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RESUMO
ROSA, Rosana Leticia da. Desenvolvimento e Avaliacdo de Nanoparticulas
Poliméricas de Silicio. 2018. 74 f. Dissertacdo em Ciéncias Farmacéuticas- Farmacia.
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2018.

A pele é um importante componente da beleza exterior, € o foco de muitos
procedimentos cirdrgicos e ndao-cirargicos. Podem ocorrer alteracbes cutaneas
associadas ao envelhecimento intrinseco ou extrinseco, como rugas, flacidez e
alteracOes na pigmentacao, isso faz com que as pessoas busquem por procedimentos
cosmeéticos para melhorar a aparéncia da sua pele. Estudos demonstram a
importancia do silicio organico na producéo de colageno tipo I. O presente trabalho
objetivou estudar o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas de Silicium P®. As
nanoparticulas foram obtidas pela técnica de nanopreciptacdo. Essas apresentaram
diametro médio de 208,1 nm, indice de polidispersao de 0,225, potencial zeta de -31,5
e pH 5,61. Foi desenvolvido e validado um método analitico por espectroscopia de
UV-VIS com a finalidade de permitir uma determinacdo confiavel da eficiéncia de
encapsulacdo e da permeacdo cutdnea do farmaco. Esse método apresentou
seletividade, linearidade, preciséo e limites de deteccao e quantificacdo satisfatorios.
A eficiéncia de encapsulagéo foi de 96,9% + 0,008. Também foi realizado o teste para
avaliar a permeabilidade cutanea das nanoparticulas poliméricas de Silicium P®, onde
em 48 horas a permeabilidade foi de 80,53%. Foi realizada a avaliagéo antimicrobiana
das nanoparticulas poliméricas. Nenhuma nanoparticula apresentou atividade
antimicrobiana frente as cepas testadas, ja o Silicium P® apresentou concentracdo
inibitéria minima em 2,5 mg.mLt. As nanoparticulas poliméricas de Silicium P®,
podem futuramente serem inseridas em cremes ou géis para uso tépico para producao
de colageno.

Palavras-chave: Silicium P®; Envelhecimento cutaneo; Colageno; Permeabilidade.



ABSTRACT

ROSA, Rosana Leticia da. Development and Evalution of Polymeric Silicone
Nanoparticle. 2018. 74 f. Dissertacdo em Ciéncias Farmacéuticas- Farmacia.
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2018.

Skin is an important component of outer beauty, it is the focus of many surgical and
non-surgical procedures. Skin changes associated with intrinsic or extrinsic aging,
such as wrinkles, sagging and pigmentation changes, can cause people to look for
cosmetic procedures to improve the appearance of their skin. Studies demonstrate the
importance of organic silicon in the production of type | collagen. The present work
aimed to study the development of Silicium P® polymer nanoparticles. The
nanoparticles were obtained by the nanoprecipitation technique. These presented
mean diameter of 208.1 nm, polydispersity index of 0.225, zeta potential of -31.5 and
pH 5.61. An analytical method was developed and validated by UV-VIS spectroscopy
in order to allow a reliable determination of the encapsulation efficiency and cutaneous
permeation of the drug. This method presented selectivity, linearity, precision and limits
of detection and quantification satisfactory. The encapsulation efficiency was 96.9% +
0.008. The test was also carried out to evaluate the cutaneous permeability of Silicium
P® polymer nanoparticles, where in 48 hours the permeability was 80.53%.
Antimicrobial evaluation of polymer nanoparticles was performed. No nanoparticle
showed antimicrobial activity against the strains tested, whereas Silicium P® showed
minimal inhibitory concentration in 2.5 mg.mL2. Silicium P® polymer nanoparticles may
be further inserted into creams or gels for topical use for the production of collagen.

Keywords: Silicium P®; Skin aging; Collagen; Permeability.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Esquema de penetracdo de substancias pela via cutanea ....................... 20
Figura 2- Caracteristicas da pele jovem, da pele envelhecida intrinsecamente e
L 1 g IST=Tox= T 1T o] (=S 23

Figura 3- Envelhecimento cronoldgico da pele e a perda de seus constituintes.

Decréscimo da quantidade de Si com o envelhecimento.............ccoevvvvvviiiiiiieeeeeeeenns 25
Figura 4- Ligacdes do Silicio organico com as estruturas da derme ............c........... 26
Figura 5- Estrutura quimica do SiliCium P®..........cccoiiiiiiieie e 27

Figura 6- Representacédo esquematica da organizacdo de nanocapsulas e

nanoesferas POIMENICAS. ...........uuiiii i e e e e e e 29
Figura 7- Célula de difuséo vertical proposta por Franz, 1975 ..........cccccvveeeeeeeennnns 32
Figura 8- Desenvolvimento das NanopartiCulas. ...........cceevvveieeeiiiiieee e 38

Figura 9- Diametro médio (DM) e Indice de Polidispersao (IPD) das formulacdes NP-
1, NP-2, NP-3 € NP-4, reSpectivVameENte. ........ccceeeeeiiiiiiiiiii e eeeeeeeie e e e 46
Figura 10- Potencial Zeta (PZ) da solucdo de nanoparticulas NP-1, NP-2, NP-3 e
NP-4, 1€SPECHVAMENTE .. ..t ieeeeeiee e et e e e e et e e e e e e e e eeessaaa e e eeeeeeeenenes 47
Figura 11- Solucéo de nanoparticulas de Silicium P® .........ccccceeiviiiieeeiiiieeee e 48
Figura 12- NP-4, obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo de um polimero pré-

(0] 1= Lo [0 TSRS 49
Figura 13- NP-4, obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo de um polimero pré-
L0112V [0 TR PP 49
Figura 14- tamanho das nanoapraticulas obtidas por nanoprecipitacdo de um
polimero pré-formado. Imagem obtida no microscopio eletrénico de varredura com
emissédo de campo (FEG). Tamanhos: 128,5; 146,07; 114,66; 114,68; 157,15;

1024 010 T o PRSPPI 50
Figura 15- Espectros FTIR do polimero PCL, Silicium P®, NP-5 e NP-4,

FESPECTIVAIMEINTE. ... it 51
Figura 16- Difratograma de Raio X da PCL, NP-5 e NP-4, respectivamente ........... 53
Figura 17- Scan da amostra de Silicium P®...........oooiiiiiiiiiceee e 57

Figura 18- Representacédo gréafica da curva analitica padréo para determinacéo do

Silicium P® obtida por espectrofotometria UV-Vis (222 nm), em metanol ................. 58
Figura 19- Espectro de absor¢cdo do UV-VIS das NP-5..........cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinne 60
Figura 20- Espectro de absor¢cdo do UV-Vis das NP-4 ...........ccccccuviiviiiniininninininnnne 61



Figura 21- Porcentagem de permeacao cutanea das NP-4 em pele humana.......... 63

Figura 22- Microplaca apés a colorac@o com TCC 3%. ......uceeveeeeeieieiiiiiiiieeeeeeeeeennnns 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Composicdo das nanocapsulas poliméricas contendo Silicium P®........... 39
Tabela 2- Diametro médio (DM), indice de Polidisperséo (IPD), Potencial Zeta (PZ)
e pH das solucdes NP-1, NP-2, NP-3, NP-4 e NP-5. ......cccccoovviiiiiiiiiiiiinn, 45

Tabela 3- Estudo de estabilidade do diametro médio (DM) ,nanémetros, da solugéo
de nanoparticulas armazenada em geladeira, ambiente protegido da luz e
LS L0 2= = TR A O (N = T 55
Tabela 4- Estudo de estabilidade do indice de polidisperséo (IPD) da solucéo de
nanoparticulas armazenadas em geladeira, ambiente e estufa a 37°C (NP-
. TR 55
Tabela 5- Estudo de estabilidade do potencial zeta (PZ) da solucdo de
nanoparticulas armazenadas em geladeira, ambiente protegido da luz e
EStUfA & 37°C (NP-4). oo 56
Tabela 6- Estudo de estabilidade do pH da solucdo de nanoparticulas armazenadas
em geladeira, ambiente protegido da luz e estufa a 37°C (NP-4)............... 56
Tabela 7- Valores experimentais obtidos de Repetibilidade e Precisdo intermediaria
para validacdo do método de quantificacao ..........ccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiie e, 59

Tabela 8- Porcentagem de permeacao das NP-4 em pele Humana......................... 63



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ATG Analise Termogravimétrica

CBM Concentragdo Bactericida Minima

CMI Concentracgdao Inibitoria Minima

Ccv Coeficiente de Variacao

DCM Diclorometano

DP Desvio Padrao

E.E Eficiéncia de Encapsulacao

FDA Food and Drug Adminitration

FEG Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo
ICH International Conference on Harmonization

IPD indice de Polidisperséo

IVTF Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Furrier
KBr Brometo de Potassio

kv Kilovolts

LD Limite de Deteccéao

LQ Limite de Quantificagéo

NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards

nm Nanbmetro

NP-1 Solucdo de Nanoparticulas 1

NP-2 Solucdo de Nanoparticulas 2

NP-3 Solucdo de Nanoparticulas 3

NP-4 Solugéo de Nanoparticulas 4



NP-5

NPs

PCL

PLA

PLGA

PZ

Si

Tf

™

TTC

uv

UV-VIS

VDC

Solucao de Nanoparticulas inertes
Nanoparticulas
Poli(e-caprolactona)
Poli (4cido lactico)
Poli (acido lactico-co-acido glicélico)
Potencial Zeta
Coeficiente de Correlacao
Slope
Silicio
Temperatura de Fusao
Tamanho Médio
Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazélio
Radiacdo Ultravioleta
Espectrofotometria na Regido do Ultravioleta-Visivel

Vertical Diffusion Cell



LISTA DE SIMBOLOS
angstrom
Teta

Comprimento de Onda



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt anas 17
2 REVISAO DA LITERATURA .....ooiiieie ettt 19
2.0 Pl ettt sttt ettt nnnens 19
2.2 SIICIO OFQANICO ettt bbbttt sennas 23
2.3 Nanotecnologia FarmMaCULICA .........cccceeueueveueveiceeicceeeeeee e 27
2.4 Polimeros BiodegratdAVeis ...t 30
2.5  POli(E-CAPIOlACIONEA) .c.oiieiiii e 30
2.6 Permeacdo in vitro de produtos tranSAermiCos .........ccocceevverieneresseeeenen, 31
3 OBUIETIVOS .. 34
3.1 ODJELIVO GEIAI ..ottt 34
3.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS ..ot 34
4  MATERIAL E METODOS .......oiiiieiee ettt ettt ats e eeeane e 35
4.1 EQUIPAMENTOS ..ottt 35
4.2 REAQgENTIES € SOIVENTES ... 36
4.3 Procedimentos eXPerimentaisS ... 37
4.3.1 Delineamento experimental ..........cccccvvviiiiiiiiiiiii e 37
4.3.2 Método para obtencao de nanoparticulas de Silicio organico ..........ccccc......... 38

4.4  Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanoparticulas de

SHHCTUM PP oot 39
4.4.1 Determinacao dO PH ... 39
4.4.2 Determinacédo do potencial Zeta e diametro médio ..........cccceeveeeeviviiiiiiiieieeeennn. 39

4.4.3 Analise por microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo

4.4.5 Avaliagéo por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(VLI T SRR 40

4.4.6 Analise estatistica do estudo de estabilidade das suspensdes de

NANOPAITICUIAS. ....eueeiiee e as 40

4.4.7 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para a quantificacéo do

Silicium P® presente nas suspensdes de nanoparticulas .............cccceeeeveeenee. 41



4.4.8 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacédo do Silicium P® nas suspensdes

de NANOPAITICUIAS .......ovvviiii e 42
4.4.9 Estudo da permeacédo cutanea das nanoparticulas contendo Silicium P®....... 42
4.4.10 Atividade antimiCrobDIaNa ...........uuuiiiiii i 43
4.4.11 Padronizag&o das suspensdes bacterianas ...........ccccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 43
4.4.12 Determinacado da concentracao Inibitdria Minima (CMI)..........ccccceeeiiiiiinnnnee. 43
4.4.13 Determinacdo da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) ...........c.occuuueeee. 44
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ot 45
5.1 Obtencéo e caracterizacdo das nanoparticulas de Silicium P®................... 45
5.2 Andlises morfologicas e de SUPErfiCi.....coiiiieiieeeseeee e 48
5.3 Avaliacéo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)............ 50
5.4  DIfrag80 d€ RAIOS X..c.ooiiiiririiiteieeisrcee ettt 52
5.5 Estudo da estabilidade das suspensdes de nanoparticulas de

SHHCIUM P&t et 53
5.6 Determinacao do comprimento de onda (A) de maxima absorgao do

SHHCTUM PP et sanes 56
5.7 Eficiéncia de ENCAPSUIAGED ..o 57
5.8 Validacdo do método analitico para quantificacdo do Silicium P®

presente Nas NANOPArtICUIAS .....c.ccucucuiiiiiec e 57
5.9  LINEATNAAUE ..ottt 57

5.9.1 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo do Silicium P® nas

suspensdes de NANOPATtICUIAS ..........eiiiiieai i 61
5.10 Estudo da permeacéo cutanea das nanoparticulas de Silicium P®............ 62
5.11 Avaliacédo da atividade antimicrobiana.........cccccccceveeeevieieiesicseeeeeeee e 64
B CONCLUSAO. ..ottt ettt 66

REFERENCIAS ... oottt 67



17

INTRODUCAO

A pele € um importante componente da beleza exterior, sendo foco de muitos
procedimentos cirdrgicos e nédo-cirargicos. Podem ocorrer alteragdes cutaneas
associadas ao envelhecimento intrinseco ou extrinseco, como rugas, flacidez e
alteragcbes na pigmentacdo, isso faz com que as pessoas busquem por
procedimentos cosmeéticos para melhorar a aparéncia da sua pele (KHAVKIN;
ELLIS, 2011).

As rugas sao sinais expressivos do envelhecimento cutdneo, podem
apresentar consequéncias dos fatores extrinsecos e/ou intrinsecos como também
dos movimentos faciais repetitivos gerados pela contragdo da musculatura da face
(BUCK; ALAM; KIM, 2009). Com o envelhecimento o musculo tona-se
hipertrofiado e adquire uma tonicidade aumentada, fazendo assim com que as
rugas permanegam aparentes, mesmo sem esse estar contraido, ao longo do
tempo a pele torna-se flacida e as rugas tonam-se marcas profundas
(BATISTELA; CHORILLI; LEONARDI, 2007).

As mudancas ao longo dos anos na pele podem ser quantitativas e
qualitativas, gerando uma diminuicdo das proteinas da derme, assim como uma
reducdo da acdo dos fibroblastos. Consequentemente havera diminuicdo no
colageno tipo |, assim como também podem ocorrer mudancas na morfologia e
na quantidade de fibras elasticas (ZOUBOULIS; MAKRANTONAKI, 2011).

Um dos componentes mais importantes da pele € o colageno tipo I. Ele é
responsavel por propriedades fisicas e bioldgicas dos tecidos, como rigidez,
estabilidade e garante a integridade estrutural desses (VERHAEGEN et al., 2012).
Pensando na melhoria da aparéncia da pele estudos estdo sendo realizados in
Vivo e in vitro, onde esta sendo inserido o silicio organico na dieta (LI et al., 2010).
Esses estudos demonstram o benéfico para a salde dos 0ssos assim como
também na sintese de colageno tipo | (REFFITT, D. M. et al., 2003).

Diante da importancia do silicio organico na producdo de colageno, novas
formas farmacéuticas estdo sendo pensadas para a administragdo desse
componente, uma vez que ele é pouco absorvido quando ingerido em forma de
capsulas ou mesmo pela alimentacdo (UTHUS et. al.,1996). Dentre essas

destacam-se as nanoparticulas poliméricas.
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A nanotecnologia esta sendo aplicada na area farmacéutica com o intuito
de aumentar a biodisponibilidade do farmaco, controlar a liberacao no sitio de
acdo especifico, diminuir a toxicidade local, proteger a molécula de fatores
extrinsecos e/ou intrinsecos ligados a cinética do organismo e também facilita a
administracdo de medicamentos de forma néo invasiva (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Desta forma esse trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e

caracterizacdo de nanoparticulas poliméricas de Silicium P®,
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Pele

A pele é formada por diferentes camadas, onde estdo localizados seus
apéndices. Ela funciona como uma barreira fisica contra o meio externo, impedindo a
penetracdo de micro-organismos e substancias toxicas para 0 nosso organismo,
também mantém a temperatura e homeostase dos fluidos e eletrolitos (NICHOLS e
KATIYAR, 2010; ZOUBOULIS e MAKRANTONAKI, 2011).

A pele é formada por trés camadas: epiderme, derme e o tecido subcutaneo. A
epiderme é a camada superficial da pele, depende da derme para sua nutricdo, pois
€ avascular. Ela é constituida por queratinocitos, melandcitos, células de Merkel e de
Langerhans. Os anexos (unhas, pélos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas)
também tem origem nessa camada. (RITTIE e FISHER, 2015).

Existem trés vias principais de penetracao de substancias através da epiderme:
intracelular, intercelular e folicular. A penetracdo pela via intercelular se da pelas
lamelas lipidicas onde se encontram os cornedcitos. Na via folicular a penetracédo
ocorre através do foliculo piloso, onde estdo associadas glandulas sebaceas. E pela
via intracelular, a penetracdo ocorre pelos cornedcitos que estdo preenchidos com
gueratina e lamelas lipidicas composta por ceramidas, colesterol e acidos graxos
livres (JEPPS et al., 2013; MICHINIAK-KOHN et al., 2005) como mostrado na Figura
1.

A hipoderme é a ultima camada da pele, nela encontram-se as células de
gordura, ela é responsavel por manter a temperatura do corpo (KHAVKIN; ELLIS,
2011).



20

Figura 1- Esquema de penetragdo de substancias pela via cutanea
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Fonte: Adaptado de BOLZINGER et al., 2012.

A derme é a camada intermediaria, formada pela matriz extracelular, fibras de
colageno, fibras elasticas, vasos sanguineos, terminacdes nervosas, fibronectina,
glicosaminoglicanos e proteoglicanos (HUANG et al., 2008). O colageno € a proteina
mais abundante da matriz extracelular. At¢é o momento s&o conhecidos
aproximadamente 27 (I ao XXVII) tipos diferentes, onde séo codificados por 41 genes
presentes em 14 cromossomos (KHAN et al., 2011). E uma glicoproteina insolGvel,
devido a grande concentracdo de aminoacidos hidrofobicos, formado por um longo
filamento proteico, onde as trés cadeias polipeptidicas a, alinhadas em paralelo,
encontram-se enroladas umas as outras, formando a conformacédo de tripla hélice,
responsavel pela resisténcia dos tecidos. Seus principais aminoacidos sao glicina,
prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina. A estrutura do colageno é
estabilizada por ligagdes de hidrogénio e intermoleculares (PIEZ, 1982).

A formacéo do colageno tipo | ocorre principalmente durante o desenvolvimento
do tecido embrionério, onde é sintetizado pelos fibroblastos na sua forma precursora
soluvel (CANTY, KADLER, 2005). O pro-colageno esta acompanhado por duas
cadeias globulares de peptideos, essas possuem nitrogénio (-N) e carbono (-C)
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terminais. Ele é formado dentro do aparelho de Golgi e secretado na matriz
extracelular. As duas extremidades do procolageno séo clivadas por enzimas
iniciando assim a formacgéo do colageno. A partir dessa quebra ocorre a formacao de
moléculas de protocolageno, seguida por uma unido dessas moléculas, onde séo

estabilizadas por interacdes hidrofébicas e eletrostaticas (DAMODARAN et al., 2010).

As ligacOes cruzadas covalentes intermoleculares das cadeias sdo formadas
por ligagbes peptidicas. Essas ligagbes cruzadas garantem estabilidade e forga
tensora a estrutura supramolecular. As ligacdes das cadeias de tropocolageno séo
realizadas por quatro residuos chaves: dois residuos de lisina ou hidroxilisina,
contendo o N-terminal e dois contendo o C-terminal, formando entdo as fibrilas de
coldgeno (DAMODARAN et al., 2010).

O colageno apresenta uma grande resisténcia mecanica, essa é aumentada
pelo enrolamento helicoidal. As fibras de colageno sédo formadas por um conjunto de
fibrilas organizadas em feixes (LEHNINGER, 1995).

As fibras elasticas, também presentes na matriz extracelular, formam uma rede
e essa é responsavel pela elasticidade da pele normal. Os proteoglicanos e os
glicosaminoglicanos garantem a hidratacéo da pele, devido a capacidade de se ligar
ao acido hialurénico (UITTO e BERNSTEIN, 1998).

Alteracfes cutaneas associadas ao envelhecimento intrinseco ou extrinseco,
como rugas, flacidez e alteragcbes na pigmentacdo, fazem com que as pessoas
busquem por procedimentos cosméticos para melhorar a aparéncia da sua pele.
(KHAVKIN; ELLIS, 2011). O surgimento de uma pele com uma superficie aspera, com
rugas finas e grosseiras é causada por uma acentuada diminuicdo do colageno,
glicosaminoglicanos e proteoglicanos combinada com uma degeneragédo das fibras
elasticas (TRAUTINGER, 2001)

Algumas mudancas podem ocorrer nas células alterando os componentes da
matriz extracelular da derme e assim gerando o envelhecimento cutaneo, levando a
perda da funcédo do tecido, modificacdes da pele e diminuicdo da capacidade de
reparar danos (TIGGES et al., 2014; ARAUJO, 2015).
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O envelhecimento cutaneo intrinseco esta relacionado com mudancas
fisiolégicas. Nas mulheres comeca a ficar mais intenso apdés a menopausa, mas
também tem relacdo a fatores genéticos. Ocorre uma progressiva deterioracdo da
funcdo tecidual e uma diminuicdo da proliferacdo das células da pele, devido ao
aumento de enzimas que possuem a capacidade de degradar a matriz extracelular na
derme (JENKINS, 2002; MINE et al., 2008; ZOUBOULIS e MAKRANTONAKI, 2011;
RAUT et al., 2012).

O envelhecimento cutdneo extrinseco esta relacionado a alguns cuidados,
como uso de protetores solares e cremes, assim como a qualidade de vida dela,
tabagismo, consumo excessivo de alcool e alimentacdo. A exposi¢ao solar, sem 0s
devidos cuidados, é o principal fator do envelhecimento extrinseco
(fotoenvelhecimento). No envelhecimento da pele ocorre uma diminui¢céo na resposta
dos queratinocitos e fibroblastos, gerando assim uma diminuicdo da producdo de
colageno e consequentemente ocorrendo uma diminuicdo na elasticidade da pele
(GILCHREST, 1996).

Como mostrado na Figura 2 no envelhecimento intrinseco pode-se observar
rugas finas, flacidez, ressecamento, epiderme e a derme menos espessas, diminuicao
dos fibroblastos e consequentemente diminuicdo do colageno e elastina e atrofia da
matriz extracelular (GILCHREST, 1996; ZOUBOULIS E MAKRANTONAKI, 2011). Ja
as caracteristicas da pele fotoenvelhecida sdo: manchas, rugas finas, pele ressecada
e aspera, aumento na degradacdo do colageno, perda da funcdo dos
glicosaminoglicanos e proteoglicanos, apoptose dos queratindcitos (ZOUBOULIS e
MAKRANTONAKI, 2011).
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Figura 2- Caracteristicas da pele jovem, da pele envelhecida intrinsecamente e extrinsecamente
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Na pele jovem as fibras de colagenos encontram-se organizadas e em grande
guantidade. Na pele envelhecida as fibras de colagenos estdo desorganizadas e em
uma menor quantidade, devido sua degradagéo e menor producédo (NAYLOR et al.,
2011).

A degradacao dos componentes da matriz extracelular € o que mais contribui
para o envelhecimento cutaneo. Com essa problemética diversos estudos realizados
in vivo e in vitro, demonstram que a insercao do silicio organico Si(OH)4 na dieta é

benéfico para o aumento da sintese de colageno tipo I.
2.2 Silicio organico

O silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante na terra e representa um
dos principais oligoelemento do corpo humano. Si é encontrado em células de
crescimento rapido como as dos cabelos, unhas, ossos e nas células da pele
(RODELLA,.et al; 2014). Ele esta presente em 1-10 partes por milhdo de unhas e
cabelos (NASHASHIBI, 1977; SECRET et al., 2013).

Estudos realizados em ratos por Uthus et. al (1996) demonstraram que a
quantidade biodisponivel de silicio necessaria diariamente para adultos é de 2 a 5 mg,
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no entanto ele afirma que essa quantidade ndo é conseguida apenas com a
alimentacdo, pois ele encontra-se nos alimentos na forma de silicatos ou silicas, que
sao pouco absorvidas. Estudos relatam que pessoas ocidentais como Chineses e
Indianos consomem uma maior concentracdo de Si diariamente, devido ao grande
consumo de plantas (JUGDAOHSINGH, 2007). Os alimentos com maior concentracao
de silicio sédo os grdos como de aveia, cevada, farinha de trigo e algumas fracGes de
arroz (ROBBERECHT et al, 2009), ele também estd presente na agua potavel
(BELLIA, et al., 1994; LI; ZHAOPING et al., 2010).

Carlisle afirmou em 1978 que as modificacdes dos tecidos conjuntivos sao
importantes com a idade. A Figura 3 mostra o envelhecimento cronoldgico da pele e
a perda de seus constituintes assim como decréscimo da concentragdo de Si com o

aumento da idade.

Foi realizado um estudo por Calomme e Berghe (1997), que investigaram o
efeito da suplementacéo de bezerros com acido ortosilicico. A concentracdo utilizada
foi de 0,6 mg Si/kg de peso corporal/dia, adicionada na 4gua potavel durante 23
semanas. Ao final do estudou evidenciou-se um aumento significativo do coladgeno da
derme assim como nas cartilagens (LI et al., 2010). Uma pesquisa realizada por Reffitt
e colaboradores (2003) em células, confirmou que o acido ortosilicico (tipo de silicio
organico) estimula a sintese de colageno tipo | na pele e aumenta a diferenciacéo
osteoblastica. O rejuvenescimento é favorecido pelo aumento do consumo de
alimentos ricos em silicio (MACDONALD et al., 2012). A privacdo de Si na dieta em
animais em crescimento mostrou uma diminuicdo no crescimento dos tecidos 6sseos

e conjuntivo, 0s quais também apresentaram defeitos (BELLIA et al.,1994).
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Figura 3- Envelhecimento cronolégico da pele e a perda de seus constituintes. Decréscimo da
quantidade de Si com o envelhecimento
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Fonte: Revista BIOTEC, Silicium P®, 2017.

O colageno da derme diminui 1% ao ano, apos os 21 anos, diminuindo entéo a
espessura e elasticidade da pele. Apds a menopausa essa diminui¢ao é intensificada,
causando alteracdes ainda maiores, com perda de aproximadamente 30% do
colageno nos primeiros 5 anos e um declinio de 0,55% da elasticidade da pele
(BRINCAT et al, 1987; NICHOLS e KATIYAR.,2010; ZOUBOULIS e
MAKRANTONAKI., 2011), por isso a grande importancia da reposicao de Si.

Estéo disponiveis no mercado alguns suplementos, via oral, a base de silicio
organico estabilizados com a colina, esses sdo capazes de aumentar a sintese de

colageno, elastina, queratina e estabilizar os glicosaminoglicanos (BAREL, 2005).

Barel e colaboradores (2005) avaliaram o efeito da ingestdo de Si(OH)a,
estabilizado com a colina, na pele, unhas e cabelos de 48 mulheres (entre 18 e 65
anos), com caracteristicas de fotoenvelhecimento, por 36 semanas. Esse estudo foi
realizado concomitantemente com mulheres recebendo placebo. Apés 20 semanas
de tratamento observaram uma diminuicdo em 19% na profundidade das rugas,
também houve uma melhora de 89% da elasticidade da pele, quando comparado ao

grupo que recebeu o placebo. Nos cabelos eles notaram um aumento na elasticidade
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capilar e uma maior resisténcia assim como nas unhas que ficaram menos

qguebradicas.

Refitt e colaboradores (2003) afirma a importancia do silicio para regular o
metabolismo de varios tecidos, como o0s dos 0ssos, cartilagens e tecido conjuntivo.
Sendo uma de suas principais funcdes a sintese de colageno tipo | e atividade da

enzima prolina hidroxilase.

O Monometilsilanotriol (Silicium P®) também é um tipo de silicio organico, esse
€ usado topicamente, ele é responsavel por repor o silicio perdido com o passar dos
anos. Ele participa na formacdo e estabilizacdo da derme, cria ligacbes com as
macromoléculas como as glicosaminaglicanas, proteoglicanas e as glicoproteinas

estruturais (Figura 4).

Figura 4- Ligag8es do Silicio organico com as estruturas da derme
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Fonte: Revista BIOTEC, literatura Silicium P®, 2017.

O Silicium P® é formado por um metil e trés hidroxilas, onde essas hidroxilas

podem ligar-se a radicais, como mostrado na Figura 5.
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Figura 5- Estrutura quimica do Silicium P®.
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Fonte: Revista Biotec, literatura Silicium P®, 2017.

Um estudo in vitro foi realizado para comprovar a sua eficacia na protecao do
envelhecimento da pele e dos cabelos. Foram aplicados 25 pg.cm de Silicium P® na
membrana da pele e quantificado em uma cultura prépria. Apés 16 horas 90% do
silicio ja havia difundido através da membrana da pele (Revista Biotec, literatura
Silicium P®, 2017). Além de estimular a sintese de colageno ele também possui acédo
anti-inflamatéria (LANSDOWN et al., 2007).

A presenca de hidroxilas na molécula do monometilsilanotriol garante a
hidratacdo da epiderme, uma vez que as moléculas de agua ficam ao redor do silicio
(BOMMELAER et al., 1993).

2.3 Nanotecnologia Farmacéutica

A nanotecnologia é uma area promissora no desenvolvimento de sistemas de
transporte de farmacos, otimizando as propriedades fisicas, quimicas e biologicas
desses, como a velocidade de liberacdo e aumento da biodisponibilidade do farmaco
e assim substituindo as formas convencionais dos medicamentos (MOGHIMI et al.,
(2005). Segundo Sakata et al. (2007), a nanotecnologia é a area envolvida no
desenvolvimento e caracterizacdo de sistemas terapéuticos na escala nanométrica e

micrométrica, sendo seus componentes de origem inorganica ou organica. Michael
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Faraday em 1857 descreveu pela primeira vez algumas propriedades de
nanoparticulas (NPs). No inicio do século XX, Paul Ehrlich prop6s o conceito de Bala
Magica, onde era uma nanoparticula contendo um farmaco, o qual atravessava varias
barreiras fisiologicas e celulares. No século XXI foram desenvolvidas nanoparticulas
vetorizadas, com o intuito de direcionar o farmaco para um determinado tecido ou
célula, minimizando os efeitos citotoxicos de seus componentes (HENRIQUE, et al.,
2006).

Nos ultimos anos as nanoparticulas poliméricas biodegradaveis se tornaram
muito importantes na area da pesquisa, visto que essas possuem um potencial
sistema de liberacdo de farmacos (hidrofilicos ou lipofilicos), conseguem atingir
orgdos e tecidos especificos e atuam como carreadores de principios ativos
(SOPPIMATH et al., 2001; HANS & LOWMAN, 2002).

Nanoparticulas séo sistemas coloidais que variam de 100 a 1000 nanémetros,
essas sao responsaveis pela liberacdo controlada e prolongada do farmaco que esta
em seu interior (NAGPAL; SINGH; MISHRA, 2010). Os principais objetivos para o uso
desse sistema sao transporte eficiente do principio ativo, liberacdo controlada,
biocompatibilidade, biodistribuicdo, diminuicdo da toxicidade local, encapsulamento
de vérios tipos de moléculas e ultrapassagem de barreiras da pele como o estrato
céorneo (MOHANRAJ, et al., 2006). No entanto, algumas limitacbes também sédo
destacadas como, dificil desenvolvimento e a dificuldade na incorporacéao do farmaco
(MOHANRAJ, et al., 2006; RAWAT, et al., 2006).

Van Vlerken e colaboradores, (2007) estudaram a importancia da escolha
adequada do sistema polimérico para a formacdo das nanoparticulas e o
encapsulamento do famaco, uma vez que ele serd responsavel pela melhoria da
biodisponibilidade, eficiéncia de encapsulacéo, pelo tempo de retencdo desse nas

nanoparticulas, penetracdo no estrato corneo e pela biodegradabilidade.

As NPs podem ser divididas em duas classes, nanocapsulas e nanoesferas,
onde suas principais diferencas encontram-se na composi¢cdo e nha organizacao
estrutural, como mostrado na Figura 6. As nanocapsulas possuem uma parede
polimérica onde o farmaco pode estar aderido a ela ou pode estar presente no seu
interior. Em contrapartida as nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica

macica onde o farmaco pode encontrar-se retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al.,
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2003). Quando o farmaco se encontra apenas retido na nanoparticula ocorrera uma
liberacdo mais rapida, no entanto vetorizada e se estiver no seu interior a liberacéo

sera mais prolongada.

Figura 6- Representacdo esquematica da organizacéo de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede g T ODCB . _— Matriz
" 0 0 G 83 L
polimérica Y} A CB A0 0o polmerica
00 i 0 O
f 0 L CB 83
Nideo—p 5 o4 % CBB o *
oleoso ., o ) e . %
~ a) b) c) g

Farmaco Farmaco

Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK et al., 2003.

Algumas caracteristicas das nanoparticulas devem ser controladas para que o
local de acdo do farmaco seja atingido, como o tamanho, as propriedades da
superficie e de liberacdo (obtida através do polimero) (MOHANRAJ; CHEN, 2006).
Para a reducdo do tamanho podem ser usados tensoativos (ZHANG et al., 2011). A
superficie das NPs pode ser modificada, para assim ajudar a penetracdo e a
biocompatibilidade, uma vez que polimeros catibnicos sdo mais mucoadesivos e nao-
ibnicos sdo mais biocompativeis. Também podem ser usados tensoativos com a
finalidade de diminuir a tensdo superficial entre as particulas e as células, permitindo
maior contato entre elas (KREUTER, 1997).

As nanoparticulas podem ser obtidas por varios métodos, como por dispersao
de um polimero pré-formado (nanoprecipitacdo), evaporacdo do solvente,
emulsificacdo espontanea/difusdo do solvente, polimerizacdo, entre outros
(MUNDARGI, 2008). A nanoprecipitagdo € uma técnica simples, onde para a formacgéo
das nanoparticulas necessitam de duas fases uma organica composta por solvente
(metanol, etanol, acetona, hexano, cloreto de metileno ou dioxano), um polimero
(sintético, semi-sintético ou natural) e o principio ativo. Também é composta por uma
fase aquosa onde estao presentes os tensoativos (FESSI et al.,1989). A suspensao

de nanoparticulas € formada quando a fase organica € adicionada na fase aquosa
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com agitacdo lenta. Segundo Lince e colaboradores, 2008, as caracteristicas das NPs

dependem da natureza e concentracdo dos seus componentes.

Segundo Fessi (1989) a técnica de nanoprecipitacdo é um dos que apresentam
melhores resultados em relacdo a eficiéncia de encapsulacdo (E.E), conseguindo

valores acima de 80%.

2.4 Polimeros Biodegradaveis

Algumas nanoparticulas sdo desenvolvidas utilizando polimeros, onde esses
podem ser sintéticos biodegradaveis ou naturais. Os polimeros biodegradaveis sao os
mais utilizados devido ao baixo custo quando comparados aos naturais, 0S mais
utilizados sao: poli(e-caprolactona) (PCL), poli (acido lactico) (PLA), copolimero poli
(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA) e os poliacrilatos. Todos os polimeros citados
sao aprovados pela Food and Drug Adminitration (FDA) — Agéncia Vigilancia Sanitaria
Americana (HOLLAND et al., 1986; SOARES et al., 2005).

Segundo Saltzman (2001) os polimeros biodegradaveis sofrem degradacédo
quimica in vivo, por hidrélise ou acdo enzimatica. Os produtos originados ndo sao
toxicos e sdo biocompativeis, sendo degradados in vivo. Essa degradacdo pode
ocorrer por acdo de enzimas, microrganismos, células ou também podem ser
metabolizados pelas vias fisiolégicas do organismo e séo totalmente eliminados pelo

metabolismo corporeo.

A permeabilidade em tecidos, durabilidade e degradabilidade dos polimeros
sdo influenciadas pelas propriedades de superficie como a homogeneidade, energia
de superficie e hidrofilia. O mecanismo de liberacdo do principio ativo do interior do
polimero € influenciado por sua massa molar, adesividade e solubilidade (PILLAI,
PANCHAGNULA, 2001). Os farmacos quando estdo encapsulados com esses
polimeros nao ficam prontamente disponiveis para o organismo, pois o polimero

necessita ser degradado, por isso essa capacidade de fazer uma liberagéo controlada.

2.5 Poli(e-caprolactona)

Dentre os polimeros biodegradaveis e sintéticos se destaca a poli(e-

caprolactona), sendo um poliéster alifatico semicristalino, grau de cristalinidade de
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50%, possui carater hidrofébico, € sintetizado por meio de polimerizac&o por abertura
do anel e-prolactona (NAIR e LAURENCIN, 2007).

A PCL é um polimero biocompétivel, ou seja, é degradado em forma de
mondmeros que sdo eliminados do organismo por vias metabdlicas normais in vivo e
nao é toxico (CHAWLA e AMIJI, 2002; ALEXIS et al., 2008). A degradacao é lenta e
ocorre por hidrolise, devido as ligacdes hidroliticamente labeis (NAIR e LAURENCIN,
2007). A biodegradacgéo lenta é atribuida a hidrofobicidade e a cristalinidade, pois
quando o polimero é cristalino e de baixo peso molecular ele sofre degradacao
intracelular WOODRUFF, HUTMACHER, 2010).

Alguns empecilhos podem ser encontrados em seu uso, como sua baixa
temperatura de fusdo (Tf= 60 °C), gerando problemas no desenvolvimento das
nanoparticulas, uma vez que 0s principios ativos devem ser solubilizados nessa
temperatura ou inferior (ALEXIS et al., 2008).

Dash e Konkimalla, 2012, relatam uma grande versatilidade da PCL, pois as
propriedades mecanicas, fisicas e quimicas podem ser modificadas facilmente além

de apresentarem boa compatibilidade com polimeros naturais e sintéticos.

2.6 Permeacdao in vitro de produtos transdérmicos

Pesquisas sobre permeacao transdérmica de farmacos sao realizadas desde a
década de 50. No entanto s6 em 1979 que o termo foi aprovado pela Food and Drug
Administration. Com o0 objetivo de atingir a circulacdo sanguinea, 0s sistemas

transdérmicos auxiliam a passagem de farmacos através da pele (ALLEN et al., 2007).

A permeacdo transdérmica de farmacos demonstra algumas vantagens
terapéuticas frente aos farmacos de administracéo oral ou parenteral (KEMKEN et al.,
1991). ALLEN e ANSEL (2013) citam essas vantagens, como:

e Preserva o farmaco frente a pH gastrointestinal, atividade das enzimas,
interagcdes com outros medicamentos, com comidas e bebidas;

e Facilidade de administracéo, principalmente em pessoas acamadas, criancas,
idosos ou em caso de vomito e diarreia;

e Na&o ocorre o efeito de primeira passagem, impedindo a inativacdo do farmaco

pelas enzimas hepéticas e digestivas;
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e Aumento da absorcao do principio ativo;
e Diminuicdo no numero de doses por dia, devido a liberacdo controlada e

prolongada;

Marcolongo (2003) relata a importancia do teste de permeacao in vitro de
farmacos, tanto para o desenvolvimento, permitindo ajustar a formulacao, quanto para
o controle de qualidade.

Alguns equipamentos podem ser usados para realizar os testes in vitro de
penetracdo de farmacos, sendo o mais utilizado a Vertical Diffusion Cell (VDC) de
Franz (SHAH et al.,1994). Essa é composta por seis células de vidro, onde séo
termoaquecidas, possuem uma cuba onde tera o meio receptor (na maioria das vezes
sdo usadas solucbes tampédo), agitador magnético, compartimento para a amostra,
entre o compartimento da amostra e o receptor fica a membrana, onde essa fica em
contato com a solucdo receptora, mimetizando assim as condi¢cdes in vivo como

demonstrado na Figura 7.

Figura 7- Célula de difusdo vertical proposta por Franz, 1975

Compartimento doador

Formulacio a ser testada " -

Membrana b
Coleta

Entrada e saida de agua \ N C—: / {

4+ Tlampaio

Circulacdo de agua ~*_

oy : S
.~ Agitador magnético
Fonte: Adaptada de Silva (2010).
A temperatura € controlada por um banho maria, no qual a agua aquecida

(32°C), circula através da jaqueta que envolve a camera receptora (SARTORELLI et
al., 2000). Varios estudos cientificos utilizam as células de Franz modificada para
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testar formulacdes transdérmicas como cosméticos, pesticidas e oftalmicas. Segundo
a FDA esse sistema € o ideal para controlar a qualidade de formulagBes trasndérmicas
(FDA,1997).

Algumas condicbes devem ser seguidas para que o estudo tenha validade
como o meio receptor deve ser adequado para que se tenha a condicdo sink, a
temperatura deve ser mantida em 32°C (£5), o meio receptor deve conter uma solugéo
tampdo com o pH fisioldgico. Os tempos de coletas devem ser no minimo 5 (SHAH
et. al., 1999). A membrana mais adequada para a realizacdo desse teste sdo peles
humanas oriundas de cirurgia plastica, entretanto a dificuldade de obtencdo e a
necessidade de submeter o experimento ao comité de ética torna seu uso limitado e
assim podem ser substituidas por membranas sintéticas (SCHMOOK et al., 2001,
RIGG, BARRY, 1990, BABY et al., 2008). Esses experimentos tém se tornado cada
vez mais importantes na area farmacéutica devido o controle na producdo de novas

formas farmacéuticas e também o controle na qualidade desses.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Obter e caracterizar nanoparticulas poliméricas contendo Silicio orgéanico,

avaliar a permeacao cutanea e sua atividade antimicrobiana.
3.2 Objetivos especificos

e Produzir nanoparticulas poliméricas contendo Silicium P®;

e Caracterizar as nanoparticulas poliméricas em relacdo ao diametro meédio,
indice de polidisperséao, potencial Zeta e pH;

e Realizar a caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas obtidas por meio de
analises morfolégicas e espectroscopicas;

¢ Investigar a estabilidade fisico-quimica das suspensfes de nanpoarticulas;

e Desenvolver e validar um método analitico por espectrofotometria de UV-VIS
para a quantificacédo do Silicium P®;

e Determinar a eficiéncia de encapsulacdo, por meio do método UV-VIS
desenvolvido;

e Proceder o estudo da permeacéo, ex vivo, do Sillicium P® em pele humana;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro das nanoparticulas contendo o

Silicium P®, contra cepas bacterianas gram-positivas e gram-negativas.



35

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

Agitador Magnético com Aquecimento (SOLAB®, modelo S-91, Sdo Paulo,
Brasil);

Analisador de Tamanho de Particula e Potencial Zeta (MALVERN®, Zetasizer
Nano modelo Zs90, Malvern, Reino Unido);

Analisador Térmico (PERKINELMER®, modelo STA 6000, Sdo Paulo, Brasil);
Balanca Analitica (SHIMADZU®, modelo UX420H, Sdo Paulo, Brasil);

Balanca Analitica de Precisdo (BIOPRECISA®, modelo FA2104N Celtac,
Parand, Brasil);

Bomba de agua submersa (SALO BETTER®, modelo 90, Sédo Paulo, Brasil);
Capela de Exaustdo (QUIMIS®, modelo 216-22, S&ao Paulo, Brasil);
Difratdbmetro de Raios X (RIGAKU®, modelo Ultima IV, Texas, Estados Unidos
da América);

Espectrofotdmetro UV-VIS (THERMO SCIENTIFIC®, modelo Genesys 10uv,
Madison, Washington);

Espectroscopio de Infravermelho com Transformada de Fourier (SHIMADZU®,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japéo);

Estufa Microbiolégica (QUIMIS®, modelo Q316M4, Sao Paulo, Brasil);
Evaporador rotativo (modelo 804- Fisaton, Sdo Paulo, Brasil);

Geladeira (ELECTROLUX®, modelo DF36A, Sdo Paulo, Brasil);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater);

Microplacas de cultura celular 96 pocos (SPL LIFE SCIENCES);

Microscopio Eletrénico de Varredura por Emissdo de Campo (TESCAN®, Mira
3, Brno, Republica Tcheca);

Placa de Agitacdo Magnética e Aquecimento (QUIMIS®, modelo Q261-22, Sdo
Paulo, Brasil);

Potencidometro Digital de Bancada (HANNA® Instrumments, modelo HI 21, Sdo
Paulo, Brasil);

Purificador de Agua Sistema Osmose Reversa (QUIMIS®, modelo Q842-210,

Sé&o Paulo, Brasil);



e Sistema de Difuséo ex vivo — Células de Franz do tipo vertical;
e Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI®, modelo Himac CR21GlI,
Japao).

4.2 Reagentes e solventes

Acetona P.A (VETEC — Quimica Fina);

Agar Mueller Hinton (MERCK);

Agua Purificada Milli-Q (MILLIPORE);

e Alcool metilico P.A (BIOTEC — reagentes analiticos);

e Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (SIGMA ALDRICH);
e Caldo B.H.I (OXOID Ltda.);

e Cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio P.A (TTC) (VETEC QUIMICA FINA);
e Cloreto de sodio 0.9% (ISOFRAMA);

e Diclorometano (Synth);

e Etanol P.A (VETEC Quimica Fina);

e Fosfato dissddico heptahidratado (Synth);

e Monofosfato de s6dio monohidratado (Synth);

e Monometilsilanotriol (Silicium P®) (BIOTEC);

e Poli(e-caprolactona) (PCL) (Mw 10 kDa, SIGMA-ALDRICH);

Polissorbato 80 (Tween 80®, NUCLEAR);
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Toquio,



4.3 Procedimentos experimentais

4.3.1 Delineamento experimental

Desenvolvimento de
nanoparticulas de Silicium P&

Validacdo do método para
quantificagéo do Silicium P®

A
[ )
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NP-4 & NP-5

Eficiéncia de Encapsulagéo do Porcentagem de permeagdo cutdnea
Silicium P® do Silicium P® encapsulado

Atividade

Antimicrobiana

Caracterizagdo
Fisico-Quimica
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4.3.2 Método para obtencdo de nanoparticulas de Silicio organico

A suspensdo das nanoparticulas foi obtida através do método de deposicao
interfacial de um polimero pré-formado, desenvolvido por Fessi et al., (1989), com
modificagées (Figura 8). O Monometilsilanotriol (Silicium P®) foi solubilizado em
metanol, e adicionado a solu¢cdo de PCL em acetona, constituindo, assim, a fase
organica. Em seguida essa fase foi gotejada, com o auxilio de uma bureta sobre a
fase aquosa, contendo uma solucdo de Tween 80®, previamente preparada. A
suspensao foi mantida a 40 °C sob agitacdo magnética por 10 minutos. A taxa de
gotejamento foi de 1mL.min?. Posteriormente, o solvente foi removido por
rotaevaporacado a pressao reduzida, a uma temperatura de 40 °C, até volume final de
20 mL, ajustando a concentragdo para 5 mg.mL™2.

Figura 8- Desenvolvimento das nanoparticulas

FASE ORGANICA
FASE AQUOSA

—

Fonte: o autor

Visando a obtencdo de nanoparticulas poliméricas com as caracteristicas
adequadas para atingir os objetivos propostos nesse trabalho (menor diametro médio,
potencial zeta proximo a 30 mV e indice de polidispersdo abaixo de 0,5), foram
testadas 4 formulacdes conforme Tabela 1. Foi, também, produzida uma

nanoparticula inerte (NP-5), sem a incorporacéo do Silicium P®.
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Tabela 1- Composicao das nanocapsulas poliméricas contendo Silicium P®.
Componentes Formulacdes

NP-1  NP-2 NP- 3 NP-4  NP-5

Fase Organica
Poli(e- 250 mg 250 mg 250 mg 250mg 250 mg

caprolactona)

Silicium P® 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg -
Acetona 27 mL 14 mL 22 mL 7 mL 7 mL
Metanol - 14 mL 5mL 7 mL 7 mL

Fase aguosa
Tween 80° 383 mg 383 mg 383 mg 383mg 383 mg

Agua milig 50mL 50mL 50 mL 20 mL 20 MI

Fonte: o autor (2017). NP-1 (Formulac&o 1 de nanoparticulas), NP-2 (Formula¢&o 2 de nanoparticulas),

NP-3 (Formulagéo 3 de nanoparticulas), NP-4 (Formulacdo 4 de nanoparticulas) e NP-5 (Formulacéo

5 de nanoparticulas inertes).
As suspensodes foram armazenadas em frascos ambar sob refrigeracéo.
4.4 Caracterizacao fisico-quimica das suspensfes de nanoparticulas de
Silicium P®
4.4.1 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada em potencibmetro digital (Hanna
Instruments), previamente calibrado com solu¢des tampéao pH 4,0 e 7,0, diretamente
nas suspensdes apos a preparacao e depois de 30, 60, 90 e 120 dias apds o preparo

das mesmas.

4.4.2 Determinacado do potencial Zeta e diametro médio

O diametro hidrodinamico das suspensdes de nanoparticulas de Silicium P®,

potencial zeta e indice de polidispersédo (IPD) foram analisados no equipamento
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Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments), por espalhamento de luz dinamica. As

suspensdes foram diluidas (1:100) em agua Mili-Q.

4.4.3 Anélise por microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo
(FEG)

A avaliacdo morfologica e de superficie das nanoparticulas foi realizada em
microscépio eletrénico de varredura com emissao de campo MYRAZ3, (Tescan). As
amostras foram metalizadas com ouro no equipamento SC7620 Mini Sputter Coater.
O registro das imagens foi realizado por meio da utilizagdo do software especifico.

4.4.4 Analise por difragdo de raios X

As nanoparticulas contendo o Silicium P®, foram examinadas em difratdmetro
de raios X Ultima IV (Rigaku), scan de 2° min— e 2 6 de 3° a 80°, radiacédo Ka de cobre
(I =1.5418 A), corrente de 30 mA e voltagem 40 kV, para a observacéo de possiveis
picos indicativos de cristalinidade, assim como o polimero de partida (PCL). As
suspensdes foram depositadas em um suporte de vidro e secas em estufa a 40°C até

a formac&o de um po para analise.

4.4.5 Avaliacdo por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (IVTF)

As nanoparticulas contendo o Silicium P® e as inertes, o polimero (PCL) e 0
Silicium P® foram analisados por espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier, em pastilha com KBr, no equipamento IR Prestige-21

(Shimadzu), 64 scans min~, resolucdo de 4 cm™.

4.4.6 Andlise estatistica do estudo de estabilidade das suspensdes de

nanoparticulas

A estabilidade do diametro médio de particula (DM), indice de polidispersao
(IPD), potencial zeta (PZ) e pH das nanoparticulas de Silicium P® foram analisadas
durante 0, 30, 60, 90 e 120 dias com armazenamento em geladeira, temperatura
ambiente e estufa (37°C). A significancia estatistica das diferencas foi calculada por

analise da Anova de duas vias, seguida de Bonferroni. Todos os tempos foram
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comparados com o tempo inicial (tempo 0). Os testes foram realizados usando o

programa GraphPad Prism verséao 7.00 (San Diego, CA).

4.4.7 Desenvolvimento e validacdo do método analitico para a quantificacdo do

Silicium P® presente nas suspensdes de nanoparticulas

O desenvolvimento do método analitico por espectrofotometria de UV-VIS foi
realizado com o objetivo de padronizar um método de quantificacéo do silicio organico

na suspensao de nanoparticulas.

Foi determinado o comprimento de onda (A) de maxima absorcdo do
Monometilsilanotriol (Silicium P®), por meio de uma varredura em espectrofotometro
Cary Win 50 UV (Agillent) em um intervalo de leitura de 190 a 1100 nm, utilizando-se

uma solucéo padréo do Silicium P® a 100 pg.mL? em metanol.

A curva analitica foi desenvolvida com 10 niveis de concentracdo (30; 20; 10;
0,8;0,5;0,2;0,1; 0,08; 0,05 e 0,03 pg.mL™*), todas essas em metanol.

O método foi validado estudando as seguintes figuras de mérito: linearidade,
seletividade, limite de detecc¢éo (LD), limite de quantificacédo (LQ) e precisédo, segundo
as normas da International Conference on Harmonization (ICH) (2005) e da RDC n°
166, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2017).

A linearidade foi determinada com base no célculo de regresséo linear
empregando minimos quadrados, a partir da construcdo de uma curva analitica
(absorbancia versus concentracéo) utilizando 10 solugdes-padrdo do Silicium P® em
metanol, essas foram analisadas em triplicatas. Com as absorbancias obtidas foi

possivel determinar a equacao da reta e o coeficiente de correlacéao (r).

A seletividade foi avaliada por comparacao dos espectros representativos das
nanoparticulas contendo o Silicium P® e de nanoparticulas inertes.

A andlise do LD e LQ foram baseados na curva analitica obtida para a
linearidade. Para sua determinacgao foram utilizados os valores da inclinagéo da curva
(slope) e o desvio padréao (DP) do intercepto com eixo y, de acordo com as equacoes
le?2
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LD =3,3x DP (1)
S
LD =10 x DP (2)
S

Onde: DP é o desvio padrdo médio do intercepto com o eixo y e S € a inclinacdo da

curva analitica ou slope.

4.4.8 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo do Silicium P® nas
suspensdes de nanoparticulas

A quantificacdo do Silicium P® encapsulado nas nanoparticulas foi realizado
pelo método indireto. As nanoparticulas foram submetidas a ultrafiltracdo usando um
dispositivo de centrifugacdo (Amicon® 10.000 Mw, Milipore) & 14. 000 rpm por 30
minutos. A concentracdo de Silicium P® ndo encapsulado ao sistema foi determinada
apos a analise do ultrafiltrado resultante do processo de ultracentrifugacdo da
formulac@o, onde uma aliquota foi diluida em metanol (1:100 v/v). A eficiéncia de
encapsulacdo (EE%), foi determinada a partir da equacéo 3.

EE% = M.Silicium P®-Inicial = M. Silicium P® livre x 100 (Equacéo 3)

M.Silicium P® inicial

4.4.9 Estudo da permeacédo cutanea das nanoparticulas contendo Silicium P®

Para o estudo da permeacgdo cutanea foi utilizada pele humana obtida de
abdominoplastia. A pele foi preparada previamente, retirando-se o tecido adiposo. As
regides que haviam manchas, cortes, estrias ou tatuagens foram excluidas. As

amostras preparadas foram acondicionadas a -18°C.

O estudo da permeacédo cutanea foi realizado em células de difusdo vertical,
onde a pele foi colocada entre o compartimento doador e o receptor. No
compartimento doador foram colocados 3 mL (5mg.mL?') da suspensdo de
nanoparticulas contendo o silicio organico, no compartimento receptor foram
colocados 12 mL da solugdo tampéo fosfato, pH 6,0, sob agitacdo constante,

garantindo assim a condigao “sink”.

Foram retiradas aliquotas de 2 mL na fase receptora nos tempos de 30 minutos,
1h, 1h e 30 min, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h, 9h, 10h, 11h, 12h, 24h e 48h. Apos a cada
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coleta foram repostos 2 mL da solucdo tampéao fosfato. Paralelamente foi conduzido
um teste, nas mesmas condi¢des, com a adicdo de tampao no compartimento doador.
O material coletado foi utilizado como branco a fim de evitar a interferéncia de
eventuais constituintes da pele nas leituras. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro Cary Win 50 UV (Agillent) em 222 nm, os quais foram solubilizados

em metanol (1:100 v/v). Esse estudo foi realizado em triplicatas.
4.4.10 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do Silicium P® e das nanoparticulas foi
realizada em modelo experimental de microdiluicdo em caldo conforme descrito pela
NCCLS (2003). Os microrganismos testados foram bactérias gram positivas (E.

faecalis, S. aureus) e gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis).
4.4.11 Padronizagao das suspensdes bacterianas

As suspens0des bacterianas usadas para o teste foram preparadas adicionando
algumas colbnias de microrganismos a solucéo de salina estéril, até atingir turvacéo
equivalente a 0,5 da escala McFarland (1,5 x 108 UFC mL). Para confirmacéo da
concentracéao foi realizada uma leitura em espectrofotometro BTS-330 (Byosystems)

em 590 nm.
4.4.12 Determinacdo da concentracgao Inibitéria Minima (CMI)

Este teste foi realizado pela técnica de microdiluicao, conforme proposto pela
NCCLS (2003). Foram utilizadas microplacas de 96 pocos. Os pocgos foram
preenchidos com 100uL de caldo infusdo de cérebro e coragdo (BHI) e 100 ug de
silicio puro e 100 pg de nanoparticulas contendo Silicium P® (5mg.mL™?) e 100 ug das
nanoparticulas inertes. Em cada poco foram adicionados 10 uL das suspensfes de
bactérias. As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Os testes
foram realizados em duplicatas. Apds o tempo de incubacgéo, foram adicionados 25
pL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) 3% a cada um dos pogos. No decorrer
de 30 minutos foi avaliada o desenvolvimento de cor nos pogos e, aqueles em que
houve inibicdo do crescimento bacteriano, permanecem incolores, enquanto 0Ss po¢os

nos quais houve crescimento microbiano coraram de vermelho.
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4.4.13 Determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

As amostras contidas nos pog¢os que néo apresentaram coloragao em presenca
do TCC 3%, foram semeadas em placas contendo &gar de Mueller Hinton e incubadas
a 37°C durante 24 h. A CMB foi determinada considerando-se a concentracdo do

altimo poco no qual ndo houve crescimento bacteriano.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencéo e caracterizacdo das nanoparticulas de Silicium P®

Foram obtidas nanoparticulas poliméricas contendo Silicium P® a partir das 5
formulagBes propostas. Os resultados de didametro médio (DM), indice de

polidispersao (IPD), potencial zeta (PZ) e pH estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Diametro médio (DM), indice de Polidispers&o (IPD), Potencial Zeta (PZ) e pH das solucbes
NP-1, NP-2, NP-3, NP-4 e NP-5.

Nanoparticulas DM (nm) IPD PZ (mV) pH
NP-1 924,4 + 3,3 0,508 £1,7 -493 + 2.3 560+1,1
NP-2 527,2+4,8 0,818+25 -25,3+2,6 528+1,9
NP-3 480,3+1,3 0,925+2,8 -153+19 517+14
NP-4 208,1+1,8 0,225+15 -31,5+1,7 5,61+1,2
NP-5 265,0+2,9 0,212+24 -29,3+ 3,6 525+31

Fonte: o autor (2017). NP-1 (solucdo de nanoparticulas 1), NP-2 (solucdo de nanoparticulas 2), NP-3
(solucdo de nanoparticulas 3), NP-4 (solu¢do de nanoparticulas 4) e NP-5 (solu¢do de nanoparticulas
inertes).

A formulacdo NP-4 apresentou os melhores resultados dentre as formulacdes
testadas com menor DM, menor IPD, maior PZ e pH proximo ao da pele.

O DM apresentado pela NP-4 foi de 208,1 nm com desvio padrdo de + 1,8,
resultado de grande interesse, uma vez que, particulas com tamanhos nanométricos
sdo capazes de penetrar as camadas da pele ou adentrar através do foliculo piloso,
liberando o farmaco encapsulado (SOARES et al, 2016). Esse tamanho reduzido
também pode ser devido ao efeito estabilizador do polimero ao redor das goticulas de
Silicium P® (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A Figura 9 apresenta o DM e IPD de algumas formulagbes testadas. As
formulagBes NP-1, NP-2 e NP-3 apresentaram diametro médio elevado. Isso pode ter
ocorrido devido a ndo solubilidade adequada do Silicium P®, especialmente no caso
da formulagéo NP-1, onde a presenca do metanol melhoraria a solubilidade. Santos

(2010) relata que a incorporacdo do farmaco pode levar a reducdo do didametro da
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nanoparticula, enquanto farmacos nao solaveis ficam aderidos a superficie do

polimero aumentando assim o tamanho.

Pode-se, ainda, perceber que o Silicium P® ndo interferiu no DM, IPD, PZ e pH
das particulas, visto que a solucdo de nanoparticulas inertes (NP-5) apresentou

parametros semelhantes a formulacdo NP-4, como demonstrado na Tabela 2.

As nanoparticulas NP-4 se mostraram monodispersas, com IPD de 0,225
(DP=1,5). Segundo Avadi et al (2010) o indice de polidisperséo pode variar de 0 a 1,
sendo que os valores préoximos a zero indicam uma solu¢cdo homogénea e valores

superiores a 0,5 indicam uma alta heterogeneidade.

Figura 9- Diametro médio (DM) e Indice de Polidispersédo (IPD) das formulagbes NP-1, NP-2, NP-3 e
NP-4, respectivamente.
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Fonte: o autor (2017).

O PZ reflete o potencial de superficie das particulas, esse é influenciado pelas
mudancas na interface com o meio dispersante (MOSQUEIRA et al.,, 2000;
SCHAFFAZICK et al., 2003), sendo um indicador de estabilidade das suspensoes.
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Neves et al (2013) relata que as solu¢des com PZ proximo a 1301 mV séo consideradas
estaveis ja aquelas com PZ proximo a 0 e 5 mV podem produzir mais facilmente o

fendmeno de floculacao.

Desta forma, pode-se considerar que as NP-4 tendem a ser mais estaveis, ja
que seu PZ foi de -31,5 (DP=1,7). Esse valor negativo provavelmente foi devido ao
grupamento carboxilico nas extremidades da cadeia polimérica da PCL (KIM, 2012).
A PCL apresenta carater anidnico deixando assim as nanoparticulas com carga
negativa (CALVO et al., 1997; SCHAFFAZICK et al., 2003; FLORES et al., 2011)
(Figura 10).

Figura 10- Potencial Zeta (PZ) da solucdo de nanoparticulas NP-1, NP-2, NP-3 e NP-4,
respectivamente
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Fonte: o autor (2017).
- .
O pH de todas as nanoparticulas obtidas apresentaram resultados

semelhantes, variando entre 5,17 e 5,61, com desvio padréo de 0,18, esse valor é
devido ao grupamento éster presente na PCL (LEONARDI et al., 2002). Considerando

esse resultado, todas as formulagbes apresentaram pH adequados a aplicacdo na
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pele, uma vez que esta apresenta pH levemente acido entre 4,6 a 5,8. Esse valor de

pH é importante porque ajuda na protecéo bactericida e fungicida.

Avaliando-se os resultados obtidos, pode se concluir que o método de
deposicao interfacial de um polimero pré-formado mostrou-se eficiente para o

encapsulamento do Silicium P® e que a formulagédo NP-4 foi a mais adequada.

As NP-4 apresentaram aspecto macroscopico homogéneo, leitoso e
opalescente, com reflexo azulado, esse efeito € conhecido como Tyndall, segundo
Schaffazick et al., (2002) esse reflexo se deve ao movimento Browniano das
particulas, onde as nanoparticulas se movimentam devido a forgas aleatérias sobre

elas, dando entéo essa coloragdo azulada (Figura 11).

Figura 11- Solugdo de nanoparticulas de Silicium P®

Fonte: o autor (2017).

5.2 Andlises morfoldgicas e de superficie

As NP-4 apresentaram formato esférico e superficie irregular como mostrado
nas Figuras 12 e 13. Isso condiz com estudos ja realizados anteriormente em
nanoparticulas de PCL, onde essas apresentaram superficie irregular
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

As imagens também confirmaram o tamanho das NP-4 obtidas, conforme a
Figura 14, os tamanhos verificados foram 128,5; 146,07; 114,66; 114,68; 157,15;
120,04 nm.



Figura 12- NP-4, obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo de um polimero pré-formado.

Fonte: o autor (2017)

Figura 13- NP-4, obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo de um polimero pré-formado

Fonte: o autor (2017).
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Figura 14- tamanho das nanoapraticulas obtidas por nanoprecipitagdo de um polimero pré-formado.
Imagem obtida no microscopio eletrdnico de varredura com emissé@o de campo (FEG). Tamanhos:
128,5; 146,07; 114,66; 114,68; 157,15; 120,04 nm

Y 500 nm

Fonte: o autor (2017).

5.3 Avaliagcédo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

A avaliacdo por FTIR foi realizada para investigar a interagdo do polimero com
Silicium P®. Chan e colaboradores (2015) relata a importancia da interacéo do farmaco
com o polimero em relagéo a estabilidade da dispersédo. Pode ocorrer a formacéo de
ligagbes de hidrogénio entre o farmaco e o polimero, o que é energeticamente
favoravel para a interacdo entre esses dois, assim pode ser alterado o perfil de
dissolucéo do farmaco (HUANG e DAI, 2014). AFTIR é capaz de confirmar a presenca
de varios grupos funcionais, isso € possivel devido a interacdo das moléculas com a
radiacao eletromagnética em um processo vibracional. Pavia e colaboradores (2010)
afirmaram que o espectro vibracional aparece em bandas, mesmo o processo sendo
quantizado, pois cada mudanca de nivel energético corresponde a uma mudanga nos
niveis de energia rotacional, assim as linhas se sobrep6em e dao origem a essas

bandas.

A Figura 15 representa os espectros do FTIR do polimero PCL, Silicium P®,
NP-5 e das NP-4. O espectro da PCL mostra uma banda caracteristica em 1731 cm-

1, essa refere-se a vibracédo de deformacéo axial do grupamento C=0 (POLETTO et
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al., 2007; NADAL, 2016). As bandas em 1176 e 1031 cm™ sdo referentes ao
estiramento da ligagdo C-O. Em 2948 e 2871 cm foram observadas as bandas
referentes as vibracdes simétricas e assimétricas, respectivamente, do grupamento
CHz (PAVIA et al, 2010). Também foi observada uma banda com pequena
intensidade em 3435 cm, essa representa o grupamento O-H, resultante da
associacao polimérica (SILVERSTEIN et al., 2014).

O espectro obtido para o Silicium P® mostrou um estiramento de banda em
funcéo da ligacdo O-H dos grupos silanois, presente na regido 3451 cm (GUILLEN,
2007; SILVERSTEIN et al., 2014). Em 1660 cm™ aparece uma banda de deformacéo
angular também relacionada a hidroxila dos grupos silanois. Em 1102 cm™ esta
presente a banda que representa a deformagéo axial do grupo dos siloxanos (Si-O-
Si) (PINTO et al., 2013).

Figura 15- Espectros FTIR do polimero PCL, Silicium P®, NP-5 e NP-4, respectivamente.
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Fonte: o autor (2017)
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Em relacdo ao espectro das NP- 4, percebe-se uma banda em 3562 cm™,
referente ao estiramento da ligacdo O-H dos grupos silanois presente no Silicium P®
(GUILLEN, 2007). As bandas em 2948 e 2860 cm™ sdo referentes as vibracGes
simétricas e assimétricas, respectivamente, do grupamento CH: caracteristica da
PCL.

A diminuicdo na intensidade pode ser percebida na banda em 1730 cm
caracteristica da deformacdo axial do grupamento C=0 (POLETTO et al., 2007) e
também das bandas referentes a ligacdo C-O (1175 e 1039 cmt) na NP-4, mostrando

assim a interacéo entre a PCL e o farmaco.

5.4 Difracdo de Raios X

Os raios x sdo radiacfes eletromagnéticas com comprimento de onda muito
pequeno, sendo sua unidade de medida Angstrom (1A= 10-8 cm). Ao submeter uma
amostra cristalina a incidéncia dos raios x € tracado um difratograma da intensidade
da radiacdo difratada em funcdo do angulo de incidéncia. Através desses
difratogramas pode-se identificar picos de cristalinidade das amostras, onde esses
séo caracteristicos de cada amostra (QUEIROS et al., 2006). Essa anélise também
permite distinguir os compostos cristalinos de compostos amorfos, onde as
substancias cristalinas sdo representadas por picos e os compostos amorfos nao
possuem esses picos caracteristicos (DHIRENDRA et al., 2009).

A Figura 16 ilustra os difratogramas da PCL, da NP-5 e NP-4, respectivamente.
No difratograma referente a PCL percebe-se picos cristalinos em 26 de 21,42° e
23,83°, caracteristicos desse polimero, indicando assim que ele possui forma

cristalina.

O aparecimento dos picos de cristalinidade depende de vérias circunstancias
como da sua estereoquimica, do tratamento térmico recebido e da sua temperatura
de transicéo vitrea. A intensidade dos picos também pode variar de acordo com a
massa molar e a densidade da PCL usada para o desenvolvimento das

nanoparticulas, nesse caso foi utilizado um polimero com cristalinidade bem definida
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(WOODRUFF, HUTMACHER, 2010). O difratograma das NP- 5 mostram picos

semelhantes aos da PCL.

Figura 16- Difratograma de Raio X da PCL, NP-5 e NP-4, respectivamente
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Fonte: o autor (2017).

O mesmo perfil pode ser evidenciado para as NP-4, entretanto, percebe-se uma
diminuicao nos picos de cristalinidade, o que pode estar relacionado com a interacao
da PCL com o farmaco. A cristalinidade do farmaco influencia na velocidade da sua

dissolucéo.

5.5 Estudo da estabilidade das suspensées de nanoparticulas de Silicium P®

A estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas armazenadas em geladeira,
em temperatura ambiente e com protecdo da luz e estufa (37°C), foram avaliadas até
120 dias, nos meses de julho a novembro de 2017, considerando seu aspecto
macroscopico, diametro medio (DM), indice de polidisperséo (IPD), potencial zeta (PZ)

e pH.
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A suspensdo de NP-4 armazenada em geladeira (3°C) mostrou uma maior
estabilidade em todos os parametros quando comparada com a suspensédo de NP-4

mantida nas outras condi¢oes avaliadas.

Todas as suspensdes mostraram um aumento em relacdo ao DM e IPD, no
entanto, ndo se observou sedimentacao, o que pode ser explicado pela diminuicdo do
movimento Browniano das particulas em temperaturas baixas (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Também deve-se considerar, em relacdo a maior estabilidade das NP-4
armazenadas em geladeira, que em temperaturas mais elevadas a PCL pode sofrer
degradacdo por hidrélise das ligacfes éster presente na cadeia polimérica, gerando o
acido ¢- hidroxicaproico. No entanto, essa degradacao é muito lenta, uma vez que a
penetracdo da agua nas cadeias poliméricas € dificultada pelo seu carater hidrofébico
(NAIR & LAURENCIN, 2007; SINHA et al., 2004).

Isso respalda os resultados obtidos neste trabalho, uma vez que o DM das NP-
4 sO comecou a ter aumento significativo (p<0,001) a partir de 90 dias de
armazenamento em geladeira, enquanto as NP-4 armazenadas em temperatura
ambiente ou na estufa apresentaram diferenca significativa (p<0,001) do DM a partir
de 30 dias. O aumento do tamanho das nanoparticulas pode estar relacionado a
degradacdo da PCL em temperatura elevada, evidenciada pela diminuicdo do pH das

suspensdes, gerando produtos de tamanhos mais elevados (SINHA et al., 2004).

Os resultados do DM das NP-4 nas diversas condices de armazenamento

estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3- Estudo de estabilidade do diametro médio (DM) ,nan6metros, da solugcdo de nanoparticulas
armazenada em geladeira, ambiente protegido da luz e estufa a 37°C (NP-4).

DM = DP nos Tempos Analisados

NPs TO T30 T60 T90 T120

Geladeira 225,0+0,79 226,6+0,72 239,1+ 0,60 256,6 + 0,28 275,2 + 8,04
Ambiente 225,0+0,79 2455+0,35 267,8+0,35 286,1 + 0,60 326,5+1,15

Estufa 2250+0,79 2478+1,65 2689+1,04 287,7+1,96 336,6 + 8,37

Fonte: o autor (2017).

Em relacéo ao IPD (Tabela 4), os resultados obtidos mostram que nao houve
diferenca significativa nas NP-4 armazenadas em geladeira.

Ja para a amostra armazenada em temperatura ambiente notou-se uma
diferenga significativa (p<0,01) no tempo de 90 dias, também houve diferenca
significativa (p<0,001) no tempo de 120 dias, comparados ao tempo 0. Em relacdo as
nanoparticulas armazenadas em estufa houve um aumento significativo (p<0,05) do
IPD em 60 dias e uma diferenca significativa (p<0,001) em 90 e 120 dias quando
comparadas ao tempo O.

Tabela 4- Estudo de estabilidade do indice de polidispersdo (IPD) da solugcdo de nanoparticulas
armazenadas em geladeira, ambiente e estufa & 37°C (NP-4).

IPD + DP nos Tempos Analisados

NPs

T0 T30 T60 T90 T120

Geladeira 0,493+0,002 0,493+0,001 0,490+0,001 0,495+0,002 0,496 + 0,002

Ambiente 0,493 +0,002 0,493+0,002 0,493+0,002 0,497 +0,001 0,502 + 0,004

Estufa 0,493 +0,002 0,496 +0,001 0,498+ 0,001 0,502 + 0,005 0,533 + 0,003

Fonte: o autor 2017.

Gouvéa e colaboradores (2001) afirma que a diminuicdo do pH promove uma
diminuicdo do PZ. Embora ndo se tenha ainda explicacdo para esse fenbmeno, as
pesquisas tém apontado uma relacao entre esses dois parametros. No caso das NP-
4 observou-se que quanto mais acida a suspenséo, mais baixos foram os valores de
PZ obtidos.

As NP-4 armazenadas em geladeira se mostraram estaveis, em relagéo ao PZ,
em todos os tempos (30, 60,90 e 120 dias), ou seja, nao apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) quando compradas ao tempo 0, conforme apresentado na
Tabela 5.
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Tabela 5- Estudo de estabilidade do potencial zeta (PZ) da solucdo de nanoparticulas armazenadas
em geladeira, ambiente protegido da luz e estufa a 37°C (NP-4).

PZ + DP nos Tempos Analisados
TO T30 T60 T90 T120
Geladeira -29,5+0,11 -29,6+0,20 -29,8+0,12 -29,5+0,35 -29,7+0,15

NPs

Ambiente -29,5+0,11 -28,5+0,21 -28,3+0,20 -24,5+0,06 -24,2+0,15
Estufa -295+0,11 -245+0,20 -246+0,15 -23,6+0,15 -22,6+0,15

Fonte: o autor (2017)

Em relacdo ao pH, as suspensdes de NP-4 armazenadas em geladeira
apresentaram diferenca significativa (p<0,01) em 60 dias e uma diferenca significativa
(p<0,001) nos tempos de 90 e 120 dias. Nas solu¢cdes armazenadas em temperatura
ambiente e em estufa a 37°C, nota-se diferenca significativa (p<0,001) tanto no PZ
como no pH quando comparada a solucédo no tempo 0, ou seja, a diminuicdo do pH

interferiu no PZ das solucdes (Tabela 6).

A diminuicdo do pH em um curto periodo de tempo pode estar relacionada a
ionizagdo dos grupos carboxilicos presentes na PCL ou a hidrdlise do mesmo
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Tabela 6- Estudo de estabilidade do pH da solucdo de nanoparticulas armazenadas em geladeira,
ambiente protegido da luz e estufa & 37°C (NP-4).

pH = DP nos Tempos Analisados
TO T30 T60 T90 T120
Geladeira 5,64 +0,03 562+0,03 556+003 542+0,05 4,95+0,04

NPs

Ambiente 5,64 +0,03 561+0,02 5,24+0,03 5,18+0,03 4,23+0,02
Estufa 5,64 + 0,03 527+0,01 517+0,02 5,03+0,02 4,04+0,04

Fonte: o autor (2017).

5.6 Determinacdo do comprimento de onda (A) de maxima absorg¢ao do
Silicium P®

Os parametros avaliados para a validagdo do método de quantificacdo foram

seletividade, especificidade, linearidade, limite de deteccgéo, limite de quantificacao,

repetibilidade, precisado intermediaria e exatiddo (ANVISA, 2017).

Para definir o comprimento de onda de méxima absorc¢édo do Silicium P® para a
validagdo do método analitico, foi preparada uma solugdo do mesmo com metanol e

feita uma varredura entre 190 e 1100 nm em espectrofotdbmetro UV-VIS. Observou-se
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uma absorcdo em 222 nm e 257 nm, no entanto optou-se por utilizar a mais intensa,

222 nm, (Figura 17). Nao foram encontrados na literatura estudos referentes a esse

parametro.

Figura 17- Scan da amostra de Silicium P®.
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Fonte: o autor (2017). Varredura em :190-1100 nm. Picos em 222 nm e 257 nm.
5.7 Eficiéncia de Encapsulacéao

5.8 Validacdo do método analitico para quantificacédo do Silicium P® presente
nas nanoparticulas

5.9 Linearidade

O estudo de linearidade do método de quantificacdo do Silicium P®, realizado
em triplicata a partir das absorbancias, mostrou um coeficiente de correlagéo (r) médio
superior a preconizada pela Anvisa (2017) de 0,990, isso indica uma regressao linear
significativa. A equacao linear obtida pelo método dos minimos quadrados € igual a
y= 87,915x + 0,0022. A Figura 18 ilustra a representagéo grafica da curva analitica

meédia, onde estéo presentes a equacao da reta e o r medio.
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Figura 18- Representacado grafica da curva analitica padrao para determinacéo do Silicium P® obtida
por espectrofotometria UV-Vis (222 nm), em metanol
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Fonte: o autor (2017)

Através dos dados provenientes do estudo de linearidade foram calculados os
limites de deteccao e de quantificacao, utilizando as equacdes 1 e 2, respectivamente.
O valor obtido para LD foi de 0,003 pg.mL* e para o LQ foi de 0,010 pg.mL*. O LD é
definido como a menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser
detectada, porém nao necessariamente quantificada e o LQ € a menor quantidade de
analito presente em uma amostra a qual pode ser determinada com precisdo e
exatiddo aceitaveis sob as condicBes do experimento estabelecido (ANVISA, 2017).
Esses resultados indicam que o método é adequado para detectar e quantificar o

Silicium P® nas nanoparticulas na faixa de concentracéo de 300 ug.mL* a 0,08 pg.mL-
1

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados de absorbancia das
amostras. Os resultados de repetibilidade e precisao intermediaria sdo expressos em
termos de concentracdo (ug.mL™?) + DP (desvio padrdo) e coeficiente de variacdo
(CV). Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 7. A ANVISA (2003)
preconiza valores de coeficiente de variacéo inferiores a 5 %, nesse caso esse teste
analitico escolhido mostrou repetibilidade e precisao intermediaria para o analito em

estudo, visto que em todas as concentracdes os valores foram inferiores a esse.
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Tabela 7- Valores experimentais obtidos de Repetibilidade e Preciséo intermediaria para validacédo do
método de guantificacdo

Solucéo padrédo (ug.mLY) Concentracdo quantificada CV (%)
* DP (pg.mL-1)
Anélise de Repetibilidade
(n=3)
100 114 + 0,0025 2,4
200 210 £ 0,0022 2,8
300 311 + 0,0051 1,8
Precisdo Intermediaria
(n=3)
100 116 £ 0,0027 2,2
Dial 200 215 £+ 0,0025 2,9
300 312 £ 0,0052 2,1
100 115 £ 0,0024 2,3
Dia 2 200 215 £+ 0,0053 2,8
300 315 £ 0,0047 1,6
100 112 £ 0,0044 4,3
Dia 3 200 201 £ 0,0053 2,64
300 294 £+ 0,0037 1,41

Fonte: o autor (2017). *DP: desvio padréo; *CV: coeficiente de Variacao.

A seletividade do método foi avaliada por meio da comparacdo dos

cromatogramas das nanoparticulas contendo o Silicium P® e das Nanoparticulas

inertes, com o intuito de confirmar que os excipientes nao interferiram na quantificacao

do farmaco. O sobrenadante das NP-4 e NP-5 foram diluidos em metanol e analisados

por UV-Vis. O espectro da suspenséo das NP-5 (Figura 19) mostrou apenas um pico

préximo a 204 nm, pertencente ao metanol, visto que seu cutoff encontra-se nessa
faixa (GUIDE, BURDICK E JACKSON, 1980). O cromatograma das NP- 4 também

mostrou um pico de absorbéncia proximo a 204 nm (metanol) e um pico proximo a

222 nm (Figura 20). Na literatura ndo ha relato do cutoff referente ao Silicium P®. Esse
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resultado indica que os componentes da formulacao nao interferiram na quantificacéo

do farmaco, sendo possivel confirmar a seletividade do método proposto.

Figura 19- Espectro de absorcao do UV-VIS das NP- 5
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Fonte: o autor (2017).
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Figura 20- Espectro de absorcao do UV-Vis das NP- 4
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Fonte: o autor (2017).

5.9.1 Determinacédo da eficiéncia de encapsulagdo do Silicium P® nas
suspensdes de nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulagdo do Silicium P® na solugdo de nanoparticulas foi
realizada de forma indireta, sendo determinada a quantidade de farmaco nao

encapsulado.

As NP-4 apresentaram eficiéncia de encapsulacdo (EE%) de 96,9% =+ 0,008,
com coeficiente de variagdo de 3,1%, o que demonstra que o0 método de
nanoprecipitacéo foi eficiente para a encapsulacdo do Silicium P®. N&do ha relatos na
literatura de estudos sobre a avaliacédo da eficiéncia de encapsulagdo do Silicium P®

em nanoparticulas pelo método de espectrofotometria UV-VIS.

O método de nanoprecipitacdo € relatado na literatura como um dos métodos
que apresenta melhor eficiéncia de encapsulacédo, conseguindo valores sempre
superiores a 80%. Logo as solucdes de nanoparticulas desenvolvidas nesse trabalho
apresentam valores condizentes com a literatura em relagéo a EE, utilizando PCL
como polimero formador (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,.2010).
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5.10 Estudo da permeacdo cutanea das nanoparticulas de Silicium P®

A capacidade das nanoparticulas permearem depende da sua interacdo com a
pele, bem como das suas propriedades fisico-quimicas (tamanho, carga da superficie)
e das caracteristicas do polimero (DESAI; PATLOLLA; SINGH, 2010).

A porcentagem da permeacdo cutanea das NP-4, apresentado na Tabela 8,
mostra que até 7 horas de experimento ndo houve permeacdo em quantidade
significativa. A partir de 8 horas foi observado um aumento progressivo na taxa de
permeacédo, superando 50% em 24h e atingindo 80,53% em 48 horas. O perfil de

permeacado das nanoparticulas esta demonstrado na Figura 21.

Os resultados indicaram que a permeacao das NP-4 através da pele foi lenta
nas primeiras horas, aumentando de forma importante apés a nona hora de
experimento. Isso pode estar ligado a resisténcia oferecida pela epiderme a
permeacéo, de forma que as NP-4, atravessaram lentamente, se acumulando nesta

camada da pele, até atingirem a derme.

Outro importante fator a considerar é que a encapsulacao favorece a liberacao
controlada do farmaco (SOUZA et al., 2012), permitindo sua atua¢ao por tempo mais

prolongado.

Apesar do polimero utilizado no desenvolvimento das NP-4 possuir uma elevada
permeabilidade, o que facilita a passagem pela barreira de protecdo da pele até a
chegada na derme, onde encontram-se os fibroblastos (SINHA et al.,, 2002), a
permeacédo depende de um conjunto de fatores que resultam em uma maior ou menor

permeacao.



Tabela 8- Porcentagem de permeacédo das NP-4 em pele Humana.

Tempo de
Permeacio % de permeacéo = DP
30 minutos 0,07 £ 0,001
1 hora e 30 minutos 0,07 £ 0,001
2 horas 0,08 £ 0,001
2 horas 30 minutos 0,10 + 0,006
3 horas 0,11 + 0,004
4 horas 0,71 + 0,090
5 horas 1,12 + 0,083
6 horas 1,58 + 0,206
7 horas 1,83 £ 0,041
8 horas 7,18 £ 0,608
9 horas 17,55 + 0,723
10 horas 25,39 £ 0,643
11 horas 31,10 £ 2,570
12 horas 42,59 + 2,208
24 horas 50,23 £ 0,433
48 horas 80,53 + 1,364

Fonte: o autor (2017).

*DP: desvio padrao.

Figura 21- Porcentagem de permeacao cutanea das NP-4 em pele humana.
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5.11 Avaliacédo da atividade antimicrobiana

Os testes para avaliar a atividade antimicrobiana foram realizados em duplicata,
em bactérias gram positivas (E. faecalis, S. aureus) e negativas (P. aeruginosa, E.

coli, P. mirabilis).

Para o teste da concentracao inibitéria minima (CIM) foi utilizado o corante TTC.
Ocorreu a mudanca de coloragdo nos pocos onde nao houve acdo das amostras,
como mostrado na Figura 22. O mecanismo de reacdo do TCC baseia-se na dupla
tetrazélio/formazano, ele € reduzido na presenca de bactérias viaveis formando
cristais de formazan com coloracdo vermelha, essa é diretamente proporcional a

quantidade de células vidveis (MOUSSA et al., 2013).

Figura 22- Microplaca ap0s a coloragdo com TCC 3%.

(‘l P. mirobilis ” E. coli ] [S oureus ] P. ceruginosa ]rt faecolis ] P. mirobilis

Nanoparticulas Inertes

Silicium p=»

Nanoparticulas Si

Fonte: o autor (2017).
A CIM foi interpretada sendo a menor concentragéo do farmaco capaz de inibir
0 crescimento bacteriano e a concentracéo bactericida minima (CBM) sendo aquela

gue impedir o crescimento dos microrganismos (ANDREWS, 2001).
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Em relacdo as nanoparticulas inertes (NP-5) ndo houve acédo antimicrobiana

frente a nenhuma cepa testada.

O Silicium P® mostrou uma CIM em 2,5 mg.mL, ndo ha relatos na literatura

sobre a acdo bacteriostatica do mesmo.

O teste para verificar CBM foi realizado com a menor concentracao que houve
a acao bacteriostatica para cada amostra, no entanto nenhuma das amostras

demonstrou-se eficaz.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que o Silicium P® foi encapsulado de forma eficiente nas

nanoparticulas poliméricas obtidas por nanoprecipitacao.

As nanoparticulas poliméricas contendo silicio (NP-4) apresentaram
caracteristicas adequadas aos objetivos do trabalho, diametro médio de 208,1 nm
(DP= 1,8), indice de polidisperséo (IPD) de 0,227 (DP=1,5) e PZ de -30,4 (DP=1,7).
Essas nanoparticulas tiveram maior estabilidade quando acondicionadas em

geladeira.

O método analitico desenvolvido para a quantificacdo do Silicium P® nas
nanoparticulas foi linear, seletivo e preciso e pode ser utilizado para a determinagéo

da eficiéncia de encapsulacao e permeacdo do ativo nas nanoparticulas poliméricas.

As Nanoparticulas contendo Silicium P® foram capazes de atravessar a pele,

em uma permeacao lenta, atingindo o maximo de permeacao em 48h (80,53%).

As nanoparticulas contendo Silicium P® ndo apresentaram potencial como

agente antimicrobiana contra nenhuma das cepas testadas.
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