalescéncia e degeneracdo das amostras confirmadas pela analise macroscépica (
Figura 20).
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Grafico 1 - Estudo de estabilidade das NCL-1, NCL-2 e NCB dependendo do didmetro médio (nm).
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Fonte: A autora.
Nota: Temperatura ambiente: T.A.*p < 0.05; E) comparagdo com a NCL-1 armazenada a 37 °C; F) comparagdo com a NCL-1 armazenada a 4 °C. G)
comparagao com a NCL-2 armazenada a T.A; H) comparagdo com a NCL-2 armazenada a 37 °C.



69

O indice de polidispersidade (IPD) aumentou em todas as amostras de
analise a medida que o periodo de estudos aumentou, principalmente para as
amostras armazenadas a 37 °C, mas apesar disso, o Grafico 2 nos mostra que essa
diferenca no IPD das amostras ndo causou prejuizo do sistema, uma vez que 0s
valores permaneceram aceitaveis, ou seja, menores que 0,3, sendo satisfatério para
uso tépico e demonstrando que as amostras permanecem em uma distribuicdo
unimodal de seus diametros médios, indicando que ao longo do tempo, as amostras
continuaram dispersas sem ocorrer agregagao ou floculagao (Zanetti et al., 2019;
Diyanat et al., 2019).

Nanoestruturas como as nanocapsulas sao cineticamente estaveis devido
ao movimento browniano das particulas nanométricas, o que previne floculagao e
coalescéncia aparente durante o armazenamento a longo prazo e mantém uma
distribuicdo homogénea. Isso reforga seu uso como um sistema de entrega inovador
para luteina (Schaffazick S et al., 2003; Deng S et al., 2020; Lopes et al., 2023).
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Gréfico 2 - Estudo de estabilidade das NCL-1, NCL-2 e NCB dependendo do indice de polidispersao (IPD).
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Fonte: A autora.
Nota: Temperatura ambiente: T.A.*p < 0.05; E) comparagdo com a NCL-1 armazenada a 37 °C; F) comparagdo com a NCL-1 armazenada a 4 °C. G)
comparacao com a NCL-2 armazenada a T.A; H) comparagédo com a NCL-2 armazenada a 37 °C; |) comparagdo com a NCL-2 armazenada a 4 °C.
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O potencial zeta revelou estabilidade eletrostatica, com valores préximos a
-30 mV mesmo apos 30 dias de armazenamento. Diferengas significativas foram
observadas no potencial zeta entre as amostras sem luteina e aquelas com luteina
em diferentes temperaturas, indicando que a presenga da luteina diminuiu o
potencial zeta tornando-o mais positivo.

A NCL-1 em temperaturas diferentes e em comparacdo com a NCL-2 em
diferentes temperaturas apresentou diferengas significativas no potencial zeta,
indicando que as condi¢des de armazenamento influenciam o potencial zeta,
especialmente a 37 °C, onde as variagbes sdo mais pronunciadas, que sugerem
possiveis mudancas na estabilidade eletrostatica das nanocapsulas nessas
condigdes, provavelmente devido a degradagcdo do polimero e a alteragédo na
exposicao de cargas positivas quando submetidas a temperaturas elevadas (Melo et
al., 2010). Apesar das diferengas observadas na Figura 9, todas as amostras
exibiram valores de potencial zeta préximos a -30 mV em todas as condi¢des ao

longo dos 30 dias, incluindo as amostras armazenadas a 37 °C.
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Grafico 3 - Estudo de estabilidade das NCL-1, NCL-2 e NCB dependendo do potencial zeta (mV).
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Fonte: A autora.

Nota: Temperatura ambiente: T.A.*p < 0.05; D) comparagdo com a NCL-1 armazenada a T.A; E) comparagdo com a NCL-1 armazenada a 37 °C; F)
comparagao com a NCL-1 armazenada a 4 °C. G) comparagdo com a NCL-2 armazenada a T.A; H) comparagcao com a NCL-2 armazenada a 37 °C; I)
comparagao com a NCL-2 armazenada a 4 °C.
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As amostras de NCB armazenadas a temperatura ambiente, 37 °C e 4 °C
apresentaram um pH préximo a 6 ao longo dos 30 dias de estudo, com a NCB a 4
°C exibindo uma menor variagao no pH durante o periodo analisado. As diferencas
significativas observadas indicam que o pH foi influenciado tanto pelas condigcbes de
armazenamento quanto pela presenga de luteina (Melo et al 2010; Mitra et al., 2021,
Nikhat et al., 2022).

As amostras NCL-1 armazenadas a temperatura ambiente e a 4 °C
mantiveram o pH relativamente estavel ao longo do tempo, com pH préximo de 5,
enquanto que, NCL-1 armazenadas a 37 °C apresentaram uma diminuigdo mais
acentuada no pH ao longo dos dias, com valor de pH de 3,46 + 0,081 no dia 30. O
mesmo comportamento € observado para a amostra NCL-2, onde as amostras
armazenadas a temperatura ambiente e a 4 °C mantiveram o pH préximo a 5,
enquanto a 37 °C o valor de pH foi de 3,47 £ 0,102 no dia 30.

O Grafico 4 demonstra que o pH das amostras de nanocapsulas é
influenciado pela temperatura e pelo tempo de armazenamento. Em geral, as
amostras armazenadas a 37 °C apresentaram uma diminuigdo mais acentuada no
pH ao longo do tempo, indicando possiveis mudangcas na estabilidade das
nanocapsulas nessas condigdes, provavelmente devido a hidrolise dos triglicerideos
de cadeia média que compdem o nucleo ou ao surfactante que é liberado da
interface quando os agregados poliméricos ou os produtos de degradacao da luteina
sao influenciados pelo aumento da temperatura (Melo et al., 2010; Mitra et al., 2021;
Nikhat et al., 2022). As amostras armazenadas a temperatura ambiente e a 4 °C

mantiveram um pH mais estavel ao longo do periodo de estudo.
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Grafico 4 - Estudo de estabilidade das NCL-1, NCL-2 e NCB dependendo do pH.
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Fonte: A autora.

Nota: Temperatura ambiente: T.A*p < 0.05; B) comparagdo com a NCB armazenada a 37 °C; C) comparagcdo com a NCB armazenada a 4 °C; D)
comparagao com a NCL-1 armazenada a T.A; E) comparagao com a NCL-1 armazenada a 37 °C; F) comparagdo com a NCL-1 armazenada a 4 °C. G)
comparacao com a NCL-2 armazenada a T.A; H) comparagédo com a NCL-2 armazenada a 37 °C; |) comparagdo com a NCL-2 armazenada a 4 °C.
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Ao final do periodo de analise, NCL-1 e NCL-2 armazenadas a temperatura
ambiente e 37 °C apresentaram mudanca de coloracdo do amarelo para o branco
(Figura 20), que pode ser possivelmente pela oxidagcao da luteina que é favorecida
em temperaturas de armazenamento elevadas, causando alteragbes fisicas nas
nanocapsulas.

Ja foi relatado na literatura que devido as ligagdes duplas conjugadas e
grupos hidroxilas na luteina, ela é suscetivel a oxidagdo quando exposto ao ar e a
luz gerando produtos incolores (Aparicio-Ruiz, Minguez-Mosquera & Gandul-Rojas
2011; Mitra et al, 2021; Nikhat et al, 2022). Enquanto as NCL-1 e NCL-2
armazenadas a 4 °C nao apresentaram alteracado macroscopica.

Esses achados sao consistentes com os obtidos por Alvarez-Henao et al.,
2018 que relataram que a luteina se degrada rapidamente, diminuindo 70% em trés
dias, mas quando encapsulada, apdés 21 dias a 25 °C apenas 39% da luteina
encapsulada foi degradada. Apds 21 dias a 50 °C a microparticula com luteina
apresentou aproximadamente 20% da luteina encapsulada ja a mistura fisica
contendo luteina apresentou apenas 1% de luteina. O mesmo foi observado
Okonogi e Riangjanapatee (2015) com nanoparticulas lipidicas soélidas contendo
licopeno um carotenoide semelhante a luteina, onde revelaram que a estabilidade do
licopeno encapsulado € 100 vezes maior do que em solugdo. Esta descoberta
demonstra uma melhoria significativa na estabilidade de carotenoides como a luteina
quando ela € encapsulada.

O estudo de estabilidade realizado em diferentes temperaturas verificou o
comportamento destas nanocapsulas. Embora essas nanoestruturas sejam
sensiveis a temperatura elevadas devido ao efeito no movimento das goticulas, a
tendéncia de agregacédo das goticulas € menor em comparagao com formulagcbes
em escalas maiores, como as macroemulsdes e/ou a veiculagdo de luteina sem
formulagcdo adequada (Schaffazick et al., 2003; Campos et al., 2020; Lopes et al.,
2023).

Os resultados obtidos revelaram que nao houve diferenca significativa nos
aspectos fisico-quimicos das amostras analisadas (NCB, NCL-1 e NCL-2) quando
armazenadas em temperatura ambiente e na geladeira a 4 °C, indicando que as
nanocapsulas nado sofreram alteracbes ao longo do tempo, sendo a forma de
armazenamento adequadas para preservar as caracteristicas das nanocapsulas

obtidas. Nao houve diferengca significativa nos aspectos fisico-quimicos das
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amostras armazenadas em temperatura ambiente e na geladeira. A PCL foi
sugestiva como material encapsulante promissor , protegendo a luteina de fatores

ambientais e mantendo as nanoparticulas estaveis por até 30 dias.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O &acido ascérbico é reconhecido como um padrao de referéncia devido a
sua notavel capacidade antioxidante. A unidade de equivalente de acido ascoérbico
(EAA) é empregada para expressar a atividade antioxidante de uma amostra,
quantificando a quantidade necessaria de acido ascoérbico para igualar o efeito
antioxidante observado na amostra de andlise. Portanto, valores elevados de
equivalente de acido ascorbico indicam uma maior atividade antioxidante na amostra
analisada (Boroski et al., 2015).

A avaliacdo da atividade antioxidante das NCL-1,NCL-2, NCB e luteina livre
foram avaliadas por meio do Poder Redutor de Ferro lll, inibicdo do cation-radical
ABTS™ e DPPH-. Os resultados obtidos foram expressos por média e desvio padrao
em equivalente de acido ascérbico, conforme apresentados na Tabela 4, tendo como
base a curva analitica construida com o padrao acido ascorbico de cada analise.

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata.

Tabela 4 - Atividade antioxidante da luteina livre (LUT), nanocapsula branca (NCB), nanocapsula com
luteina (NCL-1 e NCL-2).

Amostra FRAP DPPH ABTS™

(ug AA mL"' amostra)* (ug AA mL" amostra)*  (ug AA mL"' amostra)*
LUT 539,38 + 10a 1186,99 £ 24,32¢c 418,12 + 21,46a
NCB 48,43 £ 7.96b 2825,25 + 19,28a 37,01 £3,04 c
NCL-1 267,84 + 13.86¢ 2780,73 + 7,51a 65,24 +0,34c
NCL-2 556,30 + 3.84a 2966,43 + 23,88b 148,21 £ 5,7b

Fonte: A autora.

Nota: *Valores expressos como média + desvio padréo (DP). (n = 3) de experimentos realizados em
triplicata. Médias seguidas por letras diferentes (a — c) diferem estatisticamente na mesma coluna
(teste de Newman — Keuls em p < 0,05). Aplicou-se o teste de Tukey nivel 5% de probabilidade.

Para os trés ensaios avaliados , as nanocapsulas contendo luteina (NCL-1 e
NCL-2) exibiram atividades antioxidantes interessantes e melhoradas em
comparagdo com as NCB, com exceg¢do no teste DPPH, cujos resultados sao

estatisticamente semelhantes (entre NCL-1 e NCB). Essa diferenca pode ser
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explicada devido aos efeitos estéricos do DPPH, aumentando a dificuldade de reagir
com as moléculas de radicais. Portanto, hidroxilas de agentes emulsificantes
presentes nas matriz da nanocapsulas como Tween 80®, Span 80® e 4cido caprilico
também contribuem distintamente na atividade antioxidante das particulas (Shu et
al., 2023).

Para o ensaio de FRAP e DPPH a NCL-2 apresentou atividade melhorada
da luteina em relacao a luteina livre relevancia da nanotecnologia na potencializagao
da atividade antioxidante da luteina. Para o ABTSe+ foi demonstrado maior
contribuigdo na atividade antioxidante luteina livre em relagdo a NCL-1 e NCL-2
(p<0,05). Mas notavelmente, a atividade antioxidante em NCL-2 para os trés ensaios
foi superior que a NCL-1 e NCB.

Para os trés ensaios realizados, foi demonstrado a influéncia da
concentragéo de luteina nas nanocépsulas, por exemplo, NCL-2 (556,30 ug AA mL™)
€ maior do que NCL-1 (267,84 ug AA mL") no ensaio FRAP. Esses resultados
exibem a capacidade das nanocapsulas em proteger compostos bioativos, neste
caso a luteina, e manter sem prejuizo suas propriedades antioxidantes. A
dependéncia da concentracdo de luteina carregada pode ser observada nos
resultados exibidos da Tabela 4.

A luteina, um carotenoide oxigenado, é uma das xantofilas mais importantes
reconhecida pelo seu potencial antioxidante (Sharma; Kuhad; Bhandari, 2022; Zaid
et al., 2022; Flieger et al., 2024). A importancia dos carotenoides esta em seus
efeitos antioxidantes, principalmente na extingdo de oxigénio singleto (10,). Os
ROO+ sao os unicos radicais livres capazes de destruir completamente o
carotenoide, porque os carotenoides, incluindo a luteina, possuem ligagdes duplas
conjugadas em sua estrutura interna (Shu et al.,, 2023). A série de interacdes
rotacionais e vibracionais com o solvente pode levar a liberacdo da nova energia
adquirida, retornando a um estado ndo excitado e permitindo-lhes reagir e extinguir
mais radicais livres (Gulcin, 2020).

A luteina, e outros carotenoides, possuem liga¢des duplas conjugadas que
formam um sistema conjugado rico de elétrons do polieno que podem interagir com
reagentes eletrofilicos, como espécies reativas de oxigénio (ROS) - espécies
radicais e ndo radicais - contribuindo para diminuir o estresse oxidativo (Shu et al.,
2023; Mitri et al., 2011; Cheng; Ferruzzi; Jones, 2019; Bodoki et al., 2019).

Os mecanismos envolvidos nessas reacdes antioxidantes, geralmente, séo


https://link-springer-com.ez82.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s13197-018-3316-6#ref-CR41
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transferéncia de elétrons, doagédo de hidrogénio e adigdo de radicais. No entanto, é
mais provavel a predominancia do mecanismo de transferéncia de elétrons (Pisoschi
& Pop 2015). Pois, conhecendo os mecanismos envolvidos, justificam-se os
resultados mostrados, que no ensaio FRAP demonstram claramente a contribuigao
da propriedade antioxidante da luteina nas nanocapsulas, devido a predominancia
da transferéncia de elétrons nesse ensaio, que avalia o poder redutor de Fe** para
Fe?*. Por outro lado, os ensaios DPPHs e ABTS++ por envolver mecanismo de
transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) e transferéncia de elétrons, mas por se
tratarem de radicais de moléculas grandes, estaveis, estericamente impedidos, isso
de certa maneira, dificulta o acesso dos antioxidantes presentes nas nanocapsulas
justificando os resultados melhores observados para a luteina ndo encapsulada
(Schaich et al., 2015; Shahidi & Zhong 2015; Lichtenberg & Pinchuk 2015).

A eficacia aprimorada das nanocapsulas de luteina frente os distintos
métodos, sugere que a encapsulagcédo pode ser uma estratégia efetiva para melhorar
as propriedades antioxidantes de compostos naturais, com implicagdes significativas
para o desenvolvimento de farmacos e cosméticos (Brum, 2017; Deng et al., 2020;
Sahu et al., 2021).

5.7 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A citotoxicidade das NCL-1 foi avaliada por meio do teste de viabilidade
celular em fibroblastos de linhagem 3T3, por meio dos ensaios com MTT em 24
horas e em concentragdes diferentes da NCL-1 e NCL-2. Os resultados obtidos

estdo apresentados no Grafico 5.
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Grafico 5 - Efeito das nanocapsulas contendo luteina (NCL-1 e NCL-2) sobre a viabilidade de
fibroblastos 3T3, apds 24 horas, pelo método do MTT.
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Fonte: A autora.

Nota: Como controle negativo (controle) empregou-se apenas o veiculo utilizado para diluir as
amostras. Os resultados estdo expressos em média + EPM (n= 6). Anova, seguida pelo teste
post-hoc de tukey. ** p < 0,01 e *** p< 0,001 quando comparados ao grupo controle.

Comparando com as células que receberam apenas o controle (meio
DMEM) que foram padronizadas como 100% de viabilidade celular, as NCL-1, em
concentragbes de 25,0% a 12,5%, foi observada uma diminuigcdo na viabilidade
celular com p < 0,001, equivalente a concentragdes de luteina de 247,50 pg/mL e
123,75 ug/mL. Enquanto isso, concentragdes entre 6,25% a 0,78% n&o mostraram
diferenca significativa na viabilidade celular entre as concentracbes testadas de
NCL-1 em comparagao com o controle, indicando que em concentragdes inferiores a
123,75 pg/mL, a nanoformulagc&o nao foi citotoxica. Em contraste, a NCL-2 mostrou
toxicidade de 25% a 6,25% (p < 0,001), o que é justificado pelo dobro da
concentragcao de luteina em sua composicdo em comparagao com a NCL-1. Assim,
as nanocapsulas poliméricas de PCL contendo luteina ndo exibiram citotoxicidade
significativa em concentracbes inferiores a 61,87 pg/mL, indicando que as
nanoformulagdes sao seguras.

Dessa forma, uma diminuicdo dependente da concentragdo na viabilidade
celular foi observada no estudo de viabilidade celular 3T3, com uma redugao
progressiva na porcentagem de células viaveis a medida que a concentragédo de
NCL-1 e NCL-2 aumentava. Esses resultados sugerem uma relagdo
dose-dependente entre a concentracdo de luteina e seus efeitos na viabilidade
celular.

Bolla et al. (2020) conduziram uma investigagéo acerca da citotoxicidade de
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nanoparticulas poliméricas compostas por PLGA-PEG-biotina, as quais continham
luteina, em células ARPE-19. Os resultados da analise revelaram que tanto a forma
livre quanto a encapsulada da luteina ndo apresentaram efeitos citotdxicos em
concentragbes de 10, 20 e 50 pg/mL. Ademais, constatou-se que a luteina
encapsulada exibiu uma menor taxa de citotoxicidade em comparacgao a luteina livre,
sugerindo que a nanoformulagdo se mostrou segura, eficaz e ndo toxica. Este
achado é congruente com os resultados obtidos por Chittasufho, Posritong e
Ariyawong (2019), os quais observaram um fenédmeno similar em células ARPE-19
frente a nanoparticulas de PLGA contendo luteina em um ensaio de viabilidade
celular. Mesmo apdés um periodo de analise de 72 horas, a viabilidade celular
permaneceu superior a 82% do controle, quando submetidas a concentragdes
variando de 1 a 500 pg/mL da amostra em questao.

Esses resultados somados aos dados da literatura revelaram que as
nanoparticulas de luteina tém boa biocompatibilidade, nenhuma citotoxicidade in
vitro, e potencial aplicagdo em produtos dermocosméticos como uma estratégia para

prevenir os sinais de envelhecimento da pele.
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6 CONCLUSAO

Com base nos dados coletados e analisados no presente estudo, conclui-se
gue a técnica de deposicao interfacial de polimeros pré-formados para a elaboragao
de nanocapsulas poliméricas demonstrou ser notavelmente eficaz. As avaliagbes
fisico-quimicas conduzidas revelaram a obtencdo de particulas com dimensdes
nanométricas apropriadas para a permeacao cutanea, apresentando um pH
compativel com o da pele, distribuicdo de tamanho de particula monodispersa e
estabilidade eletrostatica significativa. Tais caracteristicas foram corroboradas por
analises morfologicas, que evidenciaram particulas de forma esférica, dimensdes
nanomeétricas, e superficies lisas e uniformes.

A difragao de raios X confirmou que o método de encapsulagéao foi eficiente
e que a luteina encontra-se prioritariamente no nucleo, reafirmando a obtengao das
nanocapsulas como observado nas analises morfologicas. Enquanto as analises de
FTIR confirmaram que ndo houve reag¢ao quimica que mudasse a estrutura quimica
do farmaco ou polimero, indicando que ambos nao interagem significativamente.

Os ensaios para verificar a estabilidade fisico-quimica dos sistemas
nanoparticulados demonstraram que a temperatura ambiente e a temperatura de
refrigeragdo a 4 °C sdo as condi¢des ideais de armazenamento para preservar as
caracteristicas fisico-quimicas das nanoformulacdes por até 30 dias.

Adicionalmente, os estudos referentes a atividade antioxidante sublinharam
a importancia estratégica da nanotecnologia na amplificagao da eficacia antioxidante
da luteina, conforme observado nos métodos de avaliagdo empregados.

As nanocapsulas contendo luteina mostraram-se seguras e né&o citotoxicas
para as células 3T3 em concentragbes de 61,87 ug/mL a 7,73 ug/mL. Esses
resultados sugerem que as nanocapsulas de PCL tém potencial como
nanocarreadores eficazes para entregar luteina topicamente a pele, possibilitando
assim a entrega de seus beneficios terapéuticos. Além disso, esta pesquisa oferece
insights valiosos para o desenvolvimento de produtos dermocosméticos

incorporando nanotecnologia.
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INTRODUCTION

Lutein is a natural carotenoid with strong antioxidant activity and potential use
in anti-aging products. However, lutein has low water solubility which limits its
biodisponibility. Developing nanotechnological delivery systems with lutein can be an
interesting approach to optimize its characteristics, favor its distribution and dermic
retention. Most studies involving lutein and nanomaterials are primarily focused on
oral administration. Consequently, there is a limited body of research on
nanodelivery systems for topical application of lutein to the skin. Therefore, its study
aims to develop and characterize polymeric nanocapsules with lutein.

METHODS

The polymeric nanocapsules were obtained by the interfacial deposition
method of preformed polymer (Figure 1).

Figure 1. The interfacial deposition method of preformed polymer
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The organic phase was composed of lutein, polycaprolactone (PCL), Span®
80, caprylic acid and acetone, while the aqueous phase was composed of Tween®
80 and water. The organic phase was dripped (1 drop/s) on the aqueous phase
under magnetic stirring and heating (40 °C) kept on stirring for 40 min. Acetone was
separated with a rotary evaporator until the final volume of 10mL.

The nanocapsules were characterized by organoleptic, physicochemical and
morphological aspects.

RESULTS

The results for the lutein polymeric nanocapsules show ideal characteristics,
with nanometric size of 277.40 + 7.00 nm to 296.33 + 26.29 nm, polydispersity index
with 0.214 + 0.061 to 0.229 + 0.038, and good electrostatic stability of -19.16 + 8.14
mV to — 37.4 + 3.88 and pH of 5.02 + 0,023 to 5.97 + 0.041. Macroscopically, the
formulations had a milky-yellow appearance and the control formulations had milky-
white one. All formulations exhibited no phase separation or crystallization (Figure
2).

Field Emission Gun — Scanning Electron Microscope (FEG-SEM) showed
nanocapsules with well-defined spheric shapes and smooth surfaces. No lutein
crystals were observed on the nanocapsules' external surface, indicating its
encapsulation (Figure 3).

Figure 2. Macroscopic aspects of the nanoformulations: NCB, NCL-1, NCL-2.

Font: The author.
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Figure 3. Morphological analysis of lutein-containing nanoparticles by FEG-SEM under an
acceleration voltage of 10 kV. Magnification of 26,300x (A); Magnification of 69,700x (B).
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DISCUSSION AND CONCLUSION

Most studies related to nanoscale delivery systems of lutein utilize the
synthetic polymer poly D,L-lactic-co-glycolic acid (PLGA) or chitosan, a natural
polymer. Our investigation demonstrates the development of stable lutein-loaded
nanocapsules using polycaprolactone (PCL) for topical application on the skin. This
study successfully obtained lutein polymeric nanocapsules exhibiting favorable
characteristics for this type of system, including well-defined spherical shapes,
nanometric size, excellent electrostatic stability, and a pH like that of the skin
Therefore the lutein polymeric nanocapsules with PCL can be a good potential for
topical application and future use on dermocosmetic products.



