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RESUMO 

Este trabalho centrou-se no desenvolvimento tecnológico e na caracterização de 

nanopartículas poliméricas (nanocápsulas ou nanoesferas) contendo melatonina, 

empregando diferentes composições, métodos de preparação e concentrações de 

melatonina. De uma maneira geral, as diferentes suspensões nanoparticuladas foram 

caracterizadas segundo a determinação dos teores totais de melatonina, a determinação 

das taxas de associação da melatonina aos nanocarreadores, a análise morfológica, a 

determinação dos diâmetros médios de partículas e polidispersões, além da 

determinação dos valores de potenciais zeta. As suspensões de nanocápsulas ou de 

nanoesferas foram preparadas pelos métodos de deposição interfacial ou de 

nanoprecipitação, respectivamente. Foram avaliadas as influências do tipo de polímero 

[Eudragit® S100, Eudragit® RS100, poli(ε-caprolactona) ou poli(lactideo)], de óleo 

(triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico, óleo mineral ou Eutanol G®) e de 

tensoativos (polissorbato 80, poloxamer 188, monooleato de sorbitano, monoestearato 

de sorbitano ou lecitina) sobre as características físico-químicas das suspensões. Os 

resultados demonstraram que as nanopartículas apresentaram diâmetros inferiores a 

350 nm, encapsulação parcial da melatonina e morfologia esférica. As suspensões de 

nanoesferas apresentaram eficiências de encapsulação similares, mas diâmetros 

inferiores às respectivas nanocápsulas. O tipo de polímero empregado influenciou nas 

taxas de associação da melatonina. De acordo com a maior eficiência de encapsulação 

(56 %), nanocápsulas preparadas com Eudragit S100® foram selecionadas para 

secagem por aspersão, empregando dióxido de silício coloidal (3 % m/V). As 

micropartículas nanorrevestidas obtidas apresentaram eficiência de encapsulação de 93 

% e foram capazes de controlar a velocidade de liberação da melatonina, 

comparativamente ao fármaco puro. O estudo de estabilidade das suspensões de 

nanocápsulas, comparativamente à nanoemulsão e à nanodispersão dos tensoativos, 

mostrou que a composição dos sistemas e as condições de armazenamento 

influenciaram a estabilidade físico-química das formulações. Um delineamento fatorial 

23 foi também realizado objetivando-se a comparação das características físico-

químicas de nanocápsulas de Eudragit RS100® contendo melatonina obtidas através de 



 xx

deposição interfacial ou de emulsificação-difusão. As taxas de associação da 

melatonina não foram influenciadas pela composição das formulações e nem pelo 

método de preparação empregado. Por outro lado, os diâmetros, as polidispersões, os 

potenciais zeta, os valores de pH e a estabilidade físico-química foram influenciados 

pelo método de preparação e/ou pela composição dos sistemas. As propriedades 

antioxidantes da melatonina associada a nanopartículas foram também avaliadas. 

Desta forma, experimentos in vitro de lipoperoxidação de microssomas hepáticos e de 

lipossomas de fosfatidilcolina, induzida pelo radical ascorbil, foram realizados. 

Nanocápsulas ou nanoesferas preparadas com Eudragit S100® foram selecionadas para 

o estudo, com base na maior eficiência de associação do fármaco. Nanoemulsão 

também foi testada para verificar a influência da presença do polímero. A presença da 

melatonina foi capaz de proteger os lipídios em comparação aos controles, com 

influência da formulação, da dose de melatonina e do modelo de membrana 

empregado. Apenas os nanocarreadores poliméricos (nanocápsulas ou nanoesferas 

revestidas com polissorbato 80) contendo melatonina foram capazes de aumentar 

significativamente a atividade antioxidante deste fármaco nos dois modelos de 

membrana empregados. Finalmente, nanocápsulas de Eudragit S100® revestidas com 

polissorbato 80 foram administradas, intraperitonealmente em camundongos sadios, e 

os efeitos antioxidantes agudos da melatonina in vivo foram avaliados no cérebro 

(córtex frontal e hipocampo) e no fígado. Os resultados demonstraram que as 

nanocápsulas contendo melatonina foram capazes de reduzir significativamente a 

lipoperoxidação no córtex, no hipocampo e no fígado, ao passo que a solução do 

fármaco não exerceu efeito significativo. O conjunto dos resultados demonstrou a 

viabilidade tecnológica da preparação de sistemas poliméricos nanoparticulados e 

microparticulados contendo melatonina, na forma de suspensão ou de pós, com 

potencial aplicação tanto no aumento da atividade antioxidante quanto no controle da 

liberação deste fármaco. 

 
Palavras-chaves: melatonina, nanopartículas, nanocápsulas, nanoesferas, polímeros 
pré-formados, lipoperoxidação in vivo e in vitro. 



ABSTRACT 

 

Technological Development and Evaluation of the Antioxidant Activity of 

Melatonin-Loaded Nano- and Microparticulated Systems 

 

This work has been based on the development and characterization of the melatonin-

loaded polymeric nanoparticles (nanocapsules or nanospheres) employing different 

system compositions, methods of preparation and melatonin concentrations. In 

general, the different nanoparticle suspensions were characterized in terms of 

melatonin content and its association within the particles, morphology, mean size and 

polydispersity of the particles, as well as the zeta potentials. The nanocapsule or 

nanosphere suspensions were prepared by interfacial deposition or nanoprecipitation 

methods, respectively. The influences of the type of the polymer [Eudragit® S100, 

Eudragit® RS100, poly(ε-caprolactone) or poly(lactide)], of the oil nature 

(caprylic/capric triglyceride, mineral oil or Eutanol G®) and of the type of surfactants 

(polysorbate 80, poloxamer 188, sorbitan monooleate, sorbitan monostearate or 

lecithin) on the physicochemical characteristics of suspensions were evaluated. The 

results demonstrated that the nanoparticles presented mean size lower than 350 nm, 

partial encapsulation of melatonin and they were spherically shape. The nanosphere 

suspensions presented similar encapsulation efficiencies to nanocapsules, however, the 

former presented a lower mean size of particles. The type of polymer used in the 

formulations influenced the encapsulation efficiencies. The nanocapsules prepared 

with Eudragit S100® were selected to be spray-dried, using colloidal silicon dioxide (3 

% w/v), due to the highest encapsulation efficiency (56 %). The nanoparticle-coated 

microparticles presented the encapsulation efficiency of 93 % and they controlled the 

release rate of melatonin when compared to the pure drug. The physicochemical 

stability evaluation of the melatonin-loaded nanocapsule suspensions compared to the 

nanoemulsion or the nanodispersion of surfactants showed that the composition of the 

melatonin-loaded system and the storage conditions influenced the physicochemical 

stability of the formulations. Melatonin-loaded Eudragit RS100®-nanocapsule 
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suspensions prepared by interfacial deposition or by emulsification-diffusion 

techniques were also compared in terms of physicochemical characteristics using a 23 

fatorial-design. The formulation composition or the preparation methods did not 

influence the encapsulation efficiencies. However, the mean size, polydispersity, zeta 

potential, pH and physicochemical stability were influenced by the formulation 

composition and/or by the preparation methods. The antioxidant properties of the 

melatonin-loaded nanoparticle suspensions were also evaluated. Hence, 

phosphatidylcoline liposomes or liver microsomes were used as model of the lipid 

membrane and in vitro lipid peroxidation was induced by free radical ascorbyl. The 

melatonin-loaded Eudragit S100® nanoparticles (nanocapsules and nanospheres) were 

selected to this study based on the highest encapsulation efficiencies. The 

nanoemulsion was also evaluated for studying the influence of the presence of the 

polymer. The results demonstrated that the lipids were protected against peroxidation 

due to the presence of the melatonin, and this effect depended on the type of 

formulation, drug concentration and on the type of the membrane model. Only the 

melatonin-loaded polymeric nanocarriers (polysorbate 80-coated nanocapsules or 

nanospheres) were able to improve the antioxidant action of melatonin in both 

membrane model. Finally, the in vivo acute antioxidant capacities of melatonin-loaded 

polysorbate 80-coated Eudragit S100® nanocapsules in the brain (frontal cortex and 

hippocampus) and in the liver were compared to the effect of the drug solution, after 1 

h of intraperitoneal administration in mice. It was verified that the melatonin-loaded 

nanocapsules significantly decreased the lipid peroxidation in the cortex, in the 

hippocampus and in the liver. On the other hand, the melatonin solution did not 

significantly decrease the lipid peroxidation. Briefly, the results demonstrated the 

technological viability of the preparation of melatonin-loaded polymeric 

nanoparticulated and microparticulated systems in the form of suspension or powder. 

These polymeric particulated systems presented potential applications in both to 

improve the antioxidant activity and to control the release profile of melatonin. 

 
Keywords: melatonin, nanocapsules, nanospheres, preformed polymers, in vitro and 

in vivo lipid peroxidation. 
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As nanopartículas poliméricas são carreadores submicrométricos de fármacos, 

as quais incluem as nanocápsulas e as nanoesferas. As nanocápsulas são formadas por 

uma camada polimérica disposta ao redor de um núcleo geralmente oleoso, enquanto 

as nanoesferas são sistemas matriciais constituídos por polímero (PUISIEUX et al., 

1994; SCHAFFAZICK et al., 2003a). Estes sistemas têm sido desenvolvidos visando  

inúmeras aplicações, tais como o controle da liberação de fármacos (SOPPIMATH et 

al., 2001; LEGRAND et al., 1999; YOO et al., 2000), a distribuição mais seletiva de 

substâncias ativas, aumentando os seus índices terapêuticos (PUISIEUX et al., 1994; 

BARRAT et al., 2000; COUVREUR et al., 2002; PINTO-ALPHANDARY et al., 

2000; BRIGGER et al., 2002; CHELLAT et al., 2005), a vetorização cerebral de 

fármacos (SOPPIMATH et al., 2001; GARCIA-GARCIA et al., 2005), a veiculação 

de antiinflamatórios não-esteróides (GUTERRES et al., 1995a; GUTERRES et al., 

1995b; SCHAFFAZICK et al., 2003b; POHLMANN et al., 2004), a proteção de 

fármacos degradáveis no trato gastrintestinal (ALLÉMANN et al., 1998; PONCHEL e 

IRACHE et al., 1998; BILATI et al., 2005) e o aumento de suas biodisponibilidades 

(peptídeos, proteínas, hormônios), o aumento da atividade antioxidante de substâncias 

ativas (PALUMBO et al., 2002), assim como a veiculação de fármacos para uso 

oftálmico (CALVO et al., 1996; LUDWIG, 2005).  

Durante as duas últimas décadas, diversas técnicas para a preparação de 

suspensões de nanopartículas têm sido desenvolvidas, as quais têm evoluído no sentido 

da utilização de solventes e componentes menos tóxicos e na simplificação do 

processo, objetivando-se a possibilidade de transposição de escala e, ainda, buscando 

otimizar as técnicas em termos de rendimento e de eficiência de encapsulação de 

fármacos (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a). Dentre estes métodos, aqueles 

baseados na utilização de polímeros pré-formados têm merecido destaque devido à 

menor toxicidade e ao maior controle das partículas formadas, em relação ao método 

de polimerização in situ. O método de nanoprecipitação de polímeros pré-formados de 

FESSI e colaboradores (1986, 1989), o qual utiliza solventes miscíveis com a água, 

tem sido bastante difundido, embora possua algumas limitações como a 
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impossibilidade de ser empregado para fármacos que não são solúveis nestes solventes 

e a agregação do polímero quando se trabalha com alta concentração do mesmo 

(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a; QUINTANAR-GUERRERO et al., 

1998b). Em vista destas limitações, uma metodologia mais recente, denominada 

emulsificação-difusão, a qual utiliza solventes parcialmente miscíveis em água foi 

desenvolvida. Através deste método, as nanopartículas são formadas, após a difusão do 

solvente pela adição de água, a partir de uma emulsão prévia O/A. Uma interessante 

vantagem deste método é o maior controle do tamanho das partículas formadas 

(QUINTANAR-GUERRERO et al., 1996; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997; 

MÜLLER, 2003; GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004). 

Outro campo de pesquisa que vem crescendo é o desenvolvimento de formas 

farmacêuticas sólidas contendo nanopartículas, com a finalidade de implementar a 

estabilidade das formulações e, portanto, aumentar a aplicabilidade industrial destes 

sistemas (SCHMIDT e BODMEIER, 1999; MURAKAMI et al., 2000; 

SCHAFFAZICK et al., 2002; POHLMANN et al., 2002). Para a secagem destas 

suspensões os métodos empregados têm sido a liofilização (CHASTEIGNER et al., 

1996; MOLPECERES et al., 1997; SAEZ et al., 2000; SCHAFFAZICK, 2001; 

SCHAFFAZICK et al., 2003b; ABDELWAHED et al., 2006) e a secagem por 

aspersão (spray-drying) (GUTERRES et al., 1999; MÜLLER et al., 2000; WEISS, 

2001; POHLMANN et al., 2002).  

GUTERRES e colaboradores (1999) obtiveram, através de secagem por 

aspersão, pós constituídos de aglomerados micrométricos de nanopartículas 

poliméricas, utilizando dióxido de silício coloidal como adjuvante, traduzindo-se em 

interessantes intermediários para a preparação de formas farmacêuticas para a 

administração oral (cápsulas e comprimidos). Através de microscopia eletrônica, 

verificou-se que estes pós são compostos por micropartículas esféricas de dióxido de 

silício, as quais, em aumentos maiores, apresentaram-se revestidas por nanopartículas 

poliméricas (MÜLLER et al. 2000; MÜLLER et al., 2001; WEISS, 2001; MÜLLER, 

2003). Além disto, OBACH (2002) avaliou a potencialidade destes sistemas em 
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modificar a liberação de indometacina. Recentemente, BECK e colaboradores (2004, 

2005) desenvolveram uma nova aplicação para as nanopartículas, preparando 

micropartículas nanorrevestidas, constituídas por núcleos de dióxido de silício coloidal 

contendo um fármaco, os quais foram revestidos com nanopartículas através de 

secagem por aspersão. 

Desta forma, micropartículas são sistemas, geralmente poliméricos, que 

apresentam diâmetros na ordem de micrômetros (THIES, 1996; BENOIT et al., 1996), 

os quais, a exemplo dos sistemas nanoestruturados, também têm sido amplamente 

empregados para o controle da liberação de fármacos (CHO et al., 2001; YAMADA et 

al., 2001; Del BARRIO et al., 2003), além de outras aplicações, destacando-se o 

aumento da biodisponibilidade de substâncias ativas (KAWASHIMA et al., 1993). Ao 

contrário de muitos outros métodos clássicos de preparação de micropartículas, a 

secagem por aspersão constitui uma técnica bastante rápida para a obtenção das 

mesmas, em virtude de consistir de um processo de etapa única, além de ser passível 

de transposição de escala e aplicável a uma grande variedade de materiais, incluindo 

substâncias termolábeis (JAIN et al., 1998), bem como apresentar uma boa aceitação 

na indústria farmacêutica (BROADHEAD et al., 1992). 

A inclusão de fármacos em formas farmacêuticas multiparticuladas traz 

inúmeras vantagens em potencial, quando comparadas aos sistemas unitários, 

destacando-se uma distribuição mais uniforme e rápida ao longo do trato 

gastrintestinal, menor variação da biodisponibilidade interindividual, maior 

reprodutibilidade de doses, bem como a redução do risco de toxicidade, quando 

comparadas ao rompimento de um sistema de ação prolongado do tipo unitário (dose 

dumping) (LIN et al., 1991; KAWASHIMA et al., 1993; WANG et al., 1997). 

A melatonina é um hormônio natural, secretado pela glândula pineal, cuja 

produção é controlada por impulsos gerados na retina, através de uma estrutura 

comumente denominada relógio biológico, responsável pelo ritmo circadiano. Em 

adultos jovens, a concentração de melatonina é baixa durante o dia e elevada durante a 

noite (BÉNÈS et al., 1997; HOFFMANN et al., 1998; RANG et al., 2001). A partir da 
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última década, a utilização de melatonina exógena tornou-se bastante disseminada e 

está disponível, em muitos países, como produto de venda livre, sendo utilizada como 

automedicação ou suplemento alimentar ou, ainda, sob prescrição (ARENDT, 2003). 

Formulações orais foram desenvolvidas para controlar distúrbios do ciclo circadiano, 

como no alívio da defasagem de tempo de longas viagens (jet-lag), da síndrome de 

mudança de trabalho, de doenças afetivas sazonais e de distúrbios do sono. O emprego 

de melatonina tem mostrado melhorar distúrbios do sono em pessoas cegas e em 

pacientes que sofrem de alguns tipos de síndromes da fase do sono retardada (LEE et 

al., 1995; BÉNÈS et al., 1997; KANDIMALLA et al., 1999b; RANG et al., 2001). 

Recentemente, alguns efeitos potenciais foram descritos para a melatonina, tais como 

sedativo, anticonvulsivante, analgésico, anticancerígeno, contraceptivo e 

antiinflamatório (BRZEZINSKI, 1997; HOFFMANN et al., 1998; VIJAYALAXMI et 

al., 2002).  

Inúmeras pesquisas também têm demonstrado a potente atividade antioxidante 

da melatonina, atuando como seqüestradora de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio,  aumentando a atividade de enzimas antioxidantes, reduzindo a atividade 

de enzimas pró-oxidantes e aumentando os níveis de glutationa, sendo bastante efetiva 

contra a lipoperoxidação (MELCHIORRI et al., 1995; REITER et al., 1997; 

MORISHIMA et al., 1998; KARBOWNIK et al., 2000; OSSENI et al., 2000; 

CHUNG e HAN, 2003; SAIJA et al., 2002; ORTEGA-GUTIÉRREZ et al., 2002; 

TEIXEIRA et al., 2003; REITER, 2003; RODRIGUEZ et al., 2004). Em vista disto, 

tem sido sugerido que a melatonina possui efeitos contra o envelhecimento e ação na 

redução dos danos causados por radicais livres associados a certas patologias, como na 

doença de Alzheimer, no câncer (BEYER et al., 1998), em isquemia/reperfusão 

(TORII et al., 2004) e diabetes (NISHIDA et al., 2002), dentre outros. 

Entretanto, a melatonina possui uma curta meia-vida biológica e apresenta 

uma baixa e variada biodisponibilidade oral, provavelmente devido ao importante 

metabolismo de primeira passagem e/ou absorção variável. Em função destas 

características, a melatonina não é adequada para incorporação em formas 
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farmacêuticas de liberação imediata convencionais (BÉNÈS et al., 1997; LEE et al., 

1998). Em decorrência deste fato, sistemas de liberação controlada contendo 

melatonina para serem empregados por via oral (LEE et al., 1995; LEE et al., 1996a; 

LEE et al., 1996b; HOFFMANN et al., 1998; LEE et al., 1999; EL-GIBALY et al., 

2002, 2003), transdérmica (BÉNÈS et al., 1997; KANDIMALLA et al., 1999a; 

KANDIMALLA et al., 1999b; DUBEY et al., 2006), trasmucosal (BÉNÈS et al., 

1997) ou nasal (MAO et al., 2004), têm sido desenvolvidos, tendo em vista suas 

diversas potencialidades terapêuticas. Dentre estes sistemas, micropartículas de álcool 

esteárico, de quitosana e de amido (LEE et al., 1998; EL-GIBALY et al., 2002; MAO 

et al., 2004) e, recentemente, lipossomas (DUBEY et al., 2006) têm sido estudados. 

Considerando o exposto, este trabalho tem como proposta geral o 

desenvolvimento de formulações inovadoras para a administração de melatonina, 

baseadas em suspensões de nanopartículas poliméricas e em pós microparticulados 

originados destas, visando avaliar a habilidade destes sistemas na encapsulação, no 

controle da liberação e na atividade antioxidante da melatonina associada aos mesmos. 

Cabe ressaltar que a melatonina foi selecionada como fármaco em virtude de ser 

empregada em baixa dosagem e apresentar reduzida solubilidade em água (condições 

interessantes para a nanoencapsulação), ser recomendável para administração em 

sistemas de liberação controlada, além de ser alvo de diversos campos recentes de 

pesquisa, no que se refere às suas potencialidades terapêuticas. Deve-se destacar 

também que, até o momento da definição do trabalho, não foram encontrados relatos 

na literatura científica da associação de melatonina a nanopartículas. Além disto, este 

representa o primeiro trabalho de nosso grupo de pesquisa baseado na 

nanoencapsulação de uma substância antioxidante, campo ainda pouco explorado na 

nanotecnologia. 
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1. Objetivo geral 

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento e a 

caracterização de suspensões aquosas de nanopartículas contendo melatonina e 

a conversão das mesmas em pós, através de secagem por aspersão, bem como a 

avaliação da atividade antioxidante da melatonina associada a estes sistemas 

nanocarreadores.  

 
2. Objetivos específicos 

 Obter e caracterizar suspensões aquosas de nanocápsulas ou de nanoesferas 

contendo melatonina (0,5 mg/mL), com diferentes composições, através dos 

métodos de deposição interfacial e de nanoprecipitação, respectivamente; 

 Obter, através de secagem por aspersão (spray-drying), micropartículas 

nanorrevestidas a partir das suspensões  selecionadas, bem como caracterizar os 

produtos obtidos e avaliar o perfil de dissolução da melatonina a partir destes 

sistemas; 

 Avaliar a estabilidade de suspensões de nanocápsulas contendo melatonina (1,5 

mg/mL), durante três meses, sob diferentes condições de armazenamento, 

comparativamente à nanoemulsão e à nanodispersão de tensoativos; 

 Realizar um delineamento fatorial do tipo 23, visando a um estudo comparativo 

das características físico-químicas de suspensões de nanocápsulas, contendo 

melatonina (1,5 mg/mL), obtidas através dos métodos de deposição interfacial e 

de emulsificação-difusão, variando-se a composição dos sistemas;  

 Estudar a estabilidade físico-química das suspensões de nanocápsulas contendo 

ou não melatonina, obtidas através de deposição interfacial ou emulsificação-

difusão; 

 Avaliar in vitro a atividade antioxidante da melatonina (200 ou 400 μM), 

associada a nanocápsulas ou a nanoesferas, contra a peroxidação lipídica 

induzida pelo radical ascorbil, comparativamente à nanoemulsão e à solução do 
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fármaco, utilizando diferentes modelos de membranas (microssomas de fígado 

de rato ou lipossomas de fosfatidilcolina); 

 Avaliar a capacidade antioxidante aguda in vivo da melatonina (1,0 ou 10,0 

mg/kg) associada a nanocápsulas contra a peroxidação lipídica em cérebro 

(córtex frontal e hipocampo) e em fígado, após a administração intraperitoneal 

em camundongos sadios, comparativamente à solução do fármaco. 
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1.1 Métodos de preparação das nanopartículas poliméricas 

Existem vários métodos relatados para a preparação de sistemas constituídos 

por nanopartículas poliméricas que podem ser, de uma forma geral, classificados em 

métodos baseados na polimerização de monômeros dispersos ou na precipitação de 

polímeros pré-formados (ALLÉMANN et al., 1993; QUINTANAR-GUERRERO et 

al., 1998a; PINTO REIS et al., 2006).  

 

1.1.1 Polimerização de monômeros dispersos 

COUVREUR e colaboradores, em 1982, desenvolveram nanoesferas 

constituídas por poli(cianoacrilato de alquila), as quais são preparadas por um processo 

de polimerização em emulsão, em que gotas de um monômero insolúvel em água são 

emulsificadas em uma fase aquosa ácida, contendo geralmente um tensoativo não-

iônico ou um estabilizador. Empregando-se este método, geralmente, são obtidas 

nanoesferas com cerca de 200 nm (VAUTHLER-HOLTZSCHERER et al., 1991; 

ALLÉMANN et al., 1993; PUISIEUX et al., 1994; MONTASSER et al., 2000).  

Por sua vez, AL KHOURI e colaboradores (1986) desenvolveram uma técnica 

de polimerização interfacial de monômeros (cianoacrilatos de alquila), para a 

preparação de nanocápsulas, com o objetivo de aumentar a eficiência da associação de 

fármacos lipofílicos. Esta técnica consiste na mistura de uma fase orgânica com uma 

fase aquosa. A fase orgânica é uma solução etanólica, que contém o monômero, um 

óleo, um tensoativo opcional e o fármaco lipofílico a ser encapsulado. Esta fase é 

lentamente injetada na fase aquosa, que contem um tensoativo não-iônico, sob 

agitação. A suspensão de nanocápsulas resultante possui partículas com diâmetro 

médio de 200 nm a 300 nm, com taxas de associação de 100 % para fármacos 

lipofílicos (ROBLOT-TREUPEL et al., 1988; VAUTHLER-HOLTZSCHERER et al., 

1991; ALLÉMANN et al., 1993). 

Entretanto, os métodos que utilizam a polimerização in situ apresentam como 

desvantagem a presença de monômeros e oligômeros residuais, que possuem 

toxicidade em potencial, além da possibilidade de ocorrerem reações entre o fármaco e 
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o monômero, fato que pode dificultar o controle da massa molecular do polímero 

resultante, assim como pode inviabilizar a liberação da substância ativa. Por estas 

razões, as técnicas baseadas na utilização de polímeros pré-formados, bem definidos, 

têm recebido mais atenção (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998b). 

 

1.1.2. Métodos baseados na utilização de polímeros pré-formados 

Em 1986, FESSI e colaboradores propuseram o método de nanoprecipitação, 

no qual a mistura de um solvente miscível com a água (geralmente acetona ou etanol), 

contendo o fármaco a encapsular, um polímero [poli (ácido lático), poli(ε-

caprolactona) ou poli(metacrilatos de metila)] e um tensoativo opcional, é vertida 

sobre um solvente que não dissolve o polímero (uma fase aquosa adicionada de 

tensoativo). As nanopartículas são formadas instantaneamente pela rápida difusão do 

solvente, o qual é removido por pressão reduzida. O mecanismo de formação das 

nanoesferas pode ser explicado pela turbulência interfacial gerada durante o 

deslocamento do solvente, devido à mútua miscibilidade entre este e a água. As gotas 

de solvente, provavelmente de tamanho nanométrico, são estabilizadas pelo tensoativo 

até que a difusão do solvente se complete, ocorrendo a agregação do polímero. Obtêm-

se nanoesferas com diâmetro médio de 200 nm por este método (PUISIEUX et al., 

1994; ROBLOT-TREUPEL et al., 1988; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a; 

MONTASSER et al., 2000).  

Em trabalho posterior, FESSI e colaboradores (1989) adaptaram o método de 

nanoprecipitação para a obtenção de nanocápsulas, adicionando-se um óleo (Miglyol® 

ou benzoato de benzila) à fase orgânica (deposição interfacial). Em geral, as taxas de 

encapsulação obtidas são elevadas para fármacos lipofílicos. A formação das 

nanocápsulas baseia-se no fato de que quando a fase orgânica, contendo o polímero e o 

óleo, é vertida na fase aquosa (não-solvente), as vesículas são formadas por 

emulsificação espontânea, enquanto o solvente difunde no não-solvente. Assim, o 

polímero, insolúvel tanto no óleo quanto no não-solvente, é dessolvatado na interface 

dos dois componentes imiscíveis. Os tensoativos não são essenciais para a formação 
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das nanopartículas, mas são importantes para a estabilização da suspensão, de forma a 

prevenir a aglomeração das partículas, durante o armazenamento (PUISIEUX et al., 

1994; CALVO et al.,1996; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a). Segundo 

GALINDO-RODRIGUEZ e colaboradores (2004) o mecanismo de formação das 

nanopartículas, por nanoprecipitação, pode ser descrito através das interações entre 

água-solvente, água-polímero e solvente-polímero. Assim, as interações água/solvente 

e o movimento de difusão do solvente exercem uma importante função para explicar a 

variação de tamanho de partícula durante a preparação. Além disto, o aumento da 

concentração do polímero na fase orgânica resultou em aumento no tamanho das 

partículas formadas, pois uma fase orgânica mais viscosa proporcionaria uma mais alta 

resistência à transferência de massa, levando a uma difusão mais lenta da fase 

solvente/polímero, obtendo-se nanopartículas maiores. Em geral, os solventes que 

apresentam alta afinidade pela água tendem a promover a difusão do solvente e 

partição das cadeias poliméricas na fase aquosa, levando à formação de partículas 

menores (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).  

MÜLLER (2003) demonstrou a possibilidade de produção de suspensões de 

nanocápsulas de poli(ε-caprolactona) contendo diclofenaco em escala piloto através de 

nanoprecipitação, com diâmetro médio de 201 ± 86 nm, valor este superior ao 

produzido em escala laboratorial de 100 mL (113 ± 2 nm).  

Entretanto, o método de nanoprecipitação apresenta algumas limitações, tais 

como a impossibilidade de ser usado para fármacos que não são solúveis nestes 

solventes (miscíveis com a água) e a dificuldade de escolha do sistema 

fármaco/polímero/solvente/não-solvente, em que as partículas possam ser formadas e a 

substância ativa eficientemente encapsulada (QUINTANAR-GUERRERO et al., 

1998a; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998b; AHLIN et al., 2002). 

ALLEMANN e colaboradores (1992) adaptaram um método utilizado para 

preparar pseudolatex, cujo princípio consiste na separação de um solvente, miscível 

em água (acetona), da solução aquosa através de um efeito salting-out. O polímero e o 

fármaco são dissolvidos em acetona e esta solução é emulsificada sob agitação 
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vigorosa em um gel aquoso contendo o agente de salting-out (cloreto de magnésio, de 

sódio ou de cálcio) e o estabilizador coloidal. A emulsão O/A formada é diluída com 

suficiente volume de água, a fim de aumentar a difusão da acetona na fase aquosa, 

induzindo a formação das nanoesferas. GALINGO-RODRIGUEZ e colaboradores 

(2004) sugeriram que uma nanopartícula é formada a partir de uma gota de emulsão, e 

assim, o tamanho da gota de emulsão diretamente determina o tamanho das 

nanopartículas formadas por salting–out . 

Emulsificação-difusão, uma técnica mais recente, foi desenvolvida por 

LEROUX e colaboradores, em 1995, na qual nanoesferas foram preparadas utilizando-

se um solvente parcialmente miscível com a água (álcool benzílico) e álcool 

polivinílico ou gelatina como estabilizadores. Este método é uma modificação do 

salting-out, que apresenta a vantagem de evitar o uso de sais e, portanto, elimina a 

necessidade de purificação intensiva (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998a). 

QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (1996), empregando carbonato de 

propileno como solvente parcialmente miscível com a água, avaliaram a influência de 

diferentes tensoativos não-iônicos e de outros estabilizadores na obtenção de 

nanoesferas de poli(ácido lático). Verificaram que tamanho das nanopartículas obtidas 

é influenciado principalmente pela velocidade de emulsificação, tipo e concentração 

do tensoativo/agente estabilizante e do polímero. Estes resultados foram corroborados 

por KWON e colaboradores (2001), ao prepararem nanopartículas de poli(ácido lático-

co-ácido glicólico), através do mesmo método. Aumentando-se a velocidade de 

agitação, existe uma tendência à diminuição do tamanho das partículas formadas e a 

maior uniformidade de distribuição de tamanho. Da mesma forma, o aumento no 

tempo de agitação ocasiona tamanho de partícula e polidispersão menores. A 

diminuição do tamanho de partícula também pode ser obtida com a diminuição da 

concentração de polímero, devido a uma redução da viscosidade (COLOMBO et al., 

2001), e com o aumento da concentração do agente estabilizador (GALINDO-

RODRIGUEZ et al., 2004).  

O método de emulsificação-difusão, diferentemente do método de 

nanoprecipitação (Figura 1), baseia-se na formação inicial de uma emulsão O/A, a 
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partir de um polímero e um fármaco em um solvente parcialmente miscível em água 

(fase interna) e de uma dispersão aquosa de um  tensoativo (poloxamer 188) ou de 

outro estabilizador (gelatina, álcool polivinílico) (fase externa). Antes da formação da 

emulsão, ocorre saturação mútua entre a água e o solvente orgânico, para atingir o 

equilíbrio termodinâmico inicial de ambos os líquidos. Após a formação da emulsão, o 

solvente orgânico é deslocado para fase externa pela adição de um excesso de água, 

formando nanoesferas. Esta fase de diluição da emulsão deve ter uma agitação apenas 

suficiente para homogeneizar a mistura. Após, dependendo do ponto de ebulição, o 

solvente pode ser eliminado por destilação ou por filtração (QUINTANAR-

GUERRERO et al., 1996; QUINTANAR-GUERRERO et al., 1997; QUINTANAR-

GUERRERO et al., 1998a; COLOMBO et al., 2001). Este método foi patenteado por 

QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (1999). Segundo estes autores, o 

mecanismo de formação das nanopartículas, através deste método, seria baseado na 

difusão do solvente a partir dos glóbulos, formados na etapa de emulsificação, 

carreando as moléculas de polímero para a fase aquosa, formando, assim, regiões de 

supersaturação, originando novos glóbulos e agregados de polímero. O sucesso do 

método depende da estabilidade e do tamanho das gotículas, produzidas no estágio 

inicial do processo (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1996; QUINTANAR-

GUERRERO et al., 1997). KWON e colaboradores (2001) também vincularam o 

processo de formação das nanopartículas, preparadas através do mesmo método, à 

diminuição do tamanho dos glóbulos formados, devido à rápida difusão do solvente. 

Por outro lado, CHOI e colaboradores (2002), mediante a avaliação dos parâmetros 

termodinâmicos envolvidos na emulsificação-difusão, evidenciaram que o mecanismo 

de formação das nanopartículas está relacionado com a difusão mútua da água para o 

solvente e do solvente para a água, assim como com a interação polímero-solvente. 

Suspensões de nanocápsulas também podem ser preparadas por este método, 

adicionando-se um óleo à fase interna, antes da emulsificação (QUINTANAR-

GUERRERO et al., 1998b). 
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Figura 1. Esquema dos métodos de preparação empregados na presente tese: 
nanoprecipitação (nanoesferas); deposição-interfacial (nanocápsulas) ou 
emulsificação-difusão (nanocápsulas ou nanoesferas). 
 

COLOMBO e colaboradores (2001) verificaram que a transposição de escala de 

laboratorial para piloto permitiu a obtenção de nanocápsulas de maneira eficiente e 

reprodutível. O equipamento usado na planta piloto (2 L) foi adequado para o 

propósito de escalonamento industrial de nanocápsulas (1000 L), de acordo com 

técnicas de engenharia química. MÜLLER (2003), através de um planejamento fatorial 

de nanocápsulas de poli(ε-caprolactona) contendo diclofenaco, verificou que o 

aumento da quantidade de óleo (Miglyol 810®), bem como a diminuição dos 

estabilizantes (Epikuron 170® e Tween 80®) levou ao aumento do tamanho de 

partícula. Além disto, foi possível obter suspensão coloidal em escala piloto (700 mL), 

empregando o método de emulsificação-difusão, com diâmetro médio de 370 ± 51 nm, 

bastante inferior ao obtido em escala laboratorial de 25 mL (731 ± 40 nm), 

provavelmente devido ao aumento na velocidade de emulsificação. 

TROTTA e colaboradores (2003) empregaram o método de emulsificação-

difusão para a preparação de nanopartículas de lipídio sólido (monoestearato de 

glicerila), utilizando álcool benzílico ou lactato de butila como solventes. 

QUINTANAR-GUERRERO e colaboradores (2005) também adaptaram e otimizaram 

o método de emulsificação-difusão para a preparação de nanopartículas lipídicas, 

sendo que o diâmetro das partículas foi reduzido aumentando-se a temperatura, a 
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velocidade de agitação ou a quantidade do agente estabilizante, bem como pela 

diminuição da quantidade de lipídios. Além disto, a seleção do solvente e do agente 

estabilizante é fundamental para o sucesso do método. 

Este método de preparação apresenta vantagens como o uso de solventes 

aceitáveis do ponto de vista farmacêutico, ser um método versátil e eficiente, pois 

pode proporcionar o controle do tamanho das partículas obtidas, altos rendimentos e 

reprodutibilidade. Adicionalmente, segundo os autores, pode possibilitar o controle da 

espessura da parede polimérica, a transposição de escala e a obtenção de altas 

eficiências de encapsulação (QUINTANAR-GUERRERO et al.,1998a; LEGRAND et 

al., 1999; QUINTANAR-GUERRERO et al., 2005). Por outro lado, o método 

apresenta como desvantagens os altos volumes de água a serem eliminados da 

suspensão e a perda de fármacos solúveis em água para a fase externa, durante a 

emulsificação, e maior tempo de preparação (QUINTANAR-GUERRERO et 

al.,1998a;  GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2005). 

O diâmetro médio de partícula pode variar dependendo do método utilizado. 

MULLER (2003) observou que as partículas de poli(ε-caprolactona) contendo 

diclofenaco diferiram quanto ao tamanho ao comparar nanoprecipitação (190 a 264 

nm) com emulsificação-difusão (702 a 1023 nm). Da mesma forma, GALINDO-

RODRIGUEZ e colaboradores (2004) verificaram que as faixas de tamanho das 

nanopartículas de Eudragit L100-55® obtidas por salting-out (123-710 nm) e por 

emulsificação-difusão (108-715 nm) foram maiores comparadas com o método de 

nanoprecipitação (147-245 nm). Estes mesmos autores, em 2005, observaram que em 

escala piloto, as velocidades de agitação de 790 a 2000 rpm levaram à obtenção de 

nanoesferas de Eudragit L100-55® com tamanho variando de 557 a 174 nm através do 

método de salting-out e de 562 a 230 nm através de emulsificação-difusão. Em escala 

laboratorial, para estas mesmas velocidades, o diâmetro diminuiu de 719 nm para 279 

nm, no caso do método de salting-out, e de 421 para 300 nm para o método de 

emulsificação-difusão. Considerando o método de nanoprecipitação, o diâmetro médio 

de partícula foi de 141 nm e de 105 nm, para as escalas laboratorial e piloto, 

respectivamente, e este método levou menos tempo de preparação (120 min) em 
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relação aos outros (300 a 350 min). Para os três métodos, as nanopartículas foram bem 

reproduzidas nas duas escalas, entretanto, com a transposição, ocorreu uma leve 

redução do tamanho de partícula e na taxa de associação do fármaco (ibuprofeno). 

 

1.2. MICROPARTÍCULAS 

Micropartículas são sistemas, geralmente poliméricos, que apresentam 

diâmetro na ordem de micrômetros (1 a 1000 μm), as quais podem ser classificadas, 

quanto à sua organização, em microcápsulas ou microesferas. Microcápsulas são 

sistemas reservatórios micrométricos, contendo um fármaco ou um núcleo envolvido 

por uma membrana ou um revestimento e, por sua vez, microesferas são sistemas 

matriciais micrométricos (THIES, 1996; BENOIT et al., 1996). A localização e o 

estado de dispersão dos fármacos nas micropartículas poliméricas são fatores 

importantes que governam o modelo de liberação dos fármacos (KAWAGUCHI, 

2000).  

Diversos polímeros podem ser utilizados para a preparação das 

micropartículas, tais como polímeros biodegradáveis [poli(ácido lático), ASO et al., 

1994; BARAS et al., 2000; poli(ácido lático-co-ácido glicólico), LIN et al., 2005; 

poli(ε-caprolactona), YOUAN et al., 2001], derivados de celulose [etilcelulose, 

GRATTARD et al., 2002; carmelose (carboximetilcelulose), YAMADA et al., 2001; 

hipromelose (hidroxipropilmetilcelulose)], polimetacrilatos (Eudragit® RS e RL, 

BARKAI et al., 1990; KRAULAND et al., 2004;  Eudragit S®, JAIN et al., 2005), 

além de polissacarídeos como a quitosana (El-GIBALY et al., 2002; AGNIHOTRI et 

al., 2004; GAVINI et al., 2006), polímeros naturais como a gelatina (FRANZ et al., 

1998), a albumina (TUNCAY et al., 2000), e a caseína (KAWAGUCHI, 2000),  entre 

outros. 

O emprego dos sistemas microparticulados pode contemplar várias aplicações, 

como o controle de liberação de fármacos e/ ou liberação sustentada (CHO et al., 

2001; YAMADA et al., 2001; Del BARRIO et al., 2003; AGNIHOTRI e 

AMINABHAVI, 2004; COOK et al., 2005), aumento da biodisponibilidade de 
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fármacos (KAWASHIMA et al., 1993), redução da toxicidade gastrintestinal 

(CHAWLA et al., 2000; BECK, 2005), tratamento de doenças do trato gastrintestinal 

(LAMPRECHT et al., 2001), preparação de formas farmacêuticas gastrorresistentes 

(TAKENAKA et al., 1980), gastrorretentivas (JAIN et al., 2005) ou mucoadesivas 

(CILURZO et al., 2005) e de formas farmacêuticas para administração nasal 

(VIDGREN et al., 1992; GAVINI et al., 2006), colônica (LAMPRECHT et al., 2004) 

ou pulmonar (COOK et al., 2005), veículos para a liberação de vacina oral 

(ANDRIANOV e PAYNE, 1998), proteção de fármacos contra a degradação e 

vetorização a sítios intestinais específicos do trato gastrintestinal (NORRIS et al., 

1998), provocar quimio-embolização  (KAWAGUCHI, 2000), dentre outras.  

A administração oral dos sistemas particulados é considerada uma das vias 

mais convenientes e custo-efetivas para a liberação de fármacos, apesar de serem 

absorvidos em baixa extensão, devido às barreiras fisiológicas. Dependendo do 

tamanho, as partículas podem ser absorvidas e atingir a circulação sistêmica, ou podem 

ser capturadas pela mucosa intestinal, permanecendo localmente, ou ainda podem 

aglomerar-se na camada de muco, não sendo absorvidas (NORRIS et al., 1998).  

Cabe ressaltar que formas farmacêuticas multiparticuladas apresentam 

vantagens em relação aos sistemas unitários, destacando-se uma distribuição mais 

uniforme e rápida ao longo do trato gastrintestinal, redução de danos locais, menor 

variação da biodisponibilidade interindividual, maior reprodutibilidade de doses 

individuais, bem como a redução do risco de toxicidade, quando comparado ao 

rompimento de um sistema de ação prolongado do tipo unitário (dose dumping) (LIN 

et al., 1991; KAWASHIMA et al., 1993; WANG et al., 1997; LEE et al., 1998; 

KURKURI e AMINABHAVI, 2004). 

Uma grande variedade de métodos de preparação de micropartículas tem sido 

desenvolvida, sendo que a escolha por um método particular é governada, em grande 

parte, pelas características de solubilidade do fármaco e do componente polimérico, 

bem como da duração do tratamento desejado (BODMEIER e CHEN, 1988; JAIN et 

al., 1998). Muitos métodos de polimerização ou de co-polimerização resultam na 

formação de matriz macromolecular, os quais podem ser adaptados para o processo de 
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microencapsulação. Entretanto, a maioria das técnicas empregadas faz uso de 

polímeros pré-formados (ANDRIANOV e PAYNE, 1998).  

Dentre os métodos empregados para a preparação de microesferas pode-se 

mencionar: 1) separação de fase (coacervação); 2) evaporação de solvente 

(emulsificação-evaporação), o qual pode ser realizado a partir de uma emulsão simples 

(O/A) ou múltipla (A/O/A), ou ainda emulsão não-aquosa (“O/O”); 3) extração de 

solvente (emulsificação-extração); 4) secagem por aspersão (spray-drying); 5) uso de 

fluidos supercríticos, dentre outros (BENOIT et al., 1996).  

Por outro lado, para a preparação de microcápsulas, os seguintes métodos 

podem ser empregados: 1) coacervação complexa; 2) separação de fases poliméricas; 

3) polimerização interfacial; 4) secagem por aspersão (spray-drying); 5) leito 

fluidizado, dentre outros (THIES, 1996). A preparação de microcápsulas contendo um 

núcleo oleoso, rodeado por uma parede polimérica, também é possível, através, por 

exemplo, do método de evaporação de solvente do tipo emulsão “O/O” em água, em 

que o fármaco é suspenso em um óleo e emulsionado com uma solução do polímero 

(emulsão “O/O”) e, após, a mistura é emulsificada em uma solução aquosa de um 

tensoativo (O/O/A) (YOUAN et al., 2001). 

A caracterização físico-química das micropartículas, obtidas através de 

diferentes métodos, em geral, é feita segundo os parâmetros descritos na Tabela 1, mas 

outros aspectos também podem ser estudados, tais como a determinação da porosidade 

(TAKADA et al., 1994), da área superficial e do tamanho de poros (BECK, 2005), 

além do potencial zeta das partículas (MU e FENG, 2001) e das propriedades 

tecnológicas (JAIN et al., 2005). 
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Tabela 1. Parâmetros gerais de caracterização físico-química de sistemas 
microparticulados e alguns métodos que podem ser empregados. 
 
Parâmetro a avaliar Método de avaliação Referências 

Distribuição de  Microscopia eletrônica  de varredura SUTINEN et al., 1995 

tamanho de partícula Espalhamento de luz GRATTARD et al., 2002 

 Microscopia de transmissão de luz RUAN et al., 2002 

Avaliação da morfologia de  Microscopia eletrônica de varredura RUAN et al., 2002; BECK, 2005 

superfície externa e/ou interna Microscopia de força atômica MU e FENG, 2001; BECK, 2005 

 Extração  e determinação BITZ et al., 1996 

Taxa de encapsulação do quantitativa do teor total do  HAN et al., 2001 

fármaco fármaco nos sistemas GIUNCHEDI et al., 1995 

 e/ou determinação da quantidade  

 de fármaco não- associada QUAGLIA et al., 2003 

Cinética de liberação do Diferentes métodos PALMIERI et al., 1994 

fármaco associado  GIUNCHEDI et al., 1995 

Avaliação da organização Microscopia confocal GRATTARD et al., 2002 

estrutural e/ou distribuição do Calorimetria exploratória GAVINI et al., 2006 

fármaco nos sistemas diferencial (DSC) BARKAI et al., 1990 

 Difração de raios X BECK, 2005 

 Razão do peso das micropartículas WANG, 2002 

Rendimento obtidas relativo ao peso total  

 dos componentes da formulação BECK, 2005 

Distribuição da massa molar Cromatografia por exclusão ASO et al., 1994 

do polímero de tamanho SANDOR et al., 2001 

 

1.3. Secagem por aspersão de sistemas nano e microparticulados (spray-drying) 

A secagem por aspersão é uma operação muito bem aceita no campo 

farmacêutico, a qual pode ser usada também na produção de adjuvantes, na secagem 

de substâncias sensíveis ao calor, na granulação, na preparação de complexos de 

inclusão com β-ciclodextrinas, na modificação das propriedades farmacêuticas como o 

aumento da solubilidade e dissolução de substâncias fracamente solúveis 
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(TAKENAKA et al., 1980; KAWASHIMA et al., 1984; WAN et al., 1991; 

BROADHEAD et al., 1992). Ao contrário de muitos outros métodos clássicos de 

preparação de micropartículas, a secagem por aspersão (spray-drying) é uma técnica 

bastante rápida para a obtenção destes sistemas, em virtude de consistir de um 

processo de etapa única, além de ser passível de transposição de escala, ser menos 

dependente dos parâmetros de solubilidade do fármaco e do polímero, além de 

aplicável a uma grande variedade de materiais, incluindo substâncias termolábeis 

(JAIN et al., 1998). Neste método, o líquido a secar é dividido na forma de gotículas, 

as quais, na câmara de secagem (torre), estarão sujeitas a um fluxo de ar quente (em 

co-corrente, contra-corrente ou misto) que promoverá a rápida secagem das mesmas. 

As partículas sólidas secas são, então, separadas e recolhidas, podendo apresentar-se 

sob a forma de pós finos, granulados ou aglomerados. Os pós obtidos são geralmente 

esféricos e porosos, sendo possível alterar e controlar suas inúmeras propriedades 

(tamanho de partículas, distribuição de tamanho de partículas, densidade, porosidade, 

capacidade de fluxo, friabilidade) (BROADHEAD et al., 1992; POMBEIRO, 1998; 

WALTON et al., 2000).  

Entretanto, a secagem por aspersão pode apresentar a desvantagem de perda do 

produto devido à adesão das partículas na parede interna do equipamento, além da 

possibilidade de aglomeração das partículas. Objetivando-se amenizar estes 

problemas, uma outra técnica de spray-drying, denominada double-nozzle, foi 

desenvolvida, na qual uma solução aquosa de manitol, usada como antiaderente, é 

aspergida, simultaneamente, com a solução ou a dispersão (emulsão A/O) do fármaco 

na solução do polímero (JAIN et al., 1998). 

Vários parâmetros tecnológicos podem ser considerados para a preparação de 

partículas através deste método, dentre os quais podem ser citados a concentração do 

polímero, temperaturas de entrada e de saída do ar, velocidade do fluxo de alimentação 

e velocidade do fluxo de ar. Além disto, empregando-se a secagem por aspersão, de 

uma maneira geral, é possível obter microcápsulas ou microesferas dependendo do 

estado físico do fármaco na solução do polímero, utilizado para a preparação das 

micropartículas. Desta forma, microcápsulas são formadas pela aspersão de uma 
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suspensão do fármaco na solução polimérica, enquanto que, quando o fármaco está em 

solução juntamente com o polímero, microesferas são formadas (sistemas matriciais) 

(WAN et al., 1992; CONTE et al., 1994). 

Entretanto, diferentes sistemas podem ser simultaneamente formados, uma vez 

que microesferas de etilcelulose, preparadas através de secagem por aspersão, 

apresentaram três diferentes estruturas, evidenciadas através de microscopia confocal, 

empregando-se como modelo albumina marcada com fluoresceína: esferas 

aparentemente ocas, com distribuição homogênea da proteína ao redor da parede; 

esferas preenchidas (matriciais), contendo uma dispersão mais homogênea da proteína, 

sem acumulação desta próxima à superfície e outras constituídas de pequenas 

partículas, com um alto teor de proteína. Além disto, foi verificado que os aspectos-

chave que controlaram o processo de liberação foram a porosidade da matriz, a 

distribuição de tamanho das microesferas, a solubilidade das sondas no polímero e na 

água, além da difusão do meio de dissolução para dentro da matriz (GRATTARD et 

al., 2002). 

QUAGLIA e colaboradores (2003) verificaram que o tipo de líquido de 

alimentação (dispersão, emulsão A/O ou solução) contendo insulina e o polímero 

[poli(ácido lático-co-ácido glicólico)], além da co-encapsulação com aditivos 

(tensoativos não-iônicos e hidroxipropil-β-ciclodextrina), são parâmetros importantes, 

capazes de influenciar as características físico-químicas das micropartículas, 

preparadas através de secagem por aspersão, e a liberação do fármaco a partir destes 

sistemas. Os produtos formados apresentaram rendimentos entre 43 e 60 % e diâmetro 

médio de partícula entre 12 e 49 μm. 

Em outro estudo, PALMIERI e colaboradores (1994) verificaram que 

micropartículas de Eudragit® RS, preparadas através de secagem por aspersão, apenas 

foram efetivas em controlar a liberação dos fármacos-modelo após a formação de 

comprimidos, através de compressão direta. Os fatores mais importantes a serem 

considerados para a otimização destas formulações, segundo os autores, incluem a 
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solubilidade do fármaco, a dureza dos comprimidos, a razão fármaco/polímero e a 

presença de plastificante. 

MÜLLER e colaboradores (2000) empregaram pela primeira vez a secagem 

por aspersão, para obter formas sólidas de nanopartículas poliméricas contendo 

diclofenaco, utilizando 3 % (m/V) de dióxido de silício coloidal como adjuvante de 

secagem. Através de microscopia eletrônica, foi verificado que estes pós são formados 

por micropartículas, as quais são revestidas por nanopartículas contendo o fármaco. 

Estes produtos foram capazes de proteger a mucosa gastrintestinal de ratos contra os 

danos provocados pelo diclofenaco, da mesma forma que as suspensões de 

nanocápsulas (GUTERRES et al., 2001; GUTERRES et al., 1995a). Posteriormente, 

outros trabalhos demonstraram a aplicabilidade destes sistemas, utilizando como 

fármacos antiinflamatórios não-esteróides (WEISS, 2001; POHLMANN et al, 2002; 

OBACH et al., 2002; RAFFIN et al., 2003; MULLER, 2003). OBACH (2002), 

estudando os perfis de liberação de indometacina a partir dos pós de nanocápsulas, 

nanoesferas e nanodispersão observou diferenças entre os mesmos, após aplicação de 

metodologias f1/f2, eficiência de dissolução e modelagem matemática. MÜLLER 

(2003) obteve pós de nanocápsulas contendo diclofenaco com características 

adequadas, utilizando o dióxido de silício coloidal como o melhor adjuvante, tanto 

para as suspensões preparadas por nanoprecipitação, quanto para aquelas preparadas 

por emulsificação-difusão. Além disto, este autor demonstrou a possibilidade da 

preparação de granulados, como intermediários para o enchimento de cápsulas de 

gelatina dura, a partir dos pós de nanocápsulas. 

SHAM e colaboradores (2004) desenvolveram novos sistemas objetivando-se 

a liberação de fármacos no pulmão, baseado em matrizes de lactose contendo 

nanopartículas de gelatina ou de poli(cianoacrilato de butila), obtidas através de 

secagem por aspersão. A dispersão dos pós no ar demonstrou que a maior parte das 

partículas apresentou tamanho inferior a 5 μm, sendo apropriadas para a inalação. 

Após dispersão destes sistemas em água, foi verificado que o tamanho das 

nanopartículas aumentou após a secagem, sendo esta diferença significativa no caso 

das formulações preparadas com gelatina. GRENHA e colaboradores (2005) também 
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microencapsularam nanopartículas de quitosana, empregando manitol e lactose, 

através de secagem por aspersão, objetivando o desenvolvimento de sistemas de 

liberação pulmonar de proteínas.  

Em 2004, BECK e colaboradores desenvolveram micropartículas 

nanorrevestidas, formadas por núcleos de dióxido de silício coloidal contendo o 

fármaco, revestidos por nanocápsulas, nanoesferas ou nanodispersão através de 

secagem por aspersão, visando uma nova aplicabilidade destes sistemas 

nanoestruturados como material de revestimento (BECK, 2005; BECK et al., 2005). O 

diclofenaco ácido, o diclofenco sódico e a dexametasona foram utilizados como 

fármacos-modelo e o Eudragit S100® foi o polímero escolhido para o estudo, em 

função de sua solubilidade pH-dependente. O nanorrevestimento foi comprovado 

através de estudos de microscopia e da determinação da redução das áreas superficiais 

das micropartículas em relação ao núcleo não revestido. Os resultados de liberação in 

vitro dos fármacos associados demonstraram modificações nos seus perfis de 

dissolução, de acordo com o tipo de material nanoestruturado empregado, a natureza 

do fármaco e a presença de plastificante. Estudos in vivo demonstraram que as 

micropatículas nanorrevestidas foram capazes de reduzir a toxicidade gastrintestinal 

do diclofenaco, em relação à solução aquosa do fármaco. Além disto, experimentos de 

interação das micropartículas nanorrevestidas, contendo dexametasona, com células 

Caco-2 demonstraram a potencialidade destes sistemas em modificar a absorção deste 

fármaco em relação à solução aquosa, sem apresentarem citotoxicidade sobre esta 

linhagem celular (BECK, 2005). 

 

1.4. MELATONINA 

A melatonina (do grego melanos = preto e tonos = cor; BEYER et al., 1998) 

foi isolada, na década de 1950, pelo dermatologista Aaron Lerner, a partir da glândula 

pineal bovina, a qual foi assim denominada por sua habilidade de clarear 

(CLAUSTRAT et al., 2005) a pele escura produzida pelo pigmento químico melanina 

de certos peixes, répteis e anfíbios (EPSTEIN, 1997; BEYER et al.,1998).  
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A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina, Figura 2) é, portanto, um 

hormônio natural, da classe química indolamina, produzido principalmente pela 

glândula pineal, a partir da serotonina, via reações de acetilação catalisadas pela N-

acetiltransferase e pela 5-hidroxiindol-O-metiltransferase. A rota biossintética da 

melatonina é regulada pela fotoperiodicidade do ambiente por meio de impulsos 

originados na retina, através de uma estrutura denominada relógio biológico (núcleo 

supraquiasmático do hipotálamo), responsável pelo ritmo circadiano, ou seja, está 

envolvida no ciclo dormir/despertar. Nos seres humanos, em adultos jovens, a 

concentração deste hormônio é baixa durante o dia (< 10 pg/mL), devido à inibição de 

sua secreção, quando a intensidade luminosa é elevada. Entretanto, durante a noite, sua 

concentração endógena média plasmática é cerca de 50 a 70 pg/mL. O nível 

plasmático de melatonina começa a aumentar a cerca de nove horas da noite, sendo o 

pico de concentração entre duas e quatro horas da madrugada, retornando à linha de 

base entre sete e nove horas da manhã (BÉNÈS et al., 1997; BRZEZINSKI, 1997; 

HOFFMANN et al., 1998; RANG et al., 2001; REITER et al., 2003; BARRENETXE 

et al., 2004). O seu perfil plasmático é muito heterogêneo entre indivíduos, mas é 

bastante reprodutível em um mesmo indivíduo (CLAUSTRAT et al., 2005).  

A melatonina também é sintetizada secundariamente por outras células, como 

células enterocromafins, plaquetas e células mononucleares sangüíneas (LIEBMANN 

et al., 1997), além de células presentes na retina, no trato gastrintestinal (REITER, 

1998; TOSINI e FUKUHARA, 2003; CLAUSTRAT et al., 2005), na pele, medula 

óssea e, provavelmente, por outras estruturas, cuja contribuição sistêmica é 

insignificante. Embora a melatonina tenha sido intensamente detectada no reino 

animal, recentemente, tem sido encontrada em plantas. Esta substância também está 

presente em bactérias (CLAUSTRAT et al., 2005).  

É metabolizada principalmente no fígado, onde sofre uma 6-hidroxilação, 

seguida de conjugação, a um sulfato ou glicuronato, sendo o sulfato de 6-

hidroximelatonina o seu principal metabólito urinário, em humanos (REITER, 2003; 

BARRENEXTE et al., 2004). Atualmente, tem-se pesquisado intensamente os 

processos fisiológicos que são controlados pela melatonina, pois pouco se conhece 
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ainda a este respeito (KANDIMALLA et al., 1999a; RANG et al., 2001), mas se sabe 

que é um modulador biológico do humor, do sono, da fisiologia reprodutiva, do ritmo 

circadiano e de funções imunológicas (BEYER et al., 1998; EPSTEIN, 1997; 

ESQUIFINO et al., 2004). 

Figura 2. Fisiologia da secreção da melatonina, 5-metoxi-N-acetiltriptamina (adaptado 
de Epstein, 1997 e de BEYER et al., 1998).  
 

Em humanos, existe uma estreita relação entre os altos níveis plasmáticos de 

melatonina e a propensão rítmica ao sono (BARRENETXE et al., 2004). Entretanto, a 

introdução da luz artificial tem comprometido significativamente a quantidade de 

melatonina produzida pela glândula pineal humana, quando utilizada 

indiscriminadamente, durante os períodos normais de “escuridão” (REITER, 2003). 

Intensidades de luz de 2000 a 2500 lux por 2 h (02:00 a 04:00 h da madrugada), 

suprimem completamente a secreção da melatonina, enquanto que, geralmente, as 

intensidades de luz doméstica (50-300 lux) têm um modesto efeito supressivo 

(CLAUSTRAT et al., 2005). Entretanto, quando os períodos regularmente alternados 
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intensidade, além da fase circadiana em que a exposição ocorre (REITER, 2003). 

Outro importante fator que influencia a quantidade de melatonina sintetizada é a idade 

(REITER, 2003). Os níveis de melatonina endógena e de sulfato de 6-

hidroximelatonina são elevados durante a infância, começando a diminuir próximo à 

puberdade, caindo a concentrações mínimas na senescência. Esta diminuição da 

secreção de melatonina dependente da idade, observada em idosos, pode estar 

relacionada a uma função permissiva no desenvolvimento de vários processos 

degenerativos e carcinogênicos (GARCÍA-PATTERSON et al., 1996; BEYER et al., 

1998; REITER et al., 2002).  

A utilização de melatonina exógena tornou-se bastante disseminada nos anos 

noventa, como uma novidade, na medicina alternativa, embora existam alguns estudos 

que comprovem a sua eficácia (RANG, 2001). Este hormônio tem sido usado 

extensivamente como suplemento alimentar ou como medicamento de auto-

administração para distúrbio do sono, em países onde é livremente disponível (over-

the-counter - OTC), sendo também empregado sob prescrição (ARENDT, 2003). 

Desta forma, a melatonina vem sendo empregada no controle de distúrbios do ciclo 

circadiano, os quais estão associados ao aumento de problemas de saúde em humanos 

(RANG, 2001; ARENDT, 2003). A melatonina exerce efeitos cronobióticos em uma 

larga faixa de doses, incluindo desde níveis fisiológicos (250 μg) a farmacológicos (1 

a 10 mg; REITER, 2003). Produtos disponíveis no comércio podem apresentar-se nas 

formas de cápsulas e de comprimidos, nas dosagens que variam geralmente de 0,5 mg 

a 5,0 mg por unidade (SUHNER et al., 1999; BRZEZINSKI, 1997; PDR, 1997; JAN 

et al., 2000). Podem ser encontradas formulações de liberação imediata, como por 

exemplo cápsulas contendo 3 mg do fármaco (Twin Laboratories Inc.) ou formulações 

de liberação controlada, como CircadinTM (comprimidos - 2 mg, Neurin 

Pharmaceuticals) e comprimidos produzidos pelo Twin Laboratories Inc (comprimidos 

de 2 mg) (JAN et al., 2000). No Physicians’ Desk Reference (1997) os seguintes 

produtos estão relatados: Melatonin 3 mg comprimidos e Melatonin Spray (baseado 

em lipossomas), do AC Laboratory; Melatonin 1,5 mg, Melatonin 500 μg e Melatonin 

SR, da Par Pharmaceutical; Vitatonin (melatonina e outros antioxidantes), de CPH 
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International. Quando utilizada para diminuir a latência ao sono e/ou prolongá-lo, a 

melatonina deve ser administrada, aproximadamente, 30 minutos antes de deitar-se 

(REITER, 2003). 

Têm aumentado as evidências de que as propriedades cronobióticas da 

melatonina, quando adequadamente administrada, propiciam tratamento efetivo para 

distúrbios relacionados ao ciclo dormir/despertar, síndrome da fase do sono retardada, 

jet-lag (defasagem de tempo de longas viagens) e problemas de sono em trabalhadores 

por turnos. O emprego de melatonina tem mostrado melhorar distúrbios do sono em 

pessoas cegas, sendo muitas vezes o tratamento de escolha, além de ser um alvo 

terapêutico de distúrbios do sono relacionados à idade, principalmente causados pela 

dificuldade de percepção luminosa e ao declínio das funções do sistema circadiano 

(ARENDT, 2003; BARRENEXTE et al., 2004; ARENDT e SKENE, 2005). Também 

tem existido um consenso de que a melatonina exógena é benéfica para tratamento de 

crianças com distúrbio crônico do ciclo dormir/acordar, as quais têm dificuldades de 

desenvolvimento neural e neuropsiquiátricos (JAN et al., 2000).  

A potencial toxicidade da melatonina tem sido considerada extremamente 

baixa, tanto em animais (10 a 250 mg/kg; 800 mg/kg) quanto em humanos (1 a 300 

mg/kg) (VIJAYALAXMI et al., 2002; 2004). Em um estudo realizado em humanos, 

que receberam 1 g de melatonina diariamente, durante um mês, foram verificadas 

apenas algumas alterações em certos hormônios pituitários (NORDLUND e LERNER, 

1977). Leve efeito sedativo tem sido descrito para a melatonina em testes 

neurocomportamentais, incluindo redução da vigilância visual e auditiva, sonolência e 

eficiência reduzida na conduta de tarefas (VIJAYALAXMI et al., 2004). Desta forma, 

estudos têm sugerido que, a curto prazo, a melatonina é segura e efetiva para alterar o 

sono e o ritmo circadiano (ARENDT, 2003). Entretanto, ainda existe uma insuficiência 

de dados referentes a sua seguridade mais a longo-prazo, o que pode trazer restrições 

quanto ao seu emprego clínico (DeMURO et al, 2000; ARENDT, 2003). Além disto, a 

dose ótima e a formulação para as aplicações devem ser melhor esclarecidas 

(ARENDT e  SKENE, 2005).  
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Além das funções reguladoras relacionadas ao ritmo biológico, na última 

década, vários efeitos potenciais têm sido descritos e amplamente estudados para a 

melatonina, tais como sedativo, anticonvulsivante, analgésico, contraceptivo, 

antidepressivo, antiinflamatório, anticancerígeno, além de imunoestimulante e, mais 

recentemente, antioxidante (BRZEZINSKI, 1997; HOFFMANN et al., 1998; 

VIJAYALAXMI et al., 2002; ESQUIFINO et al., 2004; BOUTIN et al., 2005; 

HARDELAND et al., 2006).  

Diversos estudos têm demonstrado que a melatonina possui uma ação 

inibitória sobre o crescimento de diferentes tipos de células cancerosas humanas, 

principalmente de tumores dependentes de hormônio sexual, tais como os de origem 

na mama e ovário (GARCÍA-PATTERSON et al., 1996; BRAINARD et al., 1999; 

PETRAKA et al., 1999; KANISHI et al., 2000; VIJAYALAXMI et al., 2002). 

Entretanto, estudos clínicos adicionais, objetivando definir a dose efetiva, o 

planejamento do tratamento e o tipo de tumor, devem ainda ser realizados a fim de 

avaliar o valor clínico da melatonina como um fármaco anticancerígeno (GARCÍA-

PATTERSON et al., 1996).  

Estudos também têm evidenciado que a melatonina, administrada em altas 

doses, pode inibir a ovulação de mulheres, tendo potencial uso como contraceptivo, 

em combinação com progesterona (GARCÍA-PATTERSON et al., 1996). Além disto, 

foi demonstrado, in vitro, que este hormônio estimula, em concentrações micromolares 

(10-5 a 10-4 mol.L-1), a proliferação e a síntese de colágeno tipo I em células de osso 

humano (HOB-M) e células osteoblásticas (SV-HFO), sugerindo seu uso potencial em 

situações em que a formação de osso é desejada, tais como osteoporose e fraturas. 

Entretanto, pouco se conhece ainda a respeito do mecanismo desta ação mitogênica da 

melatonina sobre as células ósseas (NAKADE et al., 1999). 

Outra linha de estudos de interesse, baseia-se na interação entre melatonina, 

opióides e analgesia, a qual tem sido suspeitada  há vários anos, uma vez que, durante 

à noite, quando o nível de melatonina é alto, muitos pacientes são menos sensíveis à 

dor e requerem menos analgésico. Entretanto, devido ao fato de poder se comportar 

como um agonista-antagonista misto dos receptores opióides, existe dúvida quanto ao 
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emprego da melatonina, em simples co-administração a narcóticos, tal como a 

morfina, para potencializar a eficácia analgésica destes (EBADI et al., 1998). 

Alguns dos efeitos da melatonina são mediados por interações com dois bem 

caracterizados receptores de membrana acoplados à proteína-G (MT1 ou Mel1a e MT2
 

ou Mel1b; BARRENETXE et al., 2004; BOUTIN et al., 2005), os quais estão 

localizados principalmente no cérebro (núcleo supraquiasmático, cerebelo, córtex, 

hipocampo, hipotálamo e artérias cerebrais) e na retina, mas também são encontrados 

em tecidos periféricos (KANDIMALLA et al., 1999a; RANG et al., 2001; 

BARRENETXE et al., 2004). Um terceiro sítio protéico de ligação da melatonina, 

ainda pouco caracterizado, a quinona 2-redutase (QR2 ou MT3) citosólica, foi 

descoberto, e, embora controverso, parece apresentar uma função de destoxificação 

(BOUTI et al., 2005). A caracterização farmacológica dos receptores da melatonina, 

no sistema nervoso central, tem estimulado a síntese de agonistas e de antagonistas 

destes receptores, objetivando o entendimento do mecanismo de ação do hormônio 

(BARRENETXE et al., 2004). Além disto, interações da melatonina com receptores 

nucleares e com proteínas intracelulares podem também ocorrer (CLAUSTRAT et al., 

2005). Outros efeitos são freqüentemente atribuídos à natureza química antioxidante 

desta indolamina, observados geralmente a concentrações altas, não-fisiológicas 

(BOUTI et al., 2005), embora existam algumas evidências de que a quantidade de 

melatonina endogenamente produzida possa ser relevante como antioxidante 

fisiológico (CLAUSTRAT et al., 2005). Desta forma, curiosamente, dependendo de 

suas ações, a melatonina é ativa em concentrações subnanomolares até milimolares, 

embora circule a um pico de concentração noturna inferior à nanomolar (BOUTI et al., 

2005).   

 

1.4.1. Lipoperoxidação e atividade antioxidante da melatonina 

Cerca de 1 a 5 % do oxigênio inspirado é convertido em formas parcialmente 

reduzidas de oxigênio (os radicais livres ou as espécies reativas de oxigênio), muitos 

dos quais são extremamente tóxicos. O oxigênio molecular é monovalentemente 
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reduzido ao radical ânion superóxido (O2
−·), o qual, em presença da enzima 

superóxido dismutase (SOD), pode ser convertido ao intermediário reativo H2O2. Na 

maioria das células, principalmente naquelas do sistema nervoso central, H2O2 é 

destoxificado pelas enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase selênio-

dependente (GPx). A GPx utiliza H2O2 e hidroperóxidos como substratos durante a 

conversão de glutationa reduzida (GSH) à oxidada (GSSG), sendo a última reciclada à 

forma reduzida pela enzima glutationa redutase (GRd). Entretanto, na presença íons de 

metais de transição (Fe2+ ou Cu1+), H2O2 pode sofrer a reação de Fenton ou de Haber-

Weiss, formando-se o radical hidroxila (.OH). Alternativamente, o O2
−· pode interagir 

com radical do óxido nítrico (NO.), formando o ânion peroxinitrito (ONOO−), o qual 

eventualmente produz o radical .OH (Figura 3). O radical .OH é potencialmente 

citotóxico, sendo capaz de prontamente interagir com moléculas orgânicas, tais como 

proteínas, fosfolipídios, ácidos nucléicos (DNA mitocondrial e nuclear) e carboidratos, 

causando danos irreversíveis. As membranas celulares são particularmente vulneráveis 

ao ataque oxidativo por serem formadas basicamente de lipídios insaturados e de 

proteínas. Desta forma, o radical .OH ataca uma molécula orgânica (ácido graxo 

poliinsaturado da membrana ou lipoproteína), seqüestrando um átomo de hidrogênio 

de um átomo de carbono, o qual reage rapidamente com O2, formando radical peroxila 

(LOO.). Este último radical seqüestra um novo átomo de hidrogênio, gerando um novo 

radical de carbono, desenvolvendo uma reação em cadeia, denominada 

lipoperoxidação. É uma reação complexa e pode ser de auto-propagação, o que 

significa que, um vez iniciada, pode, teoricamente, levar à oxidação de todos os 

lipídios da célula, podendo, portanto, tornar-se altamente destrutiva (REITER, 1998; 

BEYER et al 1998; BRIDI et al., 1999). Além do .OH, o ONOO¯ e o oxigênio 

singleto (1O2), formado sob condições foto-oxidativas, também podem começar o 

processo de lipoperoxidação (REITER, 1998). Este processo resulta em diversos 

produtos tóxicos, incluindo o malondialdeído (MDA) e peróxidos lipídicos, sendo o 

primeiro o principal e o mais estudado produto da peroxidação de ácidos graxos 

poliinsaturados; em função de sua alta citotoxicidade, podendo interagir com DNA e 
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proteínas, e ter ação inibitória sobre enzimas protetoras, atua como um potencial 

promotor de tumor ou um agente de co-carcinogênese, além de aterogênico. O MDA, 

por ser o produto final da lipoperoxidação, serve como um índice do dano oxidativo 

(TAYSI et al., 2003; DEL RIO et al., 2005). 

Figura 3. Geração de radicais livres (adaptado de BEYER et al, 1998). 

 

A lipoperoxidação é um processo fisiológico contínuo, sendo importante na 

renovação das membranas. Entretanto, um aumento deste processo pode danificar 

células ou alterar processos fisiológicos (BRIDI, 1999). Favoravelmente, o organismo 

é dotado de sistemas de defesa antioxidante, os quais envolvem enzimas, como SOD, 

CAT e GPx, capazes de limitar a formação de radicais livres ou de neutralizá-los, 

quando formados, e ainda substâncias que os seqüestram diretamente (“scavengers”), 
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desidrogenase, a qual regenera o NADPH (BEYER et al. 1998; BECKMAN e AMES, 

1998) que mantém a glutationa reduzida. 

Recentemente, tem sido relatado que melatonina, endógena e exógena, pode 

ajudar a neutralizar os radicais livres antes de exercerem as suas ações tóxicas 

(BEYER et al. 1998).  De fato, em ratos e em humanos jovens, os níveis séricos de 

melatonina têm sido correlacionados com a capacidade sanguínea de neutralizar 

radicais livres, de maneira que, quanto maior o nível de melatonina no soro, têm sido 

verificado um maior “status” antioxidante total (REITER et al., 2002).  

Desta forma, diversas pesquisas, realizadas in vitro e/ou in vivo, têm 

demonstrado a efetiva atividade antioxidante da melatonina (MELCHIORRI et al., 

1995; MARSHALL et al., 1996; REITER et al., 1997; MORISHIMA et al., 1998; 

KARBOWNIK et al., 2000; CABRERA et al., 2000; ORTIZ et al., 2001; CHUNG e 

HAN, 2003; HARDELAND et al., 2006), tendo sido sugerido possuir efeitos contra o 

envelhecimento e em doenças relacionadas à idade. Os benefícios clínicos potenciais 

do uso de melatonina como antioxidante sugerem que esta possa ser efetiva no 

tratamento de muitas condições patofisiológicas, incluindo vários tipos de câncer e 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer e de Parkinson (REITER, 

1998; BEYER et al., 1998; PAPPOLLA et al., 2002; TAYSI et al., 2003; 

MATSUBARA et al., 2003; FENG et al., 2006). A melatonina tem revelado maior 

atividade, em muitos modelos, quando comparada a antioxidantes potentes 

conhecidos, como as vitaminas C e E e a GSH (BEYER et al., 1998; REITER, 1998). 

Por outro lado, em certos estudos, sua potência antioxidante também tem sido inferior 

a alguns compostos, como outras indolaminas, dependendo do modelo testado 

(MARSHALL et al., 1996; CHAN e TANG, 1996). 

As propriedades antioxidantes da melatonina podem ser derivadas de dois 

mecanismos: ação antioxidante direta sobre espécies reativas de oxigênio e/ou pela 

inibição da geração destas, apresentando também uma ação antioxidante indireta. 

Desta forma, vários estudos têm demonstrado sua eficiente ação em seqüestrar o .OH, 

o H2O2, o ácido hipocloroso (HOCl), o 1O2, o ONOO−, o ácido peróxido nitroso e, 
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possivelmente, o LOO. (REITER et al., 1998; KARBOWNIK et al., 2001; REITER et 

al., 2002; REITER, 2003). A melatonina atua como doadora de elétrons, tornando-se 

um radical (cátion radical indolila ou radical melatonila), primeiramente 

destoxificando radicais reativos, e ao mesmo tempo, não sofre auto-oxidação no 

processo de reciclagem redox ou na presença de metais de transição (REITER, 1998; 

KARBOWNIK et al., 2001). Desta forma, ao contrário dos antioxidantes clássicos, 

tais como vitamina C, E e GSH, que sofrem ciclismo redox, a melatonina, sendo uma 

molécula rica em elétrons, pode interagir com radicais via uma reação aditiva para 

formar diversos produtos finais estáveis, os quais são eliminados na urina. 

Conseqüentemente, não sofreria ciclismo redox e, portanto, não funcionaria como um 

pró-oxidante (TAN et al., 2000 apud MAHARAJ et al., 2002*).  

De fato, estudos têm demonstrado que a melatonina não apresenta efeitos pró-

oxidantes in vitro (MARSHALL et al., 1996; CHAN e TANG, 1996). De acordo com 

CHAN e TANG (1996), a mais baixa capacidade antioxidante da melatonina (5-

metoxiindolamina) em relação às 5-hidroxiindolaminas (serotonina e N-

acetilserotonina) pode ser balanceada pela falta de efeito pró-oxidante da melatonina, 

em oposição à moderada ação pró-oxidante das últimas, verificada utilizando o modelo 

de dano ao DNA induzido por bleomicina-ferro. Contraditoriamente, alguns estudos 

descreveram efeitos pró-oxidantes in vitro para a melatonina, dependendo da 

concentração e do tempo de incubação (OSSENI et al., 2000; BARRENETXE et al., 

2004).  

A melatonina aumenta a atividade de enzimas antioxidantes, como SOD, 

GPx, GRd, γ-glutamilcisteína sintetase, glicose 6-fostato desidrogenase e CAT, 

aumentando, assim, a capacidade de defesa endógena do organismo e, ao mesmo 

tempo, pode diminuir a atividade de enzimas pro-oxidantes, como óxido nítrico 

sintetase e lipoxigenases (REITER, 1998; KARBOWNIK et al., 2001; REITER et al., 

 

*TAN, D.X.; MANCHESTER, L.C. REITER, R.J. Significance of Melatonin in Antioxidant Defense System: 
Reaction and Products. Biological Signals and Receptors, v. 9, p. 137-159, 2000 apud MAHARAJ, D.S., 
ANOOPKUMAR-DUKIE, S., GLASS, B.D., ANTUNES, E.M., LACK, B., WALKER,R.B., DAYA, S. The 
Identification of the UV Degradants of Melatonin and their Ability to Scavenge Free Radicals. Journal of 
Pineal Research, 32, 257-261, 2002. 
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2002; HARDELAND et al., 2006). O mecanismo envolvido na regulação de enzimas 

antioxidantes pela melatonina, in vivo, ainda não foi precisamente determinado, mas 

estudos têm demonstrado sua capacidade de influenciar a expressão gênica de enzimas 

antioxidantes, alterando os níveis de RNAm para estas enzimas (RODRIGUEZ et al., 

2004). A melatonina também influencia favoravelmente a produção e a geração de 

GSH, o  principal  antioxidante  intracelular.  Além disto,  este  hormônio  de  estrutura 

pequena, sendo lipofílico e ao mesmo tempo um pouco solúvel em meio aquoso,  

facilmente    atravessa    as    barreiras   biológicas   e   prontamente  entra  nas  células, 

compartimentos ou fluidos corporais, incluindo a barreira hematoencefálica, sendo 

largamente distribuído dentro do organismo (citosol, núcleo, membranas celulares e 

mitocôndria), onde pode seqüestrar radicais livres tanto em ambiente celular lipídico 

quanto aquoso (REITER et al., 1996; REITER et al., 1997; KARBOWNIK et al., 

2001; VIJAYALAXMI et al., 2004; CLAUSTRAT et al., 2005; HARDELAND et al., 

2006). Concentrações altas de melatonina podem ser encontradas na mitocôndria, onde 

é capaz de aumentar a eficiência da cadeia de transporte de elétrons, com a 

conseqüente redução da geração de radicais livres, fato que se torna especialmente 

importante, uma vez que esta organela é o maior sítio de geração de radicais livres e de 

estresse oxidativo (KARBOWNIK et al., 2001; REITER et al., 2002).  

O fato da melatonina penetrar no cérebro é particularmente interessante, uma 

vez que este órgão é altamente suscetível ao dano oxidativo, devido a sua alta 

concentração de ácidos graxos facilmente oxidáveis, possuir regionalmente altas 

concentrações de ácido ascórbico e ferro e apresentar relativamente baixo nível de 

sistema de defesa antioxidante, além de consumir grande quantidade de O2 (cerca de 

20 % do total inalado), apesar de representar apenas cerca de 2 % do peso corporal 

(REITER et al., 1997; REITER, 1998). Estudos têm demonstrado também a habilidade 

da melatonina em estabilizar membranas, pois protege contra a diminuição da fluidez 

das membranas (qualidade de facilidade ao movimento), causada, possivelmente, pela 

oxidação de ligações duplas lipídicas e de cadeias laterais de aminoácidos, acarretando 

mudanças na sua dinâmica funcional (REITER, 1998). 
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LIVREA e colaboradores (1997) avaliaram a ação contra a peroxidação 

lipídica de melatonina incorporada em lipossomas unilamelares de fosfatidilcolina, nas 

doses de 5 a 500 μmol.L-1. As concentrações de 5 e 10 μmol.L-1 não foram efetivas em 

reduzir a peroxidação lipídica. Por outro lado, o fármaco nas doses de 30 a 500 

μmol.L-1 causou curtos períodos de inibição da lipoperoxidação, aumentando com a 

dose, mas não de forma linear. Foi verificado também um sinergismo de ação pela 

combinação de melatonina com α-tocoferol, a 5 μmol.L-1, o qual já havia sido relatado 

para substâncias como ascorbato e GSH.  

A melatonina, administrada na dose de 5 ou 10 mg/kg, também reduziu a 

peroxidação lipídica no fígado de rato, induzida por irradiação γ, a qual é muito 

empregada na terapia de câncer. Verificou-se que a redução do nível de 

malondialdeído foi dose-dependente da melatonina (TAYSI et al., 2003).  

SAIJA e colaboradores (2002) investigaram a interação da melatonina com 

modelos lipossomais de membranas e a possível implicação em seu efeito protetor, 

contra danos oxidativos provocados por radiação UV. Estes resultados in vitro 

sugeriram que o efeito fotoprotetor da melatonina pode ser, ao menos parcialmente, 

resultante de sua capacidade de seqüestrar radicais livres, incluindo o óxido nítrico, 

além de poder atuar absorvendo radiação UV. Através de calorimetria exploratória 

diferencial, foi evidenciada também a capacidade da melatonina de interagir com as 

bicamadas de dimiristoilfosfatidilcolina, causando um significante efeito fluidificante, 

o que pode ser um mecanismo cooperativo na proteção contra danos peroxidativos às 

membranas, ao lado de sua capacidade de atravessar as biomembranas, possibilitando 

também a proteção de componentes intracelulares.  

VURAL e colaboradores (2001) avaliaram o efeito antioxidante da 

melatonina, administrada intraperitonealmente, na dose de 10 mg/kg/dia, em ratos 

diabéticos, uma vez que o estresse oxidativo exerce uma função no desenvolvimento 

da doença e nas complicações associadas a mesma. Os resultados sugeriram que a 

melatonina possa ser útil no tratamento de diabetes devido às propriedades 

antioxidantes, além de controlar o nível de glicose no sangue. 
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SIU e colaboradores (1999) verificaram que a presença de indolaminas, tal 

como a melatonina, foi capaz de reduzir a peroxidação lipídica, induzida por óxido 

nítrico, em homogeneizados de retina de rato. A vitamina E apresentou um efeito 

sinérgico com as indolaminas no combate ao dano oxidativo retinal.  

CABRERA e colaboradores (2000) avaliaram o efeito da melatonina sobre o 

dano oxidativo em cérebro de rato, induzido por ácido quinolínico, o qual é um 

metabólito relacionado a diversas doenças neurológicas em humanos. Em 

experimentos in vitro, o acúmulo de produtos da peroxidação lipídica foi 

significativamente reduzido pela melatonina (0,5 a 3 mmol.L-1) de forma dose-

dependente. A administração de melatonina, intraperitonealmente (10 mg/kg), 30 

minutos antes da administração do ácido quinolínico, e após 4 e 20 horas, reduziu 

significativamente a peroxidação lipídica. A melatonina também administrada 

intraperitonealmente a ratos, na dose de 10 mg/kg a cada 6 horas, durante 15 dias, 

reduziu os danos oxidativos provocados pelo carcinogênico ácido δ-aminolevulínico 

sobre o DNA e preveniu a redução da fluidez das membranas mitocondrial e 

microssomal renais, bem como foi efetiva em diminuir os produtos da peroxidação 

lipídica na circulação sistêmica (KARBOWNIK et al., 2000). 

SHEN e colaboradores (2002) verificaram que a melatonina (0,1, 1,0 e 10 

mg/kg/10 dias) reduziu efetivamente a peroxidação lipídica em tecido cerebral de ratos 

de meia-idade, induzida pela administração de peptídeo β-amilóide, o qual possui uma 

ação causal na doença de Alzheimer. Foi observado também um aumento da atividade 

de enzimas antioxidantes, o que pode contribuir para a melhoria do aprendizado e 

memória desses animais. Resultados também sugeriram que o aumento, relatado à 

idade, na vulnerabilidade do tecido cerebral à oxidação, em camundongos com 

senescência acelerada, pode ser modificado pela melatonina, provavelmente por sua 

habilidade de seqüestrar radicais livres e estimular a atividade de enzimas 

antioxidantes (OKATANI et al., 2002).  

GÓMEZ e colaboradores (2005) verificaram efeitos protetores da melatonina, 

em hipocampo de ratos, contra danos celulares causados por estresse oxidativo 
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induzido por alumínio, quando administrada intraperitonealmente na dose de 10 

mg/kg/dia durante 11 semanas (veículo= 0,9 % de solução salina contendo 2 % de 

etanol). A melatonina aumentou os níveis de GSH, aumentou a atividade das enzimas 

SOD e CAT, mas não alterou significativamente a atividade da GSH redutase e da 

GPx. Além disto, foi observado um aumento nos níveis de RNAm das enzimas SOD, 

CAT e GPx, após a administração de melatonina, o que, para as duas primeiras, foi 

correlacionado com o aumento de suas atividades.  

TÚNEZ e colaboradores (2005) avaliaram os efeitos da administração de 

melatonina e dimetilsulfóxido sobre o estresse oxidativo de fígado e cérebro, além da 

insuficiência hepática causados pela administração de tioacetamida a ratos. Uma dose 

diária de melatonina (3 mg/kg, dissolvida em 0,9 % de NaCl contendo 5 % de etanol) 

ou dimetilsulfóxido (2 g/kg) foi intraperitonealmente administrada, sozinha ou em 

combinação com tioacetamida, começando 3 dias antes e continuando por 2 dias após 

a injeção da hepatotoxina. Os resultados demonstraram que uma ação antioxidante e 

neuro-/hepato-protetora pela administração de melatonina e também de 

dimetilsulfóxido em menor extensão, foi obtida mediante a diminuição nas mudanças 

provocadas pela tioacetamida, como o aumento dos níveis de amônia e da peroxidação 

lipídica, redução dos níveis de GSH e da atividade da CAT, dentre outros. 

Estudos têm demonstrado também que a administração de melatonina a ratos 

têm diminuído efeitos tóxicos de certos fármacos, envolvidos com a geração de 

espécies reativas de oxigênio, como, por exemplo, a redução da ototoxicidade de 

cisplatina (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2000), a diminuição da toxicidade cardíaca da 

doxorrubicina (MORISHIMA et al., 1998; MORISHIMA et al., 1999; XU et al., 2001; 

AHMED et al., 2005). Outra aplicação da melatonina que tem sido extensivamente 

pesquisada é em modelos de isquemia/reperfusão, uma vez que a geração de radicais 

livres tem sido associada aos danos provocados nos tecidos cerebral e gastrintestinal 

mediante esta condição, e a administração da melatonina tem diminuído estes danos 

bem como reduzido o edema induzido (CABEZA et al., 2001; CUZZOCREA et al., 

2001; KONDOH et al., 2002; CHEUNG, 2003; TORII et al., 2004; LEE et al., 2004). 
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1.4.2. Desenvolvimento de formulações contendo melatonina  

Quando administrada por via oral, a melatonina possui uma curta meia-vida 

biológica (30 a 65 min) e apresenta uma baixa e variada biodisponibilidade, 

provavelmente devido ao importante metabolismo de primeira passagem e/ou absorção 

variável (BÉNÈS et al., 1997; DeMURO et al., 2000; BARRENETXE et al., 2004). 

De fato, os poucos dados relatados na literatura têm sugerido significativas variações 

na farmacocinética da melatonina em humanos. DeMURO e colaboradores (2000) 

verificaram que a melatonina, administrada oralmente em humanos, apresentou uma 

biodisponibilidade absoluta de aproximadamente 15 % e tempo de meia-vida entre 

60,8 ± 13,2 minutos (dose de 2 mg) e 65,0 ± 11,3 minutos (dose de 4 mg). 

Em função destas características, a melatonina não é adequada para 

incorporação em formas farmacêuticas de liberação imediata convencionais (LEE et 

al., 1999; El-GIBALY et al., 2003). Além disto, possui baixa solubilidade em água e 

características de dissolução lenta (Kumar et al., 2003; LUI e FAN, 2005). Desta 

forma, sistemas de liberação controlada de melatonina, para serem utilizados por via 

oral (LEE et al., 1995; LEE et al., 1996a; LEE et al., 1996b; BÉNÈS et al., 1997; LEE 

et al., 1998; HOFFMANN et al., 1998; LEE et al., 1999; EL-GIBALY et al., 2002; 

EL-GIBALY et al., 2003; KUMAR et al., 2003), transdérmica (BÉNÈS et al., 1997; 

KANDIMALLA et al., 1999a; KANDIMALLA et al., 1999b; DUBEY et al., 2006), 

transmucosal (BÉNÈS et al., 1997) ou ainda intranasal (MAO et al., 2004) têm sido 

desenvolvidos, tendo em vista suas inúmeras potencialidades terapêuticas. De fato, 

alguns estudos demonstraram que formulações de liberação controlada de melatonina 

foram clinicamente mais úteis em manter o sono e em tratamento de distúrbios do 

ritmo circadiano, quando comparadas a formulações de liberação imediata (LEE et al., 

1998), as quais são mais efetivas na indução do sono (JAN et al., 2000).  

LEE e colaboradores (1995) avaliaram a liberação de melatonina, em 

humanos, a partir de cápsulas contendo formulações de liberação imediata e  

formulações de liberação controlada, constituídas de misturas de melatonina, 

hipromelose (hidroxipropilmetilcelulose) e povidona (polivinilpirrolidona), aplicadas 
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em grânulos de açúcar, e revestidas com etilcelulose (Aquacoat®). A dose total 

administrada de melatonina foi 0,5 ou 1,0 mg. As formulações foram planejadas para 

liberar 0,1 mg de melatonina imediatamente e 0,4 mg a partir dos grânulos de açúcar, 

visando à liberação controlada acima de oito horas, mantendo a concentração de 

melatonina superior à fisiológica.  As análises revelaram que menos de 20 % da dose 

administrada alcançaram a circulação sistêmica, fato que pode ser resultante do intenso 

metabolismo hepático e/ou da incompleta liberação do fármaco.  

Em 1999, LEE e colaboradores também prepararam comprimidos com matriz 

de hipromelose, contendo melatonina, sendo revestidos com misturas de Eudragit® 

RS-30D, talco e plastificante. Os perfis de liberação da melatonina, a partir dos 

comprimidos, foram avaliados em fluidos gástrico e intestinal artificiais. De acordo 

com os resultados, a velocidade de liberação do fármaco (pouco solúvel em água) foi 

independente do pH do meio, sendo a liberação dada pela sua difusão através da 

matriz gelatinosa, seguida pela erosão do gel. Verificaram que, com o aumento da 

viscosidade da hipromelose, a velocidade de liberação da melatonina tendeu a 

diminuir, assim como para o revestimento, sendo possível, obter comprimidos de 

liberação sustentada deste fármaco otimizando a formulação. 

Em um outro estudo, microesferas de álcool estearílico contendo melatonina 

foram preparadas, visando o estudo das características da liberação do fármaco, em 

meio gástrico e intestinal artificiais. As microesferas apresentaram-se esféricas e com 

diâmetro entre 250 e 750 µm. Os resultados demonstraram que a velocidade de 

liberação da melatonina diminuiu com o aumento da quantidade de álcool esteárico, 

enquanto que aumentou como o aumento da quantidade de aditivos incorporados 

(polietilenoglicol 4000 e triestearato de alumínio), além de ser influenciada por 

parâmetros do processo de preparação, como velocidade de agitação e de resfriamento. 

O perfil de liberação da melatonina a partir das microesferas foi independente do pH 

do meio, entretanto, a quantidade liberada de fármaco em meio gástrico foi maior em 

relação àquela liberada em meio intestinal, para um dado período, independente dos 

parâmetros de processo. O efeito “burst” de liberação inicial foi atribuído ao fármaco 

situado na superfície externa das microesferas. Observou-se também que as 
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microesferas contendo melatonina, geleificadas juntas, usando quitosana ou alginato 

de sódio, também podem ser úteis para controlar a velocidade de liberação da mesma 

(LEE et al., 1998). 

EL-GIBALY e colaboradores (2002) desenvolveram microcápsulas do tipo 

flutuante (floating) contendo melatonina através de interação iônica de quitosana com 

um tensoativo negativamente carregado, o sulfossuccinato sódico de dioctila. Foi 

verificado que as partículas possuem um núcleo oco esférico, contendo o fármaco no 

estado cristalino, o qual apresentou eficiência de incorporação entre 31,2 e 59,74 %, 

dependendo da composição da formulação. Os perfis de dissolução da melatonina a 

partir destes sistemas seguiram uma cinética próxima a ordem zero, em fluido gástrico 

simulado, apresentando 50 % de liberação entre 1,75 e 6,7 horas, enquanto que as 

micropartículas não-flutuantes (non-floating), preparadas com quitosana e 

tripolifosfato de sódio, liberaram rapidamente o fármaco. Estes mesmos autores, em 

2003, desenvolveram microcápsulas de quitosana do tipo “buoyant” contendo 

melatonina e estudaram o efeito protetor destas (2,5 mg/kg/8 semanas) contra à 

toxicidade induzida por aflatoxina B1em fígado de rato. Os resultados indicaram que a 

taxa de apoptose e os indicadores de estresse oxidativo (malondialdeído, óxido nítrico) 

foram significativamente reduzidos, enquanto que os níveis de antioxidantes hepáticos 

(glutationa, zinco, enzimas antioxidantes) foram significativamente aumentados 

devido à co-administração de aflatoxina e melatonina livre ou microencapsulada. 

Entretando, a melatonina associada às microcápsulas (66,82 %) foi mais efetiva na 

redução da taxa apoptótica em comparação à melatonina em solução (36,12 %), como 

indicado pela redução da atividade da caspase-3, bem como redução dos níveis de 

malondialdeído e óxido nítrico. Os níveis de glutationa e glutationa redutase também 

foram mais elevados para a formulação em comparação à solução, provavelmente 

devido à liberação sustentada do fármaco a partir das micropatículas.  

A melatonina tem sido também associada a α-, β- ou γ-ciclodextrinas  

(BONGIORNO et al., 2002; LIU e FAN, 2005), sendo que seu anel indol representa 

uma estrutura lipofílica adequada para a formação de complexos de inclusão, dentro da 

cavidade hidrofóbica destes compostos (BONGIORNO et al., 2002). KUMAR e 
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colaboradores (2003) prepararam comprimidos constituídos de bicamada, em que uma 

fração de fármaco foi associada a β-ciclodextrinas e a outra incorporada em matrizes 

de hipromelose e Carbopol® 971 P, para se alcançar uma liberação rápida inicial, 

seguida de uma liberação sustentada da melatonina, por um período de oito horas. 

Estudos do clearence nasal de microesferas de amido contendo melatonina, 

demonstraram, através de cintilografia, que mais de 80 % da radioatividade 

proveniente destas formulações permaneceu na mucosa nasal após 2 horas da 

administração, comparado com somente 30% da radioatividade oriunda da solução do 

fármaco. Além disto, uma elevada biodisponibilidade absoluta da melatonina (84 %) 

foi alcançada (MAO et al., 2004). 

Mais recentemente, a influência da encapsulação da melatonina em 

micropartículas lipídicas (lipoesferas), dispersadas em um creme O/A, sobre sua foto-

estabilidade foi avaliada, empregando-se um simulador solar. A degradação da 

melatonina não encapsulada, misturada com microesferas sem fármaco, foi de 19,6 %, 

enquanto que, com a encapsulação em lipoesferas de triestearina, a diminuição do teor 

foi de apenas 5,6 %, após 2 horas de irradiação. Entretanto, as lipoesferas de 

tripalmitina não foram efetivas em proteger o fármaco, apresentando 18,9 % de 

degradação (TURSILLI et al., 2005). Segundo os autores, o efeito de foto-

estabilização dos sistemas estudados correlacionou com as suas capacidades de 

modulação da difusão da melatonina. 

WANG e colaboradores (2005) desenvolveram nanopartículas de selênio 

complexadas com melatonina, visando avaliar o efeito protetor hepático em 

camundongo contra lipopolissacarídeo do bacilo Calmette-Guérin, após administração 

intragástrica. Esta associação é interessante pois o selênio aumenta a atividade da 

enzima antioxidante glutationa peroxidase. Os resultados indicaram que os níveis de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico diminuíram e a atividade de enzimas 

antioxidantes aumentou devido à administração do complexo, sendo o efeito protetor 

maior em relação à administração dos dois componentes individualmente. 
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Recentemente, DUBEY e colaboradores (2006) prepararam lipossomas 

elásticos, empregando fosfatidilcolina e desoxicolato de sódio, com eficiência de 

encapsulação máxima de 67 ± 2 % para a melatonina e com diâmetro médio de 118 ± 

10 nm. Variando-se a concentração de melatonina de 0,1 a 2,0 % (m/m), a eficiência 

de encapsulação do fármaco permaneceu entre 62 ± 4 e 67 ± 2 %, sendo que, nas 

concentrações de 1,2 e 2,0 %, cristais de fármaco foram observados. Estudos de 

permeação, em pele humana, demonstraram que os lipossomas elásticos aumentaram o 

fluxo transdérmico da melatonina, com diminuição do lag-time e com bom coeficiente 

de permeabilidade. O fluxo obtido foi próximo de 5 a 12 vezes maior do que aqueles 

alcançados com lipossomas convencionais (148 ± 9 nm; eficiência de encapsulação= 

49 ± 5 %) ou com a solução de melatonina, respectivamente. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2: Desenvolvimento de suspensões e de produtos 

secos de nanocápsulas contendo melatonina 
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2.1. Introdução 
A parte inicial do trabalho foi dedicada ao desenvolvimento e à caracterização 

físico-química de suspensões de nanocápsulas poliméricas contendo melatonina (0,5 

mg/mL), empregando-se o método clássico de deposição interfacial de polímeros pré-

formados. A composição das formulações foi avaliada, variando-se o tipo de núcleo 

oleoso, os tipos de tensoativos, o tipo de polímero e o tipo de sistema formado 

(nanocápsulas, nanoesferas ou nanoemulsão). Poliésteres [poli(ε-caprolactona) e 

poli(lactídeo)] e derivados polimetacrilatos (Eudragit S100® e Eudragit RS100®) 

foram empregados como polímeros.  

Além disto, foi realizada a secagem por aspersão da formulação selecionada, 

objetivando-se verificar a possibilidade de preparação de pós de nanocápsulas 

contendo melatonina, bem como a habilidade destes sistemas em controlar a liberação 

do fármaco e aumentar a estabilidade física em relação às suspensões 

nanoparticuladas.



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PUBLICAÇÃO 2: Development of nanocapsule suspensions and 

nanocapsule spray-dried powders containing melatonin  

Artigo publicado no Journal of the Brazilian Chemical Society 
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CAPÍTULO 3: Suspensões de nanocápsulas, nanoemulsão e 

nanodispersão de tensoativos contendo melatonina: preparação, 

caracterização e estudo de estabilidade 
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3.1 Introdução 

No presente capítulo, a concentração de melatonina nas suspensões de 

nanocápsulas (1,5 mg/mL) foi aumentada, em relação ao capítulo anterior, e a 

estabilidade físico-química foi avaliada, sob diferentes condições de armazenamento, 

durante três meses.  

O estudo da estabilidade é importante levando-se em conta o fato de que a 

melatonina pode sofrer oxidação, apresentando fotossensibilidade (ANDRISANO et 

al., 2000), e que as suspensões de nanopartículas podem também apresentar problemas 

de estabilidade físico-química durante o armazenamento (COUVREUR et al., 2002; 

SCHAFFAZICK et al., 2003a).  

O objetivo deste capítulo foi, então, verificar por quanto tempo as suspensões de 

nanocápsulas são estáveis, levando-se em conta as taxas de associação, os teores totais 

de fármaco, os valores de pH e diâmetros médios de partículas, além de verificar se a 

luz natural ou a temperatura têm influência sobre estes parâmetros. A poli(ε-

caprolactona), o Eudragit RS100® e o Eudragit S100® foram os polímeros utilizados 

no estudo. A estabilidade da nanoemulsão e da dispersão dos tensoativos contendo 

melatonina também foi estudada, para fins comparativos. 
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Abstract 

In our previous work, we have demonstrated that melatonin-loaded polymeric nanoparticles 

provided an important increase in the antioxidant effect of melatonin against lipid 

peroxidation. Hence, in this work, the aim was to study the stability of nanocapsules 

containing melatonin (1.5 mg/mL) prepared by interfacial deposition, using different 

polymers. For comparison, the stability of the nanoemulsion and nanodispersion was also 

evaluated. These nanoparticulated systems presented diameters ranged between 134 and 325 

nm. The associated melatonin concentrations ranged between 29 % and 50 %, depending on 

the composition of the nanocarriers. The stability evaluation of formulations was performed at 

room temperature and protected from or exposed to the natural light or at 50 ºC and protected 

from the light. The stability of the nanocarriers was evaluated in terms of the macroscopic 

aspects, the total contents of melatonin, associated melatonin concentrations, pH and sizes of 

particles. The compositions of the nanocarriers and the condition of the storage influenced the 

stability of melatonin. 

  

Key words: melatonin; nanocapsules; nanoemulsion; nanodispersion; physicochemical 

stability 
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1. Introduction  

Melatonin (N-acetyl-5methoxytryptamine) is a lipophilic hormone mainly produced and 

secreted by the pineal gland (Barrenetxe et al. 2004). It was characterized after isolation from 

bovine pineal tissue about 50 years ago. Melatonin is synthesized and secreted during the dark 

phase of the day (Reiter 2003), and presents an important role in the biologic regulation of 

circadian rhythms, sleep, mood, aging, reproduction (Epstein 1997) and immunoenhancing 

effect (Esquifino et al. 2004). Furthermore, it is also a potent antioxidant, a free radical 

scavenger, a protector of nuclear DNA and membrane lipids against oxidative damage (lipid 

peroxidation), altering the activities of antioxidant enzymes and improving the total 

antioxidant defense capacity of the organism (Reiter et al. 1997; Reiter 2003). Hence, the 

pharmacological effects of melatonin have been investigated in sleep disorders (Siegrist et al. 

2001), Alzheimer disease (Matsubara et al. 2003), alleviation of stress (Kirby et al. 1999), 

diabetes (Nishida et al. 2002), ischemia/reperfusion injury (Cuzzocrea and Reiter 2001), 

epilepsy (Gupta et al. 2004), cancer (Reiter 2003) and radiation protection (Vijayalaxmi et al. 

2004).  

Melatonin has a very short half-life, low and variable bioavailability presumably due to an 

extensive first-pass metabolism and/ or a variable absorption, when orally administered (Lee 

et al. 1999; El-Gibaly et al. 2003). In addition, melatonin is a poorly aqueous soluble hormone 

and presents slow dissolution characteristics (Kumar et al. 2003). For these reasons melatonin 

is not a good candidate for conventional oral immediate-release formulations (Lee et al. 1999; 

El-Gibaly et al. 2003). So, sustained release formulations containing melatonin have been 

developed for oral (Lee et al. 1995; Lee and Min 1996a; Lee et al. 1996b; Lee et al. 1998; El-

Gibaly et al. 2002; El-Gibaly et al. 2003; Kumar et al. 2003), intranasal (Mao et al. 2004), 

transdermal, transmucosal (Bénès et al. 1997) and transepidermal (Kandimalla et al. 1999) 

administration. Modified release bi-layered tablets containing melatonin using β-cyclodextrin 
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(Kumar et al. 2003), microparticles (Lee et al. 1998; El-Gibaly 2002; Mao et al. 2004) and 

hydroxypropylmethylcellulose matrix tablets (Lee et al. 1999) have been successful prepared.   

Polymeric nanoparticles, submicronic systems, have been extensively studied as drug carriers. 

Nanocapsules are a particular type of nanoparticles composed by an oily core surrounded by a 

polymeric wall, stabilized by surfactants at the particle/water interface (Legrand et al. 1999; 

Couvreur et al. 2002; Schaffazick et al. 2003a). The potential uses of nanocapsules include the 

protection of drugs against inativation in the gastrointestinal tract and the improvement of 

bioavailability of drugs (Allémann et al. 1998), the protection of gastrointestinal mucosa from 

toxicity of drugs (Guterres et al. 1995a; Guterres et al. 2001; Müller et al. 2001; Schaffazick 

et al. 2003b), the improvement of therapeutic index (Couvreur et al. 2002), the controlled 

release of drugs (Ferranti et al. 1999; Couvreur et al. 2002), the delivery of poorly water-

soluble compounds (Legrand et al. 1999; Teixeira et al. 2005), the reduction of systemic side 

effects (Losa et al. 1993) and the improvement of antioxidant effect (Palumbo et al. 2002).  

Recently, we have developed new melatonin delivery systems, based on its association in 

polymeric nanoparticles (Schaffazick et al. 2005; Schaffazick et al. 2006). The melatonin-

loaded Eudragit S100®-nanoparticle suspensions provided an important increase in its 

antioxidant effect against the lipid peroxidation of the phosphatidylcoline liposomes and liver 

microssomes (Schaffazick et al. 2005). 

However, the nanoparticle aqueous suspensions present physico-chemical instability during 

the storage due to the aggregation of particles (Molpeceres et al. 1997), the degradation of 

components such as the polymer (Guterres et al. 1995b; Calvo et al. 1996; Abdelwahed et al. 

2006) or the decrease of the associated drug content (Lacoulonche et al. 1999; Abdelwahed et 

al. 2006). 

Concerning the stability of melatonin, there is a lack of information about its storage at high 

temperatures. Cavallo and Hassan (1995) studied the melatonin stability in aqueous solution 
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(1.0-113.0 μg/mL) stored into sterile and pyrogen-free glass vacuum vials at –70 ºC, at 4 ºC 

and at room temperature. They verified that there was no loss of potency of melatonin up to 6 

months. According to Daya et al. (2001) the melatonin content in aqueous solution (50 

μg/mL) stored at pH range from 1.2 to 12, at room temperature or 37 ºC, presented a decline 

lower than 30 % after 21 days. After UV irradiation, the major degradants of melatonin 

(Figure 1) were identified as N1-acetyl-N2-formyl-5-methoxykynurenamine (1) and 6-

hydroxymelatonin (2) (Maharaj et al. 2002). Those products retained the antioxidant capacity 

against lipid peroxidation in rat brain homogenate caused by quinolinic acid. According to 

Andrisano et al. (2000), the presence of oxygen is essential for the melatonin 

photodegradation and it is fast at pH 9, decreasing with the decrease in the pH of the solution. 

The possible mechanism for this degradation involves the photo-oxidation of the indole ring 

giving an endoperoxide, which rapidly rearranges to the stable product (1) (Figure 1).  

Taking all of these into account, the aim of the present work was to prepare nanocapsules 

containing melatonin (1.5 mg/mL) using as polymer the poly(ε-caprolactone) and the 

polymethacrylates Eudragit S100® or Eudragit RS100®, as well as to evaluate the stability of 

those systems stored at room temperature and protected from or exposed to natural light or at 

50 ºC and protected from the light. In order to compare the influence of the presence of the 

polymer in the formulations, the stability of melatonin was also carried out for drug-loaded 

nanoemulsion and drug-loaded nanodispersion, which nanocarriers correspond to a 

submicronic emulsion and to a submicronic dispersion of surfactants, respectively. The 

formulations were evaluated considering the total concentrations of melatonin, the associated 

drug concentrations, the pH values, the macroscopic aspects and the particle mean diameters.  
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2. Investigations, results and discussion  

2.1. Characterization of nanocapsule suspensions  

All formulations presented macroscopic homogeneous aspect and acid values of pH. The 

formulations containing oil core (nanocaspules and nanoemulsion) presented aspect of a 

milky white bluish opalescent fluid (Tyndall effect), while the nanodispersion of the 

surfactants presented bluish few opalescent aspect (almost transparent). The nanocarrier sizes 

were lower than 350 nm (Table 1), in agreement with the diameters usually found for 

nanocapsule formulations (Legrand et al., 1999). The total contents of melatonin (98 % to 105 

% m/v) were close to the theoretical concentration (1.5 mg/mL) for all formulations (Table 1).  

Regarding the associated melatonin with nanocapsules, the values ranged from 38  % to 50  % 

(m/v) depending on the type of polymer employed. In our previous work (Schaffazick et al. 

2006), the melatonin-loaded nanocapsules (0.5 mg/mL), prepared using the 

polymethacrylates, presented higher values of associated melatonin (45 % for Eudragit 

RS100® and 56 % for Eudragit S100®) if compared to the polyesters [around 37 % for both 

poly(ε-caprolactone) and poly(lactide)]. The increase in the concentration of melatonin from 

0.5 mg/mL (Schaffazick et al. 2006) to 1.5 mg/mL did not result in an important change in the 

drug associated concentration (Table 1). On the other hand, the presence of the polymer in the 

nanocapsules promoted a significant increase in the drug associated concentration with the 

nanocarriers if compared to the nanoemulsion or nanodispersion, especially for the 

formulations prepared with the polymethacrylates (Table 1).  

2.2. Stability study 

2.2.1 Macroscopic aspects 

The melatonin-loaded nanodispersion stored at 50 ºC and under natural light presented 

slightly yellowish aspect after 1.5 month, probably due to the degradation of the melatonin. 

After 1.5 month, Eudragit RS100®-nanocapsules stored under natural light also presented 
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similar aspect. The other nanocapsule suspensions presented milky white opalescent aspects 

during the whole period, rendering difficult any visualization of the yellowish aspect. In 

addition, no formulation showed any precipitate after 3 months of storage.  

 
2.2.2 Total contents of melatonin 

The total contents of melatonin remained constant after 1 month of storage for all nanocapsule 

suspensions at all experimental conditions (Figure 2A, 2B, 2C). However, after 2 months a 

significant decrease of the drug recovery was verified, except in the case of poly(ε-

caprolactone) formulation stored at room temperature and exposed to natural light.  After this 

period, the decrease in the total content of drug ranged from 2 ± 2 % to 8 ± 3 % (room 

temperature), from 5 ± 3 % to 13 ± 3 % (natural light) and from 7 ± 3 % to 13 ± 3 % (50 ºC). 

After 3 months, significant decreases in the total content of drug were observed: from 12 ± 2 

% to 21 ± 2 %  (room temperature), from 15 ± 1 % to 22 ± 5 % (natural light) and from 17 ± 2 

% to 21 ± 2 % (50 ºC). In the case of the nanoemulsion, a significant decrease in the drug 

content had already been observed after 1 month for formulations stored under natural light (8 

± 3 %) and at 50 ºC (8 ± 4 %) (Figure 2D). On the other side, for nanoemulsion stored at 

room temperature, a significant decrease of the melatonin content was observed exclusively 

after 2 months (7 ± 5 %). In the case of the nanodispersion (Figure 2E), decreases of 9 ± 6 % 

and 7 ± 4 % in the melatonin contents were also observed after storage under natural light and 

at 50 ºC after 1 month, respectively. For the nanodispersion stored at room temperature, the 

melatonin content significantly decreased after 2 months of storage (11 ± 3 %). After 3 

months, the decreases in the content of melatonin for nanodispersion (15 ± 5 % to 19 ± 3 %) 

and for nanoemulsion (16 ± 1 % to 19 ± 3 %) were similar to those observed for 

nanocapsules. 
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Observing these results, it was verified that the decreases in the content of melatonin were 

slightly accelerated by the natural light and by the increase in the temperature (Figure 2).  

Despite the partial encapsulation of melatonin (Table 1), the presence of the polymer 

(Eudragit RS100® and Eudragit S100®) in the nanocapsule formulations retarded in 1 month 

the decrease in the total content of the drug in comparison with the nanodispersion and the 

nanoemulsion (Figure 2), for formulations stored under natural light or at 50 ºC. For the 

poly(ε-caprolactone) formulation, a significant decrease of drug content was observed 

exclusively after 3 months of storage at room temperature and at natural light, retarding the 

degradation of melatonin in 2 months as compared to the other nanocarrier systems. Tursilli et 

al. (2006) have also verified that the composition of the formulation influenced the 

photostability of melatonin associated with lipid microparticle carrier systems, observing that 

only the cream containing melatonin-loaded tristearin-phosphatidylcholine particles showed 

to improve the photostability of melatonin.  

 

2.2.3. Values of pH 

For the formulations prepared with poly(ε-caprolactone) or Eudragit RS100®, the pH values 

significantly decreased after 30 days of the storage under all conditions (Figure 3A, 3B). For 

Eudragit S100®, the formulations did not show significant changes in the pH values, after 90 

days of storage (Figure 3C). In the case of nanodispersion and nanoemulsion (Figure 3D, 3E) 

the pH significantly decreased after 30 days of storage under all conditions, except for the 

nanodispersion stored at 50 ºC that did not show significant changes after 90 days. The 

changes in the pH values of the formulations were probable due to the degradation of the 

formulation components in function of the time. Calvo et al. (1996) explained that the 

decreases in the pH values of the poly(ε-caprolactone)-nanoparticle suspensions were due to 
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the possible hydrolysis of the triglyceride (oil), leading to the release of free fatty acids, 

besides the production of free ε-hydroxycaproic acid as a result of polymer degradation.  

 

2.2.4. Associated melatonin  concentrations   

The Figure 4 shows the associated melatonin concentrations during three months. For the 

formulations stored at room temperature, the associated melatonin concentrations with 

nanocapsules ranged from 49 % to 54 %, from 40 % to 45 %, and from 38 % to 45 % for 

Eudragit S100®, Eudragit RS100® and poly(ε-caprolactone), respectively (Figure 4A, 4B, 

4C). Therefore, for the formulations prepared with Eudragit S100® or Eudragit RS100® the 

associated drug did not present a major variation after 90 days of storage at room temperature, 

while the associated melatonin with poly(ε-caprolactone)-nanocapsules presented the 

tendency to increase in function of time, probably due to the adsorption of the drug on the 

polymer (Figure 4A). In the case of nanoemulsion and nanodispersion stored at room 

temperature (Figure 4D, 4E), the associated drug ranged from 36 % to 27 % and 31 to 22 %, 

respectively, showing a decrease in the associated melatonin with these nanocarriers in 

function of time. These results indicated that the polymeric wall had an important role in 

stabilizing the associated melatonin concentrations during storage.  

 The formulations prepared with Eudragit S100® or Eudragit RS100® (Figure 4B, 4C) 

presented decreases of the associated melatonin after 2 months of storage under natural light 

and after 1 month of storage at 50 ºC for Eudragit RS100®. The nanoemulsion and the 

nanodispersion (Figure 4D, 4E) had already showed a partial loss of the associated melatonin 

after 1 month of storage under natural light and at 50 ºC.   

2.2.5. Mean size of nanocarriers 

Comparing the particles sizes after preparation and after 90 days of storage, the nanocapsules 

and nanoemulsion did not present a significant variation on the mean sizes (Figure 5A, 5B, 



 94

5C, 5D). These results showed that the nanocapsules or nanoemulsion did not agglomerate 

during this period independently on the condition of storage, showing physical stability. 

However, for the nanodispersion (Table 1, 134 ± 3 nm), the nanocarriers had already 

presented significant increase in the mean diameter after 2 months, when stored under natural 

light (178 ± 4 nm) and at 50 ºC (183 ± 9 nm). Furthermore, a significant increase of the mean 

size of the nanodispersion stored at room temperature (188 ± 8 nm) occurred after 3 months 

(Figure 5E).  

 

In conclusion, it was possible to obtain relatively stable nanocapsule suspensions containing 

1.5 mg/mL of melatonin, using poly(ε-caprolactone), Eudragit S100® or Eudragit RS100® as 

polymers. The associated drug with nanocarriers, the total drug contents and the size of the 

particles were stable up to 30 days for all melatonin loaded-nanocapsule suspensions. After 60 

days, a significant decrease in total content of melatonin in nanocapsule suspensions (Eudragit 

RS100® and Eudragit S100®) occurred, except for the poly(ε-caprolactone) nanocapsules. The 

melatonin-loaded nanoemulsion and nanodispersion presented significant decreases of the 

drug content already after 1 month, when stored at light and at temperature of the 50 °C. The 

degradation of melatonin was slightly accelerated by the natural light and the temperature. 

The presence of the polymers (nanocapsules) increased the associated melatonin 

concentrations with the nanocarriers and the chemical stability of melatonin during the 

storage, as well as for maintaining the balance between free and associated melatonin 

concentrations similar to those obtained after preparation.  
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3. Experimental 

3.1. Materials 

Melatonin was obtained from Acros Organics (Belgic). Poly(ε-caprolactone) (MW= 65,000 

g/mol) was supplied by Aldrich (Strasbourg, France). Eudragit S100® and Eudragit RS100® 

were obtained from Almapal (São Paulo, Brazil). Caprylic/capric triglyceride was obtained 

from Brasquim (Porto Alegre, Brazil) and sorbitan monooleate was supplied by Sigma (St. 

Louis, USA).  Polysorbate 80 (Tween 80®) was acquired from Delaware (Porto Alegre, 

Brazil). All other chemicals and solvents used were of pharmaceutical grade. All reagents 

were used as received. 

3.2. Preparation of the nanocapsule suspensions, nanoemulsion and nanodispersion 

Nanocapsules containing melatonin (1.5 mg/mL) were prepared by interfacial deposition of 

preformed polymers, as described by Fessi et al. (1989). Briefly, the lipophilic solution 

consisted of 0.8 mL of oil (caprylic/capric triglyceride), 250 mg of polymer [poly(ε-

caprolactone), Eudragit S100® or Eudragit RS100®], 37.5 mg of melatonin, 192 mg of Span 

80® (surfactant) and 67 mL of acetone. This organic phase was added under magnetic stirring 

into an aqueous solution (133 mL) containing 192 mg of surfactant (Tween 80®). The acetone 

was removed and the water concentrated by evaporation under reduced pressure and the final 

volume of suspension was adjusted to 25 mL. The formulations were prepared in triplicate. 

The nanoemulsion and the nanodispersion (1.5 mg/mL) were prepared as described above 

omitting the polymer for the former and omitting both the polymer and the oil for the latter.  

3.3. Determination of particle sizes and pH  

The particle sizes were measured as previously described (Pohlmann et al., 2002), by photon 

correlation spectroscopy (PCS). For PCS measurements, 20 μL of each formulation were 

diluted to 10 mL with water (MilliQ®). Measurements were made at room temperature (20 

°C) using a Brookheaven Instruments standard setup (BI-200M goniometer, BI-9000AT 
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digital correlator and a BI9863 detection system). A Spectra Physics He-Ne laser (model 127, 

λ0 = 632,8 nm) was used as light source. The scattered light was observed at a fixed angle of 

90º.  

The pH values of formulations were determined using potentiometer B474 (Micronal, Brazil), 

after calibration with both 4.0 and 7.0 standard pH solution. 

3.4. Determination of drug content  

Melatonin was assayed by liquid chromatography (HPLC: Waters, USA; pump 600 

controller; 2487 Dual λ absorbance detector; 717 plus autosampler), using a Merck column 

LiChrospher® RP-18 (5μm; 250 x 4 mm, Germany). The mobile phase consisted of 

acetonitrile/water (55:45 v/v). The total sample volume injected was 20 μL and melatonin was 

detected at 229 nm. Free melatonin (non-associated) was determined in the ultrafiltrate after 

separation of the nanocarriers by ultrafiltration-centrifugation technique (Ultrafree-MC® 

10,000 MW, Millipore), at 12,000 rpm for 10 min. Total content of melatonin was determined 

using HPLC after dissolution of the components by acetonitrile. The associated melatonin 

with the nanocarriers was calculated from the difference between the total and free drug 

concentrations determined in the formulations and in the ultrafiltrates, respectively. The 

analytical method was validated (linearity: R2= 0.9998 for 2.5 to 17.5 μg/mL; accuracy= 101 

± 1 %; precision: relative standard deviation= 1.4 % -1.8 % for repeatability and relative 

standard deviation= 3.1 % for intermediate precision).  

3.5. Stability study 

The melatonin-loaded formulations (1.5 mg/mL: nanocapsule suspensions, nanoemulsion or 

nanodispersion) were stored up to 90 days under different experimental conditions: a) at room 

temperature protected from the natural light; b) at room temperature exposed to natural light; 

and c) at 50 ± 1 ºC protected from the natural light. The experiments were carried out in 

triplicate. Samples were withdrawn at predetermined time intervals (0, 30, 60 and 90 days) 
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and analyzed in order to determine the particle sizes, pH, drug content and associated 

melatonin with the nanocarriers. 

3.6. Statistical analyses 

The statistical analyses of the data was carried out by the Student’s t-test and significance was 

taken as p<0.05. 
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Table 1– Physicochemical characteristics of the nanocapsule suspensions, nanoemulsion  and 

nanodispersion containing  melatonin, after preparation (n=3). 

Formulations Total content 
of melatonin 

(mg/mL) 

Associated 
melatonin 

(%) 

Size 
(nm) 

pH 

Eudragit S100®-nanocapsules   1.51 ± 0.05 50 ± 2 229 ± 56 4.4 ± 0.5 

Eudragit RS100®-nanocapsules  1.48 ± 0.01 43 ± 2 135 ± 38 5.0 ± 0.1 

Poly(ε-caprolactone)-nanocapsules  1.47 ± 0.05 38 ± 1 245 ± 56 6.0 ± 0.0 

Nanoemulsion 1.58 ± 0.02 33 ± 2 325 ± 18 5.9 ± 0.3 

Nanodispersion 1.56 ± 0.05 29 ± 2 134 ± 3 5.5 ± 0.3 
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Figure 1. Degradation pathway of melatonin proposed by Maharaj and co-workers (2002).
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Figure 2. Content of melatonin associated with nanocarrier systems stored at room 

temperature, at natural light and at 50ºC. 
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Figure 3. pH of the nanocarrier systems containing melatonin in function of time. 
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Figure 4. Associated melatonin with the nanocarrier systems in function of the time. 
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Figure 5. Diameters of the nanocarrier systems containing melatonin, after preparation and 

after 90 days. 
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CAPÍTULO 4: Avaliação dos métodos de deposição interfacial e 

de emulsificação-difusão na preparação de nanocápsulas contendo 

melatonina 
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4.1 Introdução 
 

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se comparar as características físico-químicas 

de suspensões de nanocápsulas contendo melatonina (1,5 mg/mL), preparadas através 

do método clássico de deposição interfacial ou da técnica de emulsificação-difusão, 

ambos baseados em polímeros pré-formados, variando-se também a composição das 

formulações. Torna-se interessante a comparação destes métodos pois apresentam 

mecanismos de formação das partículas distintos (QUINTANAR-GUERRERO et al., 

1998b), o que pode resultar em sistemas com diferentes características físico-químicas. 

Para este fim, realizou-se um delineamento fatorial 23, sendo o método de 

preparação, o tipo de óleo e a associação de tipos de tensoativos os fatores avaliados, 

em dois níveis qualitativos diferentes. As taxas de associação, os valores de pH, as 

análises morfológicas, os potenciais zeta, os diâmetros médios de partículas e as 

polidispersões foram os parâmetros analisados. A estabilidade físico-química destes 

sistemas também foi estudada, durante dois meses à temperatura ambiente e com 

proteção da luz.  

O Eudragit S100® não pôde ser testado por esta técnica pois é insolúvel em 

acetato de etila, solvente que vem sendo utilizado, por este grupo de pesquisa, no 

método de emulsificação-difusão.  

O Eudragit RS® foi o polímero selecionado para o estudo uma vez que com a sua 

utilização foi possível a preparação de suspensões de nanocápsulas homogêneas 

através dos dois métodos, utilizando as mesmas quantidades dos componentes. Além 

disto, este polímero é interessante pois, em função de sua carga positiva, pode ser 

capaz de aumentar a interação entre o nanocarreador e o muco negativamente 

carregado do trato gastrintestinal, o que em tese poderia resultar em aumento de 

biodisponibilidade (Ubrich et al., 2005), visando, então, a aplicações futuras das 

nanocápsulas contendo melatonina. 
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CHARACTERIZATION AND PHYSICOCHEMICAL STABILITY STUDY OF 

MELATONIN-LOADED NANOCAPSULES PREPARED BY INTERFACIAL 

DEPOSITION OR EMULSIFICATION-DIFFUSION METHODS 

 

Abstract 

The aim of this work was to compare melatonin-loaded Eudragit RS100®-nanocapsule 

suspensions prepared by interfacial deposition or emulsification-diffusion techniques in a 23 

fatorial-design. The type of oil core and the kind of surfactants were also varied. For 

comparison, formulations without drug were also prepared. The particles were evaluated in 

terms of total content and associated melatonin, mean size and polydispersion, zeta potential, 

pH, morphological analysis and physicochemical stability. The method of preparation and/or 

the formulation compositions influenced mean size, polydispersion, pH and zeta potential of 

the nanocapsules. The physicochemical stability of nanocapsule suspensions was affected by 

the type of surfactant and by the presence of melatonin.  

 

Keywords: melatonin; nanocapsules; preformed polymers; 
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INTRODUÇÃO 

A melatonina é um hormônio lipofílico produzido principalmente pela glândula pineal, 

durante à noite1.  Apresenta várias funções como a regulação biológica do ritmo circadiano, 

do sono, do humor, da reprodução e da resposta imune. Melatonina exógena tem sido usada 

para o tratamento de distúrbios do ritmo circadiano, como jet-lag e insônia, e, recentemente, 

foi demonstrada sua potente atividade antioxidante, atuando como seqüestradora de radicais 

livres, aumentando a atividade de enzimas antioxidantes e a capacidade de defesa do 

organismo, reduzindo a lipoperoxidação2. Paralelamente, diversos efeitos farmacológicos da 

melatonina têm sido relatados e incluem o seu uso em distúrbios do sono3, na diminuição do 

estresse4, em danos produzidos por isquemia/reperfusão5, em câncer6, na neuroproteção7, 

dentre outros.  

Por outro lado, a melatonina possui meia-vida biológica curta, baixa e variada 

biodisponibilidade, provavelmente devido ao metabolismo de primeira passagem e/ou 

absorção variada, quando oralmente administrada8. Em função disto, não é adequada para ser 

administrada em formulações convencionais de liberação imediata. Desta forma, sistemas de 

liberação controlada contendo melatonina têm sido desenvolvidos9 para a sua administração 

oral, transdérmica, transmucosa ou nasal.  

Nanopartículas poliméricas são sistemas carreadores de fármacos que possuem diâmetro 

inferior a 1 μm, dentre os quais incluem-se as nanocápsulas, que são sistemas vesiculares, 

formados por um invólucro polimérico disposto ao redor de um núcleo, geralmente oleoso, 

estabilizado por tensoativos ou agentes estabilizantes na interface partícula/água10. 

Associações de tensoativos (alta e baixa hidrofilia) iônicos ou não-iônicos são utilizadas para 

maior redução e controle do tamanho das partículas e aumento da estabilidade destes 

sistemas11. O fármaco pode estar dissolvido no núcleo oleoso e/ou adsorvido ao polímero12. 

Estes sistemas têm sido pesquisados para a vetorização de fármacos, aumentando o índice 
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terapêutico13, para liberação controlada de fármacos13,14, para proteção de fármacos lábeis no 

trato gastrintestinal e aumento da biodisponibilidade15, na veiculação de substâncias pouco 

solúveis10,16, na proteção da mucosa gastrintestinal de fármacos agressores17 e na 

possibilidade de seu uso como material de revestimento de sistemas particulados18.  

Existem diversos métodos descritos para a preparação de nanocápsulas que podem ser 

classificados, de uma forma geral, em métodos baseados na polimerização de monômeros 

dispersos e em métodos que empregam polímeros pré-formados12,13. A preparação de 

nanocápsulas através de polímeros pré-formados evita algumas desvantagens dos processos 

de polimerização interfacial, tais como a falta de controle da massa molecular e da 

polidispersão do polímero obtido, presença de monômeros tóxicos residuais e reações 

cruzadas com o fármaco ou, ainda, a possibilidade de inativação do último13,19. Dentre os 

métodos que utilizam polímeros sintéticos pré-formados destacam-se o método clássico de 

deposição interfacial (adaptado do  método de nanoprecipitação), descrito por Fessi e 

colaboradores20, e, mais recentemente, o método de emulsificação-difusão descrito por 

Leroux e colaboradores21, o qual foi patenteado e estudado por Quintanar-Guerrero e 

colaboradores19,22. O primeiro é baseado no uso de solventes miscíveis com a água (por 

exemplo: acetona ou etanol) e o último emprega solventes parcialmente miscíveis com a água 

(por exemplo: álcool benzílico, acetato de etila ou carbonato de propileno)19. Estes dois 

métodos têm sido considerados simples, reprodutíveis e passíveis de transposição de escala, 

visando à aplicabilidade industrial dos sistemas nanoparticulados13,23,24.  

O interesse pelo método de emulsificação-difusão tem crescido em função das vantagens que 

pode proporcionar, como usar solventes aceitáveis do ponto de vista farmacêutico, ser um 

método versátil e eficiente, possibilitar o controle do tamanho das partículas obtidas e da 

espessura da parede polimérica, através do aumento da concentração do polímero10,19. 

Entretanto, apresenta algumas desvantagens como os altos volumes de água a serem 
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eliminados da suspensão, maior tempo de preparação e a possibilidade de perda de fármacos 

solúveis em água para a fase externa, durante a emulsificação10,19,24.  

Até o momento, existem poucos relatos científicos referentes à comparação sistemática entre 

as características físico-químicas das partículas obtidas através dos métodos de 

nanoprecipitação e de emulsificação-difusão24,25, principalmente utilizando estritamente as 

mesmas composições quali-quantitativas das formulações. A comparação entre métodos de 

preparação é importante pois, dependendo do princípio de formação das partículas, dos 

componentes e das condições empregadas na preparação, pode-se obter sistemas com 

características físico-químicas diferenciadas, de forma que o sistema polimérico 

nanoestruturado possa ser melhor planejado de acordo com o efeito e o local de ação desejado 

para o fármaco associado.  

Recentemente, nosso grupo de pesquisa associou a melatonina a nanopartículas poliméricas, 

preparadas com polímeros pré-formados26,27, demonstrando que estes sistemas foram capazes 

de aumentar a atividade antioxidante da melatonina em comparação à sua solução, em 

modelos de peroxidação lipídica de lipossomas de fosfatidilcolina e de microssomas 

hepáticos26. Tendo em vista esta vantagem, obtida mediante o emprego destes sistemas, torna-

se interessante o desenvolvimento e a caracterização de novos sistemas poliméricos 

nanoestruturados contendo melatonina, visando futuras aplicações biológicas.  

O polímero selecionado para este estudo foi o Eudragit RS100® uma vez que é policatiônico, 

propriedade que pode ser vantajosa para a administração oral de sistemas carreadores de 

fármacos, devido à possibilidade de aumento da interação destas partículas com o muco 

negativamente carregado do trato gastrintestinal, resultando em aumento da 

biodisponibilidade do fármaco associado28. Desta forma, o presente trabalho visa comparar as 

características físico-químicas de suspensões de nanocápsulas de Eudragit RS100® contendo 

melatonina, obtidas através dos métodos de deposição interfacial e de emulsificação-difusão, 
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utilizando diferentes matérias-primas, objetivando a determinação dos fatores que influenciam 

a obtenção de sistemas de forma controlada, propiciando a seleção do método e da 

composição para o “design” de novas formulações. Para este fim, foi realizado um 

delineamento fatorial 23 para verificar a influência dos diferentes fatores (método, tipo de óleo 

e de tensoativos) e da interação entre os mesmos em relação aos teores totais e as taxas de 

associação da melatonina, os diâmetros médios de partículas e as polidispersões, os valores de 

potencial zeta e de pH. A estabilidade físico-química das suspensões também foi avaliada, 

durante 60 dias.  
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PARTE EXPERIMENTAL 

Materiais 
 

Melatonina, Eudragit RS 100® [poli(acrilato de etila-co-metacrilato de metila-co-cloreto de 

metacrilato de trimetilamonioetila) 1:2:0,1] e os triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico 

foram obtidos da Acros Organics (Bélgica), da Röhm GmbH (Germany) e da Brasquim (Porto 

Alegre, Brazil), respectivamente. Polissorbato 80 (Tween 80®) e 2-octildodecanol (Eutanol 

G®) foram adquiridos da Delaware (Porto Alegre, Brazil), e Epikuron 170® (lecitina, com 

cerca de 70 % de fosfatidilcolina) da Lucas Meyer (Hamburgo, Alemanha). Monooleato de 

sorbitano (Span 80®) e poloxamer 188 (Pluronic F68®) foram obtidos da Sigma (St. Louis, 

USA). Todas as matérias-primas e os solventes utilizados apresentaram grau farmacêutico e 

foram empregados como recebidos.  

Preparação das suspensões de nanocápsulas através de deposição interfacial de polímero 

pré-formado 

Conforme o método20, 250 mg de polímero (Eudragit RS100®), 192 mg de tensoativo (Span 

80®  ou Epikuron 170®), 0,8 mL de óleo (triglicerídeo dos ácidos cáprico e caprílico ou 

Eutanol G®) e 37,5 mg de melatonina em 67 mL de acetona (fase orgânica), foram mantidos 

sob agitação até a dissolução total dos componentes. Em seguida, a fase orgânica foi 

adicionada lentamente sobre a fase aquosa (133 mL), contendo 192 mg de tensoativo (Tween 

80® ou Pluronic F68®), sendo a mistura mantida sob agitação moderada, durante 10 minutos à 

temperatura ambiente. Após, procedeu-se à evaporação sob pressão reduzida até o volume 

final de 25 mL (1,5 mg/mL de melatonina). As suspensões contendo melatonina foram 

preparadas em triplicata (n=3). Para comparação, suspensões sem fármaco foram preparadas 

da mesma forma como acima descrito (n=1). 
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Preparação das suspensões de nanocápsulas através de emulsificação-difusão  

De acordo com o método19, acetato de etila e água destilada foram mutuamente saturados 

previamente. O Eudragit RS100® (250 mg), 0,8 mL de triglicerídeos dos ácidos cáprico e 

caprílico ou de Eutanol G®, a melatonina (37,5 mg) e 192 mg de Span 80® ou de Epikuron 

170® foram dissolvidos em 25 mL de acetato de etila saturado com água (fase interna). Após, 

esta solução foi emulsificada em uma fase aquosa externa saturada com acetato de etila (100 

mL), contendo 192 mg de Tween 80® ou de Pluronic F68®, à velocidade de agitação de 

11.000 rpm por 5 minutos (Ultra-Turrax T 25®, IKA Labortechnik). Na etapa seguinte, cerca 

de 250 mL de água destilada foram adicionados à emulsão sob agitação a 240-288 rpm (RW 

20.n, IKA Labortechnik). Após 40 minutos, procedeu-se a evaporação sob pressão reduzida 

até o volume final de 25 mL (1,5 mg/mL de melatonina). As suspensões contendo melatonina 

foram preparadas em triplicata (n=3). Formulações sem fármaco também foram preparadas da 

mesma forma como descrito acima (n=1).  

Determinação das concentrações totais e associadas de melatonina 

A concentração de melatonina associada às nanocápsulas (taxa de associação) foi determinada 

através da diferença entre as concentrações total e livre do fármaco presentes nas 

formulações. A concentração total de melatonina foi determinada após a dissolução das 

nanoestruturas em acetonitrila. Por sua vez, a concentração de fármaco livre no sistema (não 

associado) foi determinada no ultrafiltrado, após a ultrafiltração-centrifugação das suspensões 

(Ultrafree® - GMPC 10.000 NMWL Filter Unit – Millipore; 12000 rpm/10 min). O método de 

doseamento foi baseado em cromatografia líquida de alta eficiência (Waters, USA; pump 600 

controller; 2487 Dual λ absorbance detector; 717 plus autosampler), utilizando coluna de fase 

reversa C18 (Merck column  LiChrospher® RP-18, 5μm, 250 x 4 mm, Germany) e detecção a 

229 nm. A fase móvel empregada consistiu de acetonitrila/água na proporção de 55:45 (v/v),  

o fluxo de 0,7 mL/min e o volume de injeção de  20 μL27. Este método analítico foi validado 
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apresentando-se linear (R2= 0,9998 para concentrações de 2,5 a 17,5 μg/mL), exato (101 ± 1 

%) e preciso (repetibilidade: desvio padrão relativo= 1,4 % - 1,8 %; precisão intermediária: 

desvio padrão relativo= 3,1 %).   

Determinação dos diâmetros e dos potenciais zeta 

Os diâmetros médios, as polidispersões (PI) e os potenciais zeta das partículas em suspensão, 

foram determinados através do equipamento Zetasizer® Nano Series (modelo ZEN 3600; 

Malvern Instruments), após adequada diluição das amostras com água MilliQ® (diâmetro e 

polidispersão) ou com solução aquosa de NaCl 1 mM (potencial zeta).  

Análises morfológicas 

As análises morfológicas das suspensões de nanocápsulas contendo melatonina foram 

realizadas através de microscopia eletrônica de transmissão (MET), empregando 80 kV (Jeol, 

JEM 1200 Exll; Centro de Microscopia Eletrônica da UFRGS). Para esta análise, as 

suspensões diluídas foram depositadas em suportes de cobre (400 mesh), contendo filme de 

Formvar-Carbono (Electron Microscopy Sciences), e, em seguida, negativamente contrastadas 

com solução de acetato de uranila a 2 % (m/v)27. 

Desenho experimental do tipo fatorial 

Foi empregado um delineamento experimental do tipo fatorial 23 para a comparação das 

diferentes formulações contendo melatonina, apresentando 3 variáveis independentes (3 

fatores) com 2 níveis cada, os quais variaram qualitativamente (Tabela 1). Os efeitos dos 

parâmetros foram avaliados sobre as variáveis respostas: teor total de melatonina, taxa de 

associação, diâmetro de partículas, polidispersão, potencial zeta e valor de pH. 

 Inserir Tabela 1. 
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Estudo de Estabilidade 

As formulações foram armazenadas à temperatura ambiente e protegidas da luz durante 60 

dias. Foram caracterizadas após a preparação, após 30 e 60 dias, quanto às taxas de 

associação, teores totais de melatonina, valores de pH e de potencial zeta, diâmetros médios 

de partículas e largura de distribuição de tamanhos (polidispersão). Os valores de pH, de 

diâmetros médios de partículas, de polidispersão e de potenciais zeta das formulações 

preparadas sem fármaco também foram avaliados, em função do tempo de armazenamento. 

 

Análise estatística 

A análise de variância (ANOVA) foi empregada para a comparação entre as várias 

formulações e o teste-t foi empregado, quando necessário, para a análise estatística entre 

conjuntos de dados dois a dois, utilizando o programa Microsoft Excel (versão 2000). A 

análise fatorial foi realizada através do programa Stat Graphics (versão 5.1). Todas as análises 

foram realizadas considerando-se o nível de significância de p<0,05. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Caracterização das suspensões após a preparação 

Foram preparadas suspensões de nanocápsulas de Eudragit RS100® contendo melatonina, 

variando-se o tipo de óleo, de tensoativos e de método de preparação, através de um estudo 

fatorial 23. Para uma comparação fidedigna das características físico-química entre as 

partículas obtidas através dos diferentes métodos, os componentes das formulações (Figura 1) 

foram empregados nas mesmas proporções. A Tabela 2 apresenta a caracterização das 

diferentes suspensões de nanocápsulas, contendo ou não melatonina, demonstrando que todas 

as suspensões apresentaram diâmetros nanométricos, valores de pH ácidos e potenciais zeta 

positivos (Figura 2), características que serão discutidas a seguir.  

 Inserir Figura 1 
 

Teores totais de melatonina e taxas de associação 

Tanto as formulações preparadas através de deposição interfacial quanto aquelas obtidas por 

emulsificação-difusão apresentaram teores totais de fármaco concordantes com a 

concentração teórica total de melatonina (1,5 mg/mL), adicionada à fase orgânica da 

preparação, independentemente da composição empregada (Tabela 2), não sendo encontradas 

diferenças significativas em relação a este parâmetro. Quanto às taxas de associação, também 

não foram verificadas diferenças significativas, levando-se em conta os diferentes fatores, 

método de preparação ou composição das formulações. As taxas de associação da melatonina 

às nanocápsulas permaneceram entre 42 ± 1 % e 47 ± 4 % (Tabela 2) e refletem a partição do 

fármaco entre as partículas de Eudragit RS100® e a fase aquosa contínua. 

 Inserir Tabela 2 

 Inserir Figura 2 

Diâmetros médios de partículas 
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Todas as suspensões apresentaram diâmetros médios entre 123 e 306 nm, condizentes com 

aqueles normalmente descritos para nanocápsulas, que encontram-se entre 100 e 500 nm10,12. 

A análise fatorial das formulações preparadas com melatonina demonstrou que o fator método 

de preparação (p<0,0001) e a interação dos fatores método e tensoativos (p=0,0062) 

influenciaram significativamente o diâmetro médio de partículas. Desta forma, o método de 

emulsificação-difusão (213 nm a 306 nm) e a sua combinação com os tensoativos Epikuron 

170® e Pluronic F68® causaram efeito positivo sobre o diâmetro médio das partículas (Figura 

2A) em comparação ao método de deposição interfacial (124 nm a 151 nm) e aos tensoativos 

Tween 80® e Span 80®, respectivamente. As formulações preparadas sem fármaco também 

apresentaram comportamento semelhante no que diz respeito ao método de preparação 

(Tabela 2). 

Estas diferenças de tamanhos de partículas, considerando-se os dois métodos, já foram 

evidenciadas em outros sistemas nanoparticulados25 e são provavelmente inerentes aos 

distintos mecanismos de formação das partículas. No método de deposição-interfacial 

(nanoprecipitação), a fase orgânica contendo o polímero, o óleo e um tensoativo opcional é 

injetada na fase aquosa contendo um estabilizante ou tensoativo, sob agitação moderada. As 

nanopartículas são formadas instantaneamente pela rápida difusão do solvente orgânico na 

fase aquosa. O polímero insolúvel tanto no óleo quanto na fase aquosa precipita na interface 

óleo/água, formando as nanocápsulas. Assim, o mecanismo é explicado pela turbulência 

interfacial gerada durante o deslocamento do solvente, em função da mútua miscibilidade 

entre a água e o solvente (acetona)19,29. Segundo Galindo-Rodriguez e colaboradores25 o 

mecanismo de formação das nanopartículas através de nanoprecipitação pode ser descrito 

através das interações entre água/solvente, água/polímero e solvente/polímero. Por outro lado, 

a técnica de emulsificação-difusão emprega solventes parcialmente miscíveis em água, como 

o acetato de etila, sendo baseada na formação prévia de uma emulsão O/A. Neste caso, a fase 
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orgânica é emulsificada, sob agitação vigorosa, em uma fase aquosa contendo um 

estabilizante ou tensoativo. A posterior adição de um elevado volume de água à emulsão, 

provoca a difusão do solvente para a fase aquosa externa, formando as nanocápsulas19. De 

acordo com Choi e colaboradores30, a razão dos coeficientes de difusão do solvente e da água, 

o efeito da interação polímero-solvente, assim como a fração de polímero no meio podem 

explicar o mecanismo de formação das nanopartículas por este método.  

Portanto, a formação das nanocápsulas por deposição interfacial é resultante da alta 

miscibilidade entre a água e o solvente, o qual difunde espontaneamente na água. Por outro 

lado, no método de emulsificação-difusão, a formação de uma emulsão por cisalhamento 

seguida da difusão do solvente leva à precipitação das partículas através de uma agitação 

vigorosa e pela adição de um excesso de água, respectivamente.  

Polidispersão 

A polidispersão é uma medida da largura de distribuição de tamanhos, sendo que quanto mais 

próxima de zero mais estreita é a largura de distribuição, indicando um sistema unimodal ou 

mesmo monodisperso, e, quanto mais próximo de 1, é indicativo de menor homogeneidade de 

distribuição de tamanho de partícula25. A análise fatorial demonstrou que apenas o fator 

método de preparação influenciou na variável resposta polidispersão (p<0,0001), sendo que o 

método de emulsificação-difusão exerceu efeito positivo sobre a mesma, ou seja aumento da 

polidispersão (Figura 2B). As nanocápsulas, contendo melatonina, obtidas através de 

deposição interfacial apresentaram valores de polidispersão entre 0,10 e 0,14. Quando o 

método de emulsificação-difusão foi empregado a polidispersão manteve-se entre 0,24 e 0,31, 

indicando que essas apresentaram menor homogeneidade de distribuição de tamanho de 

partículas em relação ao método anterior. As formulações preparadas sem fármaco 

apresentaram comportamento semelhante (Tabela 2). 
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Análise morfológica 

Imagens de formulações de nanocápsulas contendo melatonina, obtidas através de MET, 

podem ser observadas na Figura 3. Pode-se verificar que as partículas são esféricas e com 

relativa homogeneidade de tamanho.  

 Inserir Figura 3 

As partículas, obtidas através de emulsificação-difusão e visualizadas por MET, apresentam 

diâmetros próximos de 100 a 170 nm (Figura 3B, 3C, 3D), bastante inferiores aos diâmetros 

(213 a 306 nm; Tabela 2) medidos através de espalhamento de luz dinâmico (Zetasizer®). As 

formulações preparadas por deposição interfacial também apresentaram diâmetros inferiores 

aos medidos por espalhamento de luz dinâmico (124 a 151 nm; Tabela 2), quando observadas 

por MET (60 a 90 nm; Figura 3A). As diferenças de tamanho entre estes dois métodos são 

devidas provavelmente às diferenças de princípio entre os mesmos, pois a microscopia 

eletrônica fornece a imagem das partículas secas, enquanto que a espectroscopia de correlação 

de fótons possibilita a determinação do raio hidrodinâmico das partículas em suspensão, 

portanto, leva em conta a camada de hidratação ao redor das partículas13,31.  

Estruturas multilamelares não foram verificadas nas formulações preparadas com Epikuron 

170® (Figura 3C, 3D), indicando que provavelmente não houve formação de lipossomas 

concomitantemente às nanopartículas, demonstrando que não se encontra em excesso nas 

formulações. A presença de estruturas multilamelares já foi relatada na literatura, quando 

Epikuron 170® foi empregado como tensoativo na preparação de nanocápsulas de 

poli(lactídeo)11. 

Valores de pH 

O fator método de preparação foi a única variável que exerceu influência significativa 

(p<0,0001) na resposta aos valores de pH das suspensões, sendo que o método de 

emulsificação-difusão apresentou um efeito negativo, ou seja diminuição do pH (Figura 2C). 
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Assim, as suspensões de nanocápsulas preparadas através do método de deposição interfacial 

(Tabela 2) apresentaram valores de pH menos ácidos (4,8 - 5,5) em relação ao método de 

emulsificação-difusão (3,7 – 3,9). As formulações preparadas sem melatonina apresentaram 

valores similares de pH em relação àquelas preparadas com melatonina, além de apresentaram 

o mesmo comportamento levando-se em conta o método de preparação (Tabela 2). Estas 

diferenças são, provavelmente, resultantes de impurezas ácidas residuais presentes no acetato 

de etila. 

Potenciais zeta 

O potencial zeta, indicativo do potencial de superfície das partículas, é um parâmetro 

importante a ser avaliado na medida em que pode afetar a resposta biológica do fármaco 

associado, além de ser utilizado para predizer e controlar a estabilidade de suspensões 

coloidais ou de emulsões, sendo freqüentemente um fator chave para o entendimento de 

fenômenos de dispersão e de agregação. Valores em módulo mais altos de potencial zeta 

tendem a tornar os sistemas mais estáveis12,32, pois, devido à repulsão eletrostática entre as 

partículas, a barreira de energia para um choque efetivo para a agregação é maior. Os 

elevados valores positivos de potenciais zeta de todas as formulações demonstram que a 

superfície das partículas é revestida com o polímero Eudragit RS100® (Figura 2D), única 

matéria-prima catiônica presente em todas as formulações, nesses valores de pH. Estes 

resultados estão de acordo com a literatura, uma vez que este polímero apresenta grupamentos 

de amônio quaternário, conferindo potencial de superfície positivo às nanopartículas33.  

Através da análise fatorial, verificou-se que houve influência significativa do tipo de 

tensoativo (p<0,0001), do método de preparação (p<0,0001) e do tipo óleo empregado 

(p=0,0001), sendo a interação também significativa entre os três fatores (p=0,0025). O 

método de emulsificação-difusão, o óleo Eutanol G® e o conjunto de tensoativos Epikuron 

170® e Pluronic F68® exerceram efeito positivo sobre o potencial zeta, ou seja a utilização dos 
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mesmos aumentou o valor deste parâmetro (Figura 2D). Desta forma, as formulações 

preparadas com Epikuron 170® e  Pluronic F68® (+ 32 ± 1 mV e + 35 ± 1 mV; + 42 ± 1 mV e 

+ 52 ± 2 mV), como estabilizantes da formulação (Figura 2D), apresentaram potencial zeta 

mais elevado em relação àquelas que possuem na sua composição Span 80® e Tween 80® (+ 

21 ± 4 mV e + 27 ± 3 mV; + 21 ± 1 mV e + 21 ± 2 mV), respectivamente para as formulações 

preparadas através de deposição interfacial e emulsificação-difusão, e empregando 

triglicerídeos e Eutanol G®, respectivamente. Comportamento semelhante foi observado para 

as formulações preparadas sem fármaco, as quais apresentaram valores de potencial zeta mais 

elevados quando preparadas com Epikuron 170® e Pluronic F68® (+ 25 ± 0 mV e + 24 ± 1 

mV; + 40 ± 2 mV e + 43 ± 2 mV) em relação àquelas preparadas empregando-se Span 80® e 

Tween 80® (+ 18 ± 2 mV; + 17 ± 1 mV; + 14 ± 1 mV e + 14 ± 1 mV), para as formulações 

preparadas através de deposição interfacial e emulsificação-difusão, e empregando 

triglicerídeos e Eutanol G®, respectivamente.  

Os tensoativos tendem a acumular-se nas interfaces devido a sua natureza anfifílica, mediante 

uma adsorção física orientada34. Span 80®, Tween 80® e Pluronic F68®, apesar de serem 

tensoativos não-iônicos, podem diminuir, em módulo, o potencial zeta pois tendem a 

adsorver-se na interface partícula/meio aquoso. Por sua vez, sistemas que empregam lecitina 

são estabilizados devido à presença de cargas, embora a fosfatidilcolina apresente-se 

zwitteriônica em pH 7,011. O Epikuron 170® (lecitina) pode contribuir para o valor negativo 

do potencial de nanopartículas10,11,35 em virtude,  principalmente, da presença de lipídios 

ácidos (ácido fosfatídico), apesar de serem encontrados em baixa proporção (1-2 %) na 

composição total das lecitinas11,36. Mosqueira e colaboradores11 avaliaram a influência da 

lecitina (Epikuron 170®) sobre o potencial zeta de diferentes sistemas [lipossomas, 

nanoemulsão e nanocápsulas de ácido poli(D,L-lático)], em função do pH. Foi verificado que 

os potenciais zeta dos três sistemas apresentaram-se negativos em pH de 3,0 a 12. Um platô 



 133

de potencial zeta negativo foi observado a cerca de pH 4 a 6, correspondendo a ionização dos 

os grupos fosfatidil, e, acima desta faixa, a totalidade da carga dos fosfolipídios foi negativa.  

No entanto, no presente trabalho, no qual o pH das formulações variou de 3,7 a 5,5, as 

presenças de Epikuron 170®e de Pluronic F68® resultaram em um aumento do potencial 

positivo conferido pelo Eudragit RS100®. Pode-se supor que grupamentos negativamente 

carregados da lecitina possam estar interagindo com alguns grupamentos amônio quaternários 

do polímero, de forma que, por repulsão das porções colina (positivamente carregadas), a 

interface apresente maior potencial zeta devido à localização das moléculas do tensoativo 

mais afastadas da partícula. Conforme esta hipótese, o potencial zeta permaneceria maior para 

as formulações preparadas com Epikuron 170®/Pluronic F68® em comparação àqueles 

resultantes das formulações preparadas com Span 80®/Tween 80®.  

Comparando-se as formulações, contendo melatonina com àquelas sem fármaco, foi 

verificado que, em todos os casos, o potencial zeta das partículas, após a preparação, foi maior 

para as formulações que continham o fármaco, sendo a extensão da diferença média (2 a 11 

mV) dependente da composição e do método de preparação (Figura 4). De acordo com estes 

resultados, pode ser sugerido que pelo menos uma fração da melatonina, fármaco não-

ionizável nas condições das suspensões, estaria associada aos sistemas na interface 

polímero/água. Alterações no potencial zeta de suspensões nanoparticuladas poliméricas, 

devido à presença de fármacos adsorvidos, têm sido encontradas na literatura, causando 

geralmente redução em módulo do mesmo37. Entretanto, a presença de melatonina causou um 

aumento do potencial zeta inicial, fato que pode estar relacionado com mudanças na 

estruturação das partículas causadas pela presença do fármaco, levando a uma maior 

exposição de grupamentos de amônio quaternário à superfície das partículas.   

 Inserir Figura 4. 
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Estudo de estabilidade 

O teor total de melatonina nas suspensões de nanocápsulas tendeu a diminuir em função do 

tempo (Figura 5A, 5B), mas esta diminuição não foi significativa até 1 mês de 

armazenamento. Após 2 meses, verificou-se que as suspensões contendo Epikuron 170® e 

Pluronic F68® apresentaram uma redução média maior em relação àquelas preparadas com 

Tween 80® e Span 80®, diminuição esta que permaneceu entre 17 ± 1 % e 21 ± 13 % e entre 

15 ± 15 % e 16 ± 8 %, para as primeiras, e entre  5 ± 2 % e 15 ± 5 % e entre 7 ± 3 % e 8 ± 2 

%, para as últimas, respectivamente, para os métodos de deposição interfacial e de 

emulsificação-difusão. Em hipótese, este fato poderia estar relacionado à potente ação 

antioxidante da melatonina, que atuaria se oxidando para proteger os fosfolipídios (Epikuron 

170®), muito sensíveis à oxidação. Os produtos de degradação da melatonina (N1-acetil-N2-

formil-5-metoxiquinurenamina e 6-hidroximelatonina), resultantes da sua oxidação, têm sido 

descritos na literatura38.  

 Inserir Figura 5. 

Em relação às taxas de associação da melatonina às nanocápsulas (Figura 5C, 5D), estas 

mantiveram-se dentro da faixa de 38 ± 4 % a 45 ± 5 %, durante 60 dias, não apresentando 

diferenças significativas em relação às taxas de associação determinadas após a preparação, 

independentemente da composição e do método de preparação. Portanto, o equilíbrio entre 

fármaco livre e associado, obtido após a preparação dos sistemas, manteve-se em função do 

tempo. 

Quanto ao diâmetro médio das nanocápsulas contendo melatonina, após 1 mês de 

armazenamento, não foi observada alteração significativa no diâmetro das partículas, 

independentemente da composição e do método de preparação (Figura 6A, 6B). Após 2 

meses, apenas as formulações preparadas com Eutanol G®, Span 80® e Tween 80®, através de 

deposição interfacial, e aquelas preparadas com triglicerídeos, Epikuron 170® e Pluronic 
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F68®, por meio de emulsificação-difusão, apresentaram aumento significativo do diâmetro 

médio de partícula. No caso das formulações preparadas sem fármaco, após 1 mês de 

armazenamento, o diâmetro médio de partícula aumentou significativamente para a maioria 

das formulações (Figura 6C, 6D), especialmente para aquelas preparadas através de 

emulsificação-difusão, podendo-se sugerir, então, que a provável presença de uma fração de 

melatonina adsorvida possa estar contribuindo para a estabilidade física destes sistemas. 

 Inserir Figura 6. 

Em relação à polidispersão (Figura 6E, 6F), para as nanocápsulas preparadas com melatonina, 

não houve variação significativa até 30 dias de armazenamento. Entretanto, após 60 dias, a 

polidispersão das partículas aumentou significativamente para a maioria das formulações, 

sendo que permaneceu menor para as suspensões preparadas por deposição interfacial (0,16 ± 

0,04 a 0,30 ± 0,00) em comparação às preparadas através de emulsificação-difusão (0,33 ± 

0,03 a 0,40 ± 0,02). O aumento da polidispersão pode indicar que, com o tempo, estes 

sistemas nanoparticulados tenderiam a aumentar a distribuição de tamanho de partícula, 

provavelmente em função da agregação das partículas. No entanto, o aumento na 

polidispersão não refletiu em aumento significativo no diâmetro médio de partículas para a 

maioria das formulações (Figura 6A, 6B, 6E e 6F). Por sua vez, as suspensões preparadas sem 

fármaco apresentaram aumento na polidispersão após 30 dias de armazenamento, na maioria 

dos casos (Figura 6G, 6H). 

Os valores de pH de todas as suspensões contendo melatonina, preparadas através de 

deposição interfacial, diminuíram (4,0 a 4,2) em relação aos valores iniciais (4,8 a 5,5; Tabela 

2), durante os 60 dias (Figura 7E). Por outro lado, as formulações preparadas através de 

emulsificação-difusão, as quais apresentavam valores inferiores de pH após a preparação (3,7 

a 3,9; Tabela 2), em relação ao primeiro método, não demonstraram alterações significativas 

nos valores de pH após 60 dias de armazenamento (3,5 a 4,0), embora algumas tenderam a um 
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pequeno aumento (Figura 7F). Estas diferenças no comportamento dos valores de pH, em 

função do tempo, podem ter alguma relação com os valores iniciais distintos após a 

preparação (Tabela 2), quando se compara os dois métodos.  Comportamento semelhante foi 

verificado para as suspensões preparadas sem fármaco (Figura 7G, 7H). 

 Inserir Figura 7. 

Quanto ao potencial zeta (Figura 7A), os valores após a preparação, para a maioria das 

formulações preparadas por deposição interfacial (+21 ± 4 a +35 ± 1 mV), tenderam a 

aumentar passando à faixa de +29 ± 5 a +37 ± 0,3 mV, após 30 dias, e, após 60 dias, tenderam 

a diminuição  (+24 ± 1 a +30 ± 1 mV), voltando a ficar mais próximos dos valores iniciais. 

Estas variações foram significativas apenas para algumas formulações (Figura 7A). Para as 

suspensões preparadas através de emulsificação-difusão (Figura 7B), os valores iniciais de 

+21 ± 1 a + 52 ± 2 mV passaram para faixa de +25 ± 0,2  a +48 ± 3 mV, após 30 dias, e para 

+22 ± 1 a +42 ± 0,4 mV, após 60 dias de armazenamento. A maioria das formulações 

preparadas utilizando Epikuron 170® e Pluronic F68®, as quais apresentaram valores mais 

elevados de potencial zeta após a preparação, demonstraram redução significativa dos 

mesmos após 60 dias de armazenamento, no entanto, permanecendo ainda superiores aos 

preparados com Span 80® e Tween 80® (Figura 7A, 7B). Quase a totalidade das suspensões 

preparadas sem fármaco, as quais após a preparação apresentaram potenciais zeta inferiores 

àqueles das formulações contendo melatonina, apresentou aumento significativo destes após 

30 dias de armazenamento (Figura 7C, 7D), ficando na faixa de +28 ± 3 a +33 ± 2 mV e de 

+25 ± 0,5 a +49 ± 1 mV, após 60 dias, respectivamente, para as formulações preparadas 

através de deposição interfacial e de emulsificação-difusão. Entretanto, estes aumentos nos 

valores de potencial zeta não foram suficientes para prevenir a agregação das nanopartículas 

preparadas sem fármaco, a qual causou aumento significativo dos diâmetros médios de 
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partículas para a maioria das formulações, principalmente para àquelas preparadas através de 

emulsificação-difusão. 
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CONCLUSÃO 
 
Foi verificada influência do método de preparação e/ou da composição das formulações sobre 

as características físico-químicas das nanocápsulas, exceto para os teores e as taxas de 

associação da melatonina. Os valores positivos de potencial zeta das partículas foram 

influenciados pelo método de preparação, pela composição dos sistemas e pela interação entre 

estes fatores. Os diâmetros médios de partículas foram influenciados pelo método de 

preparação e por sua combinação com os tensoativos empregados. Por outro lado, a 

polidispersão dos sistemas foi influenciada apenas pelo método de preparação, sendo maiores 

quando o método de emulsificação-difusão foi empregado.  

 Os teores totais de melatonina permaneceram estáveis para todas as formulações até 30 dias 

de armazenamento, e as taxas de associação do fármaco permaneceram estáveis durante os 60 

dias do estudo. As diminuições dos teores de melatonina foram influenciadas pela composição 

das suspensões, de forma que aquelas preparadas com Epikuron 170® e Pluronic F68® 

apresentaram maior decaimento médio em função do tempo. Os diâmetros médios de 

partícula foram estáveis para a maioria das suspensões preparadas com melatonina, durante 

dois meses, entretanto, a polidispersão tendeu a aumentar após este período.  

De acordo com o delineamento fatorial e com o estudo de estabilidade realizados, as 

nanocápsulas de Eudragit RS100® preparadas através de deposição interfacial e com Span 

80®/Tween 80® apresentaram características mais adequadas para estudos posteriores de 

aplicações da melatonina, a ser administrada por via oral, em função de uma maior 

homogeneidade de distribuição das partículas e maior estabilidade química da melatonina, 

respectivamente. 
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Tabela 1. Desenho fatorial 23 das formulações de nanocápsulas de Eudragit RS100® contendo 
melatonina. 

Níveis Fatores  (-1)*  (1)* 

1- Método de preparação Deposição interfacial Emulsificação-difusão 

2- Tipo de óleo Triglicerídeos dos ácidos 
cáprico e caprílico Eutanol G® 

3- Tipos de tensoativos Span 80® e Tween 80® Epikuron 170® e Poloxamer 
188 

*Notação utilizada pelo programa Stat Graphics, indicativo da direção do efeito, ou seja se das combinações das 
variáveis de –1 para 1 causam efeito positivo ou negativo na variável resposta. 
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Tabela 2. Caracterização das suspensões de nanocápsulas contendo ou não melatonina, 

preparadas através dos métodos de deposição interfacial (DI) ou de emulsificação-difusão 

(ED). 

Formulações contendo melatonina Formulações sem 
fármaco 

 
 

Componentes 

Tensoativos Óleo 

Método 

Teor total 
de 

melatonina 
(mg/mL) 

Taxa de 
associação 

da 
melatonina 

(%) 

Diâmetro 
[nm] 
(PI) 

pH 
Diâmetro 

[nm] 
(PI) 

pH 

Span80®/ 
Tween80® 

TG DI 1,54 ± 0,03 45 ± 1 138 ± 5 
(0,13)  

4,8 ± 0,27  144 ± 3 
(0,13) 

4,8 ± 0,02

Epikuron®/ 
Pluronic® 

TG DI 1,53 ± 0,08 42 ± 4 124 ± 3 
(0,10) 

5,5 ± 0,80 123 ± 2 
(0,10) 

5,3 ± 0,02

Span80/ 
Tween80 

Eutanol
G 

DI 1,58 ± 0,05 45 ± 4 151 ± 4 
(0,14) 

5,0 ± 0,09 148 ± 4 
(0,12) 

5,0 ± 0,02

Epikuron®/ 
Pluronic® 

Eutanol 
G 

DI 1,55 ± 0,06 47 ± 4 133 ± 14 
(0,10) 

5,0 ± 0,08 133 ± 4 
(0,10) 

4,5 ± 0,01

Span80®/ 
Tween80® 

TG ED 1,52 ± 0,03 43 ± 1 213 ± 3 
(0,24) 

3,7 ± 0,18 203 ± 2 
(0,20) 

3,9 ± 0,03

Epikuron®/ 
Pluronic® 

TG ED 1,57 ± 0,06 44 ± 2 263 ± 16 
(0,31) 

3,9 ± 0,26 278 ± 6 
(0,36) 

3,8 ± 0,01

Span80®/ 
Tween80® 

Eutanol 
G 

ED 1,48 ± 0,02 43 ± 2 238 ± 26 
(0,29) 

3,7 ± 0,18 210 ± 5 
(0,18) 

3,8 ± 0,01

Epikuron®/ 
Pluronic® 

Eutanol 
G 

ED 1,48 ± 0,06 42 ± 1 306 ± 39 
(0,30) 

3,7 ± 0,21 211 ±5 
(0,24) 

3,7 ± 0,01

TG: triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico; PI: polidispersão. 
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Figura 1. Estruturas químicas da melatonina e dos componentes empregados na preparação 

das nanocápsulas. 
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TG: triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico; EU: Eutanol G®; S: Span 80®; T: Tween 
80®; E: Epikuron 170®; P: Pluronic F68®. 
*Indica diferença significativa (p<0,05) em relação à respectiva formulação preparada através 
do método de nanoprecipitação. 

 
Figura 2. Potenciais zeta, diâmetros, polidispersões e pH das suspensões de nanocápsulas 

contendo melatonina, após a preparação.   
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* A barra corresponde a 200 nm. 
 

Figura 3. Imagens obtidas através de TEM a partir das nanocápsulas de Eudragit RS100® 

contendo melatonina: formulações preparadas com  triglicerídeos dos ácidos cáprico e 

caprílico e com Span 80®/Tween 80®, através do método de deposição interfacial (A) ou de 

emulsificação-difusão (B); formulações preparadas através de emulsificação-difusão, 

empregando triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico (C) ou Eutanol G® (D) e Epikuron 

170®/Pluronic F68®. 

A B

C D
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TG: triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico; EU: Eutanol G®; S: Span 80®; T: 
Tween 80®; E: Epikuron 170®; P: Pluronic F68®. 

 
Figura 4. Comparação dos valores de potenciais zeta das formulações preparadas com 

melatonina e sem fármaco. 
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TG: triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico; EU: Eutanol G®; S: Span 80®; T: Tween 80®; E: 
Epikuron 170®; P: Pluronic F68®. 

 
Figura 5. Teores e taxas de associação da melatonina às nanocápsulas em função do tempo de 

armazenamento. 
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* Indica diferença significativa (p<0,05) em relação ao tempo zero. 
TG: triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico; EU: Eutanol G®; S: Span 80®; T: 
Tween 80®; E: Epikuron 170®; P: Pluronic F68®. 

Figura 6. Diâmetros e polidispersões das suspensões de nanocápsulas, preparadas com ou 

sem melatonina, em função do tempo de armazenamento.  
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*Indica diferença significativa (p<0,05) em relação ao tempo zero. 

Figura 7. Potenciais zeta e valores de pH das formulações de nanocápsulas, preparadas com 

ou sem melatonina, em função do tempo de armazenamento.  
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CAPÍTULO 5: Avaliação in vitro da atividade protetora da 

melatonina associada às nanopartículas poliméricas contra a 

lipoperoxidação  
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5.1 Introdução 

Considerando-se os capítulos anteriores, referentes ao desenvolvimento 

e a caracterização físico-química das suspensões de nanopartículas contendo 

melatonina, foi verificada a possibilidade da encapsulação parcial da melatonina 

aos nanocarreadores. No presente capítulo, buscou-se avaliar uma 

aplicabilidade destes sistemas, sendo a peroxidação lipídica a ferramenta 

selecionada para este fim, uma vez que a atividade antioxidante da melatonina 

tem sido extensivamente pesquisada neste sentido (BEYER et al., 1998; 

REITER et al., 1997; REITER et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2003). Além 

disto, PALUMBO e colaboradores (2002) verificaram que a encapsulação de 

idebenona em nanocápsulas de poli(2-cianoacrilato) de etila foi capaz de 

aumentar a sua atividade antioxidante in vitro. 

Os experimentos de lipoperoxidação, apresentados neste capítulo, 

foram realizados na Universidade Federal de Santa Catarina, sob a orientação 

da Profª Dra. Tânia B. Creczynski-Pasa, do Departamento de Ciências 

Farmacêuticas, e com a participação da  MSc. Clarissa A. S. de Cordova. 

Nanopartículas de Eudragit S100® foram selecionadas para o estudo, 

em função de apresentarem taxa de encapsulação da melatonina mais elevada 

em relação aos outros polímeros empregados. O efeito antioxidante da 

melatonina in vitro contra a lipoperoxidação foi avaliado utilizando lipossomas 

de fosfatidilcolina e  microssomas de fígado de rato como modelos de 

membranas lipídicas. As suspensões de nanocápsulas ou de nanoesferas de 

Eudragit S100®, contendo melatonina, foram avaliadas comparativamente à 

solução aquosa de melatonina (contendo 1 % de etanol) e à nanoemulsão 

contendo o fármaco. A melatonina, presente nas diferentes formulações, foi 

testada  nas doses de 200 μM e de 400 μM. Como controle dos experimentos 

foram usadas as respectivas formulações preparadas sem fármaco.  
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CAPÍTULO 6: Avaliação in vivo da capacidade antioxidante 

aguda da melatonina associada a nanocápsulas 
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6.1. Introdução 

Tendo em vista que no capítulo anterior foi demonstrado um aumento do efeito 

antioxidante da melatonina in vitro, quando associada às nanopartículas de Eudragit 

S100®, torna-se importante avaliar o efeito antioxidante in vivo da melatonina 

associada a estes sistemas. Tecidos cerebrais foram selecionados para a avaliação do 

efeito antioxidante da melatonina em função da sua potencialidade neuroprotetora, 

extensamente explorada (REITER, 1998; REITER et al., 2002), e devido à capacidade 

de liberação de fármacos a nível do SNC que os sistemas nanoparticulados poliméricos 

apresentam, principalmente empregando nanocarreadores revestidos com polissorbato 

80 (GARCIA-GARCIA et al., 2005). O fígado também foi avaliado uma vez que as 

nanopartículas naturalmente são capturadas pelo sistema fagocitário mononuclear, em 

maior ou em menor extensão dependendo da hidrofobicidade de superfície (BARRAT 

et al., 2000; SOPHIMAT et al., 2001). 

Desta forma, no presente capítulo, foi avaliada a capacidade antioxidante da 

melatonina em solução ou associada a nanocápsulas, após a administração 

intraperitoneal em camundongos. O efeito antioxidante foi avaliado de forma aguda, 

uma vez que foi administrada uma dose única de melatonina (1mg/kg ou 10 mg/kg) e, 

após 1 hora, os animais foram decapitados, retirando-se o fígado e tecidos cerebrais 

para posteriores análises. Cabe ressaltar, que os animais não receberam nenhum 

tratamento para provocar estresse oxidativo, sendo que o objetivo desta parte do 

trabalho foi verificar se a administração da melatonina, nas condições acima descritas, 

seria capaz de melhorar a capacidade antioxidante em condições normais. Foram 

avaliados a lipoperoxidação, o teor de radicais livres e a reatividade antioxidante total 

no fígado, no córtex frontal e no hipocampo.  

Nanocápsulas de Eudragit S100® revestidas com polissorbato 80 foram então  

utilizadas como modelos de carreadores para este estudo in vivo,  levando-se em conta 

a taxa de associação e o aumento da atividade antioxidante verificado in vitro.   
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Estes experimentos foram realizados no Departamento de Bioquímica da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com a colaboração do Prof. Dr. Carlos 

Alexandre Netto, e com a participação da Profª Dra. Ionara R. Siqueira. 
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Abstract  

It has been recently shown that the association of melatonin with polymeric nanoparticles 

caused an important increase in the in vitro effect against lipid peroxidation. Hence, the aim 

of the present study was to compare the in vivo acute antioxidant effect of intraperitoneal 

administration of melatonin-loaded polysorbate 80-coated nanocapsules and melatonin 

aqueous solution in mice brain (frontal cortex and hippocampus) and liver. The lipid 

peroxidation (thiobarbituric acid reactive substances - TBARS), the total antioxidant 

reactivity (luminol-enhanced chemiluminescence measurement) and the free radical levels 

(2’-7’-dichlorofluorescein diacetate) measurements have been carried out. Our results show 

that a single dose melatonin aqueous solution did not demonstrate antioxidant activity in the 

evaluated range, while the administration of melatonin-loaded polysorbate 80-coated 

nanocapsules induce a significant reduction on lipid peroxidation levels in all tissues studied. 

No differences on free radical content were found in the tissues. The melatonin-loaded 

nanocapsules significantly increased the total antioxidant reactivity in the hippocampus. 

These in vivo results are in accordance with our previous in vitro findings and confirm the 

hypothesis that polymeric nanocapsules improved the antioxidant effect of melatonin against 

lipid peroxidation.  

 

Key words: melatonin, polymeric nanocapsules, lipid peroxidation, total antioxidant 

reactivity, brain, liver. 
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Introduction 

Melatonin, a neurohormone that is synthesized mainly in the pineal gland and derived from 

serotonin, has many effects on a wide range of physiopathological functions; its secretion is 

controlled by the suprachiasmatic nucleus through the photoperiod [Barrenetxe et al., 2004; 

Boutin et al., 2005]. Melatonin regulates the sleep/wake cycle, other circadian and seasonal 

rhythms, and it acts as an immunostimulator and cytoprotective agent (Epstein, 1997; 

Hardeland et al., 2006). In addition, in both cultured cells and organs, as well as in vivo 

systems, it has proved its capacity as a potent antioxidant (Reiter et al., 1996; Hardeland et al., 

2006). Melatonin is a free radical scavenger since it directly neutralizes toxic oxygen- and 

nitrogen-based reactants. It is effective in protecting nuclear DNA and membrane lipids from 

oxidative damage (lipid peroxidation), in upregulation of the antioxidant enzyme activities 

(Reiter et al., 1997; Reiter et al., 1998; Reiter, 2003) and in dowregulation of prooxidant 

enzymes (Hardeland et al., 2006), improving the total antioxidant defense capacity of the 

organism. Melatonin influences favorably the production and regeneration of glutathione, a 

major intracellular antioxidant (Karbownik et al., 2001). It also increases the efficiency of the 

electron transport chain in the inner mitochondrial membrane with a consequential reduction 

of free radical generation (Karbownik et al., 2001; Reiter et al., 2002). Within cell 

membranes, melatonin may situate itself in apposition, so it can scavenge free radicals in both 

the lipid and aqueous environments of the cell (Karbownik et al., 2001). Melatonin has 

stabilizing action in the membranes, protecting them against the reduction in the fluidity 

caused by oxidative stress (Reiter et al., 1998).  

The efficacy of melatonin in inhibiting oxidative damage has been tested in a variety of 

neurological disease models, in which free radicals are believed to be in part causative of the 

condition; it presents neuroprotective actions against a variety of neural toxins, 

ischemia/reperfusion injury, hyperbaric hyperoxia, traumatic brain injury and age-associated 
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neurodegenerative diseases (Reiter, 1998). Preliminary evidences suggest that Alzheimer’s 

patients may benefit from melatonin treatment, as well as animal models of Parkinson’s and 

Huntington’s diseases (Reiter et al., 2002).  

Over the past few decades, there has been considerable interest in developing polymeric 

nanoparticles (nanocapsules and nanospheres) as effective drug delivery devices. In these 

submicron systems (< 1 μm), the drug is dissolved, entrapped, encapsulated and/or adsorbed 

or attached to the polymeric particles (Sahoo and Labhasetwar, 2003; Garcia-Garcia et al., 

2005a). Nanocapsules are vesicular systems composed of an oil-filled cavity surrounded by a 

polymeric wall while nanospheres consist of a polymer matrix. Both nanoparticles present 

narrow particle size distribution and are stabilized by surfactants at the particle/water interface 

(Schaffazick et al., 2003a; Garcia-Garcia et al., 2005a). The potentials of nanoparticles 

include the improvement of therapeutic index (Couvreur et al., 2002), the delivery of poorly 

water-soluble compounds (Teixeira et al., 2005), the increase of bioavailability (Allémann et 

al., 1998), protection of the mucosa from toxicity of drugs (Guterres et al., 2001; Schaffazick 

et al., 2003b) and the in vitro improvement of the antioxidant effect (Palumbo et al., 2002; 

Schaffazick et al., 2005; Shea et al., 2005).  

Nanoparticles have also been studied as drug carriers for the brain delivery due to their ability 

to provide drug access across the blood-brain barrier (BBB) for non-transportable drugs by 

masking the physicochemical characteristics by their nanoencapsulation (Garcia-Garcia et al., 

2005a). The nanoparticles can also be used as parenteral controlled release systems to prolong 

the CNS availability of drugs that freely penetrate the BBB but have a short duration of action 

(Friese et al., 2000). In order to achieve a significant transport across the BBB, the 

hydrophobic surfaces of the nanoparticles must be coated with hydrophilic molecules or 

macromolecules. The nanoparticles become hydrophilic enough to escape, at least partially, 

from the adsorption of the plasmatic proteins (opsonization) and consequent recognition by 
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the mononuclear phagocyte system, as the macrophages of the liver and spleen (Garcia-Garcia 

et al., 2005a; Kreuter, 2005). Hence, polymeric nanoparticle surface coating has been 

employed for brain targeting either using hydrophilic surfactants as polysorbate 80 (Schröder 

and Sabel, 1996; Kreuter et al., 1997; Gulyaev et al., 1999; Olivier et al., 1999; Schroeder et 

al., 2000; Friese et al., 2000; Gelperina et al. 2002; Kreuter et al., 2003; Sun et al., 2004; Gao 

and Jiang, 2006) or by direct chemical bound with poly(ethyleneglycol) (block copolymers) 

(Calvo et al., 2001; Garcia-Garcia et al., 2005b).  

We have recently developed new drug delivery systems for melatonin based on its 

encapsulation in polymeric nanocapsules or nanospheres (Schaffazick et al., 2005; 

Schaffazick et al., 2006). Melatonin-loaded polysorbate 80-coated Eudragit S100®-

nanoparticles provided an important increase in the in vitro effect of melatonin against lipid 

peroxidation in comparison to the drug aqueous solution (Schaffazick et al., 2005). Given 

that, the aim of this study was to evaluate the in vivo acute antioxidant capacity (lipid 

peroxidation, total antioxidant reactivity and free radical levels) of melatonin-loaded 

polysorbate 80-coated nanocapsules in the brain and in the liver of mice as compared to the 

drug aqueous solution. Brain tissue (frontal cortex and hippocampus) was evaluated in 

function of both the promising neuroprotective effect of melatonin and the applicability of 

nanoparticles for brain drug delivery.  
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Materials and Methods 

Chemicals  

Melatonin and Eudragit S100® [poly(methacrylic acid-co-methyl methacrylate) 1:2] were 

obtained from Acros Organics (Belgic) and Röhm GmbH (Germany), respectively. 

Caprylic/capric triglyceride was obtained from Brasquim (Brazil) and sorbitan monooleate 

(Span 80®) was supplied by Sigma (USA). Polysorbate 80 (Tween 80®) was acquired from 

Delaware (Brazil). Thiobarbituric acid and Trolox were obtained from Merck, 2,2´-azo-bis-(2-

amidinopropane) dihydrochloride (ABAP) was obtained from Wako Chemicals USA, Inc., 

2´-7´-dichlorofluorecein diacetate (DCFH-DA), 2´-7´-dichlorofluorescein (DCF), 

trichloroacetic acid (TCA), 5-amino-2,3-dihydro-1,4-phtalazinedione (luminol) were 

purchased from Sigma Chemical Co. All other chemicals and solvents used were of 

pharmaceutical grade; all reagents were used as received. 

Animals 

Forty five-days-old (CF-1) male mice (average body weight 34 g), obtained from FEPPS 

(Fundação Estadual de Produção e Pesquisa em Saúde, Porto Alegre, RS), were maintained in 

a colony under constant room temperature (22 ± 2 oC) on a 12-h light-dark cycle and with 

food and water ad libitum. The experiments were conducted using healthy animals, without 

any previous treatment for induction of the oxidative stress.  

Preparation of nanocapsule suspensions and melatonin aqueous solution 

Nanocapsules containing melatonin were prepared by interfacial deposition of preformed 

polymer, as described by Fessi et al. (1989). Briefly, the organic solution consisted of 0.8 mL 

of oil (caprylic/capric triglyceride), 250 mg of polymer (Eudragit S100®), melatonin (25 mg), 

192 mg of surfactant (Span 80®) and 67 mL of acetone. This organic phase was added with 

magnetic stirring into an aqueous solution (133 mL) containing 192 mg of surfactant (Tween 

80®). Acetone was removed and the water concentrated by evaporation under reduced 
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pressure and the final volume of suspension was adjusted to a total volume of 25 mL 

(Schaffazick et al., 2005). Melatonin aqueous solution (1 mg/mL) was prepared using 0.77 % 

(w/v) of polysorbate 80.  

Physicochemical characterization of the nanocapsules 

The mean sizes and polydispersion of nanocapsules were determined by photon correlation 

spectroscopy (PCS). For PCS measurements, 20 μL of each suspension were diluted to 10 mL 

in MilliQ® water. Measurements were made at room temperature (20 °C) and fixed angle of 

90°, using a Brookheaven Instruments standard setup (BI-200M goniometer, BI-9000AT 

digital correlator and a BI9863 detection system). A Spectra Physics He-Ne laser (model 127, 

λ0 = 632,8 nm) was used as light source (Pohlmann et al., 2002).  The zeta potentials were 

determined after dilution of the samples in 1 mM NaCl aqueous solution using Zetasizer® 

Nano Series (ZEN 3600 model, Malvern Instruments).  

The morphological analysis was conducted by transmission electron microscopy (TEM; Jeol, 

JEM 1200 Exll) operating at 80 kV. For this analysis, the diluted suspension was deposited in 

Formvar-Carbon support film on specimen grid (Electron Microscopy Sciences) and 

negatively stained with 2 % (w/v) uranyl acetate solution (Schaffazick et al., 2006). 

Melatonin was assayed by high-performance liquid chromatography (Waters, USA; pump 

600 controller; 2487 Dual λ absorbance detector; 717 plus autosampler). A Merck column 

LiChrospher® RP-18 (5μm; 250 x 4 mm, Germany) was employed. The mobile phase 

consisted of acetonitrile/water (55:45). The total sample volume injected was 20 μL and 

melatonin was detected at 229 nm (Schaffazick et al., 2006).  

Free melatonin (non-associated) was determined in the ultrafiltrate after separation of the 

nanocapsules by ultrafiltration-centrifugation technique (Ultrafree-MC® 10,000 MW, 

Millipore), at 15,300 x g for 10 min. Total content of melatonin in the nanocapsule suspension 
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was determined using HPLC after dissolution by acetonitrile. The associated melatonin with 

the nanocapsules was calculated from the difference between the total and free drug 

concentrations determined in the nanocapsule suspension and in the ultrafiltrate, respectively 

(Schaffazick et al., 2005, 2006).  

In vivo experiments  

Melatonin (1mg/kg or 10 mg/kg) associated with polysorbate 80-coated nanocapsules or in 

aqueous solution was intraperitoneally administered to mice (n=6). Unloaded polysorbate 80-

coated nanocapsules (without drug) and an aqueous solution containing 0.77 % (w/v) 

polysorbate 80 were used as controls. The experiments were conducted between 11.00 am and 

3.00 pm. One hour after the administration, animals were decapitated and the brain regions 

(cortex cerebral and hippocampus), as well as the liver, were removed and instantaneously 

placed in liquid nitrogen and stored at –70 ºC until biochemical assays. At the day of 

measurements, the tissues were homogenized in ice-cold pH 7.4 phosphate buffer solution 

(100 mmol.L-1) containing 140 mmol.L-1 KCl and 1 mmol.L-1 EDTA, using a Teflon-glass 

homogenizer. The homogenates were centrifuged (960 x g for 10 min at 4 ºC) and 

supernatants were used in the assays.  

Assay of lipid peroxidation  

Lipid peroxidation was evaluated by thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) test 

(Buege and Aust, 1978). Aliquots of samples were incubated with 10 % (w/v) trichloroacetic 

acid (TCA) and 0.67 % (w/v) thiobarbituric acid (TBA). The mixture was heated (30 min) on 

a boiling water bath. After, n-butanol was added and the mixture was centrifuged. The organic 

phase was collected to measure fluorescence at excitation and emission wavelengths of 515 

and 553 nm, respectively, using a fluorescence spectrophotometer Hitachi F-2000 (Siqueira et 

al., 2005). 1,1,3,3-Tetramethoxypropane, which is converted to malondialdehyde (MDA), was 

used as standard.  
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Total antioxidant reactivity assay 

The reaction mixture consisted of ABAP (2 mmol.L-1) and luminol (6 mmol.L-1) in glycine 

buffer. Total antioxidant reactivity (TAR) values were determined by assessing the initial 

decrease of luminescence calculated as the ratio Io/I, where Io is the chemiluminescence (CL) 

in the absence of additives, and I is the CL after addition either of 20 nmol.L-1 Trolox or of 

the samples (5 μL) (Lissi et al., 1992, 1995). The CL generated was measured in a 

scintillation counter Beckman (Siqueira et al., 2005). Total antioxidant reactivity values were 

expressed as equivalents of Trolox concentration per mg of protein. 

Free radical content 

To assess the free radical contents we used 2’-7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as 

probe. An aliquot of the sample was incubated with DCFH-DA (100 μM) at 37 oC for 30 min. 

The reaction was terminated by chilling the reaction mixture in ice. The formation of the 

oxidized fluorescent derivative (DCF) was monitored at excitation and emission wavelengths 

of 488 nm 525 nm, respectively (Driver et al., 2000; Sriram et al., 1997), using a fluorescence 

spectrophotometer Hitachi F-2000 (Siqueira et al., 2005). The free radical contents were 

quantified using a DCF standard curve and results were expressed as pmol of DCF formed per 

mg of protein. All procedures were performed in the dark, and blanks containing only DCFH-

DA (no homogenate) were processed to determine the autofluorescence (Driver et al., 2000; 

Sriram et al., 1997). 

Protein determination 

The total protein concentration was determined using the method described by Lowry et al. 

(1951) with serum albumin as standard.  

Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± standard deviation. The statistical analysis of the data were 

carried out by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey’s test when 
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appropriate. Analysis was performed using the Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) software. A difference was considered significant when p< 0.05.  
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Results  

The drug-loaded and drug-unloaded nanocapsule suspensions presented macroscopic 

homogeneous aspect, submicronic sizes, low polydispersity and negative zeta potentials 

(Table 1). TEM analysis carried out for the melatonin-loaded nanocapsules showed 

homogeneous spherical particles (Figure 1). 

Figure 2 shows the lipid peroxidation in frontal cortex, hippocampus and liver, as well as the 

total antioxidant reactivity levels in the mice hippocampus after 1 hour of intraperitoneal 

administration of the melatonin-loaded nanocapsules and of the drug solution. According to 

ANOVA, significant effects (p< 0.05) of the type of the formulation (melatonin-loaded 

nanocapsules or drug solution) and melatonin doses were observed against lipid peroxidation 

in the frontal cortex. Moreover, there was a significant interaction between dose and 

formulation. The melatonin-loaded nanocapsules significantly decreased the lipid 

peroxidation in the frontal cortex when administered in doses of 1 and 10 mg/kg (Figure 2A).  

However, a significant effect of 10 mg/kg of melatonin-loded nanocapsules against lipid 

peroxidation in the hippocampus was observed without any significant differences between 

formulation (Figure 2B). Furthermore, a significant effect of the formulation on the total 

antioxidant reactivity was observed. The melatonin-loaded nanocapsules administered in 

doses of 1 and 10 mg/kg significantly increased the total antioxidant reactivity in the 

hippocampus (Figure 2D). 

Also, significant effects of the type of the formulation (melatonin-loaded nanocapsules or 

drug solution) and melatonin doses were observed against lipid peroxidation in the liver, 

whereas no significant effect of the interaction between formulation and dose was verified. 

The melatonin-loaded nanocapsules significantly decreased the lipid peroxidation in the liver 

when administered in the dose of 10 mg/kg (Figure 2C).  
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Discussion  

The nanocapsule suspensions presented a spherical shape (Figure 1) with particle mean sizes 

lower than 300 nm. These values are in agreement with the diameters usually observed for 

nanocapsules prepared with preformed polymers using the interfacial deposition method (100 

nm to 500 nm) (Couvreur et al., 2002). The low polydispersity indicates homogeneous 

particle distribution for the nanocapsules and zeta potentials were negative (-33 mV,  -35 

mV); it is important to note that values higher than 30 mV (positive or negative) lead to more 

stable nanocapsule suspensions due to the repulsion between particles reducing their 

aggregation (Couvreur et al., 2002). The total content of the melatonin was near 100 % and 

the associated melatonin was 50 %, in good agreement with our previous papers (Schaffazick 

et al., 2005, 2006).  

It was observed that the lipid peroxidation has significantly decreased in the cortex and in the 

hippocampus when melatonin-loaded nanocapsules were administered in a single dose of 10 

mg/kg (Figure 2 A,B). On the contrary, melatonin aqueous solution did not present any 

significant activity against lipid peroxidation in these tissues, in doses studied. In the cortex, 

the dose of 1 mg/kg was also effective in the case of melatonin associated with nanocapsules. 

Present results suggest that the lipids in the cortex and hippocampus were partially protected 

by melatonin-loaded polysorbate 80-coated nanocapsules probably due to the higher 

accumulation of the drug in this tissues compared to the drug solution, in function of the 

nanocapsule targeting to the brain. The fact is that melatonin easily crosses morphological 

barriers and it readily enters any cell, compartment or body fluid, including the BBB due to its 

small molecular weight and amphiphilic nature (highly lipophilic and somewhat soluble in 

aqueous media) (Karbownik et al., 2001; Hardeland et al., 2006). Therefore, melatonin is 

widely distributed within organisms, being presumably, present in all subcellular 

compartments since it has been found in the cytosol, nucleus, cellular membranes and in 
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mitochondria (Karbownik et al., 2001). According to the results presented here, the 

melatonin-loaded polysorbate-80 coated Eudragit® S100-nanocapsules probably promoted 

more specific biodistribution of the melatonin in the brain compared to the drug solution. 

However, the mechanism behind the translocation of polymeric nanoparticles into the brain 

remains not fully understood (Garcia-Garcia et al., 2005a). 

Tröster et al. (1990) showed that when polysorbate 80 is used as coating for poly(methyl 

methacrylate) nanoparticles it effectively increased the brain levels of nanoparticles. 

Polysorbate 80 is only effective in increasing MRZ 2/576 anticonvulsive activity when used 

as coating material on MRZ 2/576-loaded poly(butyl cyanoacrylate) nanoparticles (Friese et 

al., 2000). According to Sun et al. (2004) a partial coverage was enough for polysorbate 80 

coating to play a specific role in the brain targeting and it seemed that the brain targeting of 

poly(lactic acid) nanoparticles was related to the interaction between the polysorbate 80 

coating and the brain micro-vessel endothelial cells. Polysorbate 80-coated poly(butyl 

cyanoacrylate) nanoparticles have also significantly improved the methotrexate level in brain 

tissues and cerebrospinal fluids compared to uncoated nanoparticles and simple drug solution 

(Gao and Jiang, 2006). Several possibilities have been proposed to explain the mechanism of 

the nanoparticle-mediated drug transport to the brain and all these mechanisms could also 

work in different combinations of the following factors: a) the binding of nanoparticles to the 

inner endothelial lining of the brain capillaries could provide a drug concentration gradient, 

thus improving passive diffusion (Garcia-Garcia 2005a; Kreuter, 2005); b) a general 

surfactant effect characterized by a dissolution of the endothelial cell membrane lipids that 

would lead to membrane fluidisation and to an enhanced drug permeability through the BBB; 

c) the nanoparticles could open the tight junctions between the endothelial cells; d) the 

nanoparticles could be endocytosed by the endothelial cells or transcytosed through the 

endothelial cell layer (Kreuter et al., 2001; Kreuter, 2005); e) the polysorbate 80 could act as 
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an anchor between nanoparticles and apolipoproteins (APO-B and APO-E) which are able to 

interact with LDL-receptor, then being taken up via receptor-mediate endocytosis (Garcia-

Garcia 2005a); f) the polysorbate 80 used as the coating agent could inhibit the efflux system, 

specially P-glycoprotein (Kreuter et al., 2001; Kreuter, 2005).  

A significant effect against lipid peroxidation in the liver was observed after the 

administration of the melatonin-loaded nanocapsules (10 mg/kg) on the contrary to the drug 

solution. This result indicated that the nanocapsules were also partially taken up by the 

macrophages of the liver, generating higher melatonin concentration in the liver as compared 

to the drug solution.  

In the literature, the treatments with melatonin solutions have been effective against lipid 

peroxidation under different oxidative stress conditions in the cerebral cortex (Baydas et al., 

2003; Esparza et al., 2005; Baydas and Tuzcu, 2005; Baydas et al., 2005) and in the 

hippocampus (Acuña-Castroviejo, 1997; Carneiro and Reiter, 1998; Baydas et al., 2003; 

Baydas and Tuzcu, 2005; Baydas et al., 2005), as well as in the liver (Wang et al., 2005; 

Rezzani et al., 2005; Contuk et al., 2005; Túnez et al., 2005; Sigala et al., 2006). Therefore, 

the targeting of melatonin to the brain and to the liver can be potentially useful to improve the 

treatments with the drug against oxidative damage of those tissues. 

The partial encapsulation of melatonin within the nanocapsules (50 %) was able to improve 

the in vivo antioxidant capacity of this drug against lipid peroxidation in the brain and in the 

liver, using a single dose. The lipids of the hippocampus were significantly protected in 37% 

by the administration of 10 mg/kg melatonin-loaded nanocapsules in comparison to the 

control, while in the frontal cortex the protection was 42 and 40%, respectively, for 1 mg/kg 

and 10 mg/kg melatonin-loaded nanocapsules (Figure 2A,B).  In the liver, the lipids were 

significantly protected in 25 % after the administration of 10 mg/kg melatonin-loaded 

nanocapsules if compared to the control (Figure 2C).  
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In our previous works about the in vitro lipid peroxidation induced by the free radical 

ascorbyl (Schaffazick et al., 2005), the lipids were protected depending on the melatonin dose, 

on the type of the lipid substrate (phosphatidylcholine liposomes or liver microsomes) and on 

the type of drug formulations. When the microsomes and melatonin dose of 400 μM were 

used, only the formulations containing polymer [polysorbate 80-coated nanocapsules (36 ± 3 

%) and polysorbate 80-coated nanospheres (40 ± 7 %)] showed significant increase in the 

melatonin protection against lipid peroxidation, in comparison with the drug solution (16 ± 1 

%), whereas the polysorbate 80-coated nanoemulsion (without polymer) presented protection 

(19 ± 2 %) similar to the drug solution. According to Palumbo et al. (2002), the polymeric 

nanostructures could adhere to the cells improving an antioxidant action of a lipophilic drug 

associated (idebenone) with polysorbate 80-coated poly(ethyl 2-cyanoacrilate) nanocapsules. 

 In this way, the in vivo results confirmed the increase in the antioxidant effect of the 

melatonin-loaded nanoparticles against lipid peroxidation previously observed in the vitro 

experiments (Schaffazick et al., 2005). In addition, only the melatonin-loaded nanocapsules 

caused a significant improve in the total antioxidant reactivity in the hippocampus (1mg/kg: 

21 %; 10 mg/kg: 32 %, Figure 2D) compared to the control.  

On the other hand, drug solution or nanoencapsulated melatonin administered in a single 

acute dose (1mg/kg or 10 mg/kg) did not significantly (p< 0.05) affect the free radical levels 

in the frontal cortex, hippocampus and liver, as well as the total antioxidant reactivity in the 

frontal cortex and in the liver in comparison with the controls (data not shown).  
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Conclusion 

We observed that a single administration of 10 mg/kg melatonin-loaded nanocapsules showed 

a significant antioxidant activity against lipid peroxidation in mice brain and liver, as 

compared to the drug solution. To our knowledge, this is the first demonstration of the 

potential use of in vivo melatonin-loaded polymeric nanocapsules against lipid peroxidation. 

Hence, the polymeric nanocapsules can be a promising technological platform for the 

melatonin delivery to the brain and/or to the liver due to the potential application of the 

melatonin-loaded polymeric nanocapsules in reducing the oxidative damage.  
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Legends 

Table 1. Physicochemical characterization of the polysorbate 80-coated Eudragit S100® 

nanocapsule suspensions. 

Figure 1. Transmission electron microscopy images of melatonin-loaded polysorbate 80-

coated Eudragit S100®- nanocapsules [bar = 200 nm (150,000 X), 100 nm (250,000 X), 

respectively]. 

Figure 2. Antioxidant effect of melatonin-loaded nanocapsules or melatonin solution against 

lipid peroxidation (A, B and C) and the total antioxidant reactivity (D), after 1 hour of 

intraperitoneal administration in mice. 
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Table 1. Physicochemical characterization of the polysorbate 80-coated Eudragit S100® 

nanocapsule suspensions. 

Formulation Total content 
of melatonin

(mg/mL) 

Associated 
melatonin 

(%) 

Diameter 
(nm) 
[PI*] 

Zeta 
potential 

(mV) 

pH 

Nanocapsules containing 
melatonin 0.996 50.0 241 ± 55 

[0.01] -33 ± 0.3 4.2 

Nanocapsules without 
melatonin - - 211 ± 6 

[0.24] -35 ± 1.1 4.3 

* PI: polydispersity index. 
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Figure 1. Transmission electron microscopy images of melatonin-loaded Eudragit S100®- 

nanocapsules [bar = 200 nm (150,000 X), 100 nm (250,000 X), respectively].
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* Represents significantly different values (p< 0.5) from those of control group as determined by ANOVA 

followed by Tukey’s test. The results are expressed as mean ± standard deviation. 

 

Figure 2. Antioxidant effect of melatonin-loaded nanocapsules or melatonin solution against 

lipid peroxidation (A, B and C) and the total antioxidant reactivity (D), after 1 hour of 

intraperitoneal administration in mice. 
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A nanobiotecnologia tem emergido rapidamente como uma importante área de 

pesquisa com potencial aplicação, tanto em diagnóstico quanto em terapêutica. Além 

disto, espera-se também que possa acelerar pesquisas biomédicas fundamentais 

(CHAN, 2006) e tem sido proposta como uma estratégia para a administração, a 

liberação e a vetorização de fármacos a sítios específicos de ação.  

A utilização das nanopartículas poliméricas (nanocápsulas ou nanoesferas), 

como sistemas de liberação de fármacos, apresenta vantagens resultantes de duas das 

suas principais características básicas: a) o tamanho reduzido, permitindo que 

penetrem através de pequenos capilares e que sejam capturadas por células, 

atravessando, portanto, certas barreiras biológicas, o que resulta em acumulação no 

sítio alvo de ação; b) a versatilidade dos sistemas, nos quais diversos agentes 

terapêuticos podem ser encapsulados, dispersos ou dissolvidos. Adicionalmente, 

conforme as condições de preparação (método e composição), sistemas com diferentes 

propriedades e características de liberação do fármaco associado podem ser 

desenvolvidos, inclusive propiciando sua cedência sustentada  no sítio de ação 

(SAHOO and LABHASETWAR, 2003; FAHMY et al., 2005). Em síntese, as 

vantagens das aplicações destes sistemas vão desde a vetorização de fármacos a alvos 

específicos, após administração parenteral, até a veiculação de fármacos visando à 

administração oral, ocular ou tópica (LEGRAND et al., 1999; BARRAT et al., 2000; 

COUVREUR et al., 2002; LBOUTOUNNE et al., 2002).  

Em função desta promissora estratégia de veiculação de fármacos, o presente 

trabalho objetivou o desenvolvimento de suspensões de nanopartículas poliméricas 

contendo melatonina, um neuro-hormônio que está sendo extensivamente pesquisado, 

visando inúmeras aplicações terapêuticas, principalmente em função de seu potente 

efeito antioxidante (REITER et al. 1997; BEYER et al., 1998; REITER et al., 2003). 

A associação entre melatonina e nanocarreadores poliméricos foi proposta como tema 

desta tese uma vez que não existiam relatos científicos a este respeito, sendo, portanto, 

de interesse avaliar as vantagens desta associação. 

A etapa inicial do trabalho (Capítulo 2) foi dedicada à avaliação preliminar da 

composição qualitativa das formulações, uma vez que este parâmetro pode influenciar 

nas características físico-químicas dos sistemas obtidos (MOSQUEIRA et al., 2000; 
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SCHAFFAZICK et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003a). Os resultados 

demonstraram que foi possível obter-se sistemas nanoestruturados contendo 

melatonina, sejam eles nanocápsulas, nanoesferas ou nanoemulsão, homogêneos, 

através de deposição interfacial, nanoprecipitação ou emulsificação espontânea, 

respectivamente. De uma forma geral, os sistemas apresentaram teores de melatonina 

próximos aos teóricos, diâmetros inferiores a 300 nm e encapsulação parcial do 

fármaco. A eficiência de associação das formulações manteve-se entre 31 e 56 %, 

dependendo da composição da formulação e das condições utilizadas para a 

determinação comparativa da quantidade de fármaco livre (ultrafiltração-centrifugação 

a 15.300 x g/10 min). A taxa de associação da melatonina representou a sua partição 

entre os nanocarreadores e a fase aquosa externa. 

Foram avaliadas as influências do tipo de óleo, de tensoativos e de polímero 

sobre as características físico-químicas das suspensões obtidas. A natureza do 

polímero foi o parâmetro de maior influência quanto à taxa de encapsulação da 

melatonina. Quando as nanopartículas foram preparadas com derivados 

polimetracrilatos (Eudragit® S100 e RS100®) a taxa de associação foi mais elevada em 

relação aos poliésteres [poli(ε-caprolactona) e poli(lactídeo)], refletindo diferentes 

afinidades da melatonina por estes materiais. Estes resultados, aliados às menores 

eficiências de associação do fármaco à nanoemulsão (Capítulos 2 e 3), sugerem que a 

adsorção da melatonina ao polímero constituinte das nanocápsulas é um provável 

mecanismo de associação do fármaco a estes sistemas.  

As nanocápsulas de Eudragit S100®, as quais apresentaram taxas de associação 

mais elevadas, foram selecionadas para estudos posteriores de secagem por aspersão, 

com o objetivo de avaliar a possibilidade de preparar pós de nanocápsulas contendo 

melatonina, bem como estudar a capacidade destes sistemas em controlar a liberação 

do fármaco e aumentar a estabilidade física das suspensões (Capítulo 2). Conforme os 

resultados, foi possível a obtenção de pós, a partir desta suspensão de nanocápsulas de 

Eudragit S100®, com rendimento satisfatório e com relativamente estreita distribuição 

de tamanho de partículas. A análise microscópica dos pós evidenciou a presença das 

nanoestruturas esféricas adsorvidas às micropartículas de dióxido de silício coloidal, 
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com tamanho e morfologia semelhantes às partículas em suspensão que lhes deram 

origem. Adicionalmente, os pós de nanocápsulas apresentaram estabilidade física 

macro e microscópica, durante 1 ano de armazenamento, ao passo que as suspensões 

apresentaram agregação e precipitação das partículas já após 3,5 meses. O dióxido de 

silício coloidal, na proporção 3 %  (m/V), e as condições de secagem empregadas 

foram selecionados tomando-se como base os trabalhos anteriores do grupo, em que 

nanopartículas contendo fármacos antiinflamatórios não-esteróides foram secas por 

aspersão (MÜLLER et al., 2000; POHLMANN et al, 2002; MULLER, 2003).  

O alto teor de melatonina obtido nas micropartículas nanorrevestidas 

(eficiência de associação= 93 %) é devido, provavelmente, à adsorção da fração de 

melatonina não-associada (44 %), presente na suspensão de origem, ao polímero e/ou 

às partículas de dióxido de silício. Estas partículas diminuíram a velocidade de 

dissolução da melatonina em tampão fosfato pH 7,4, comparativamente ao fármaco 

puro, sendo o modelo monoexponencial o que melhor descreveu os dados 

experimentais. De acordo com a lei das potências, o mecanismo de liberação sugerido 

foi baseado em inchamento, relaxação e dissolução do polímero.  

Cabe ressaltar que, no decorrer da tese, foram utilizados dois sistemas 

cromatográficos diferentes para a quantificação da melatonina em função de 

disponibilidade de equipamento, sendo ambos validados. O método que utilizou o 

cromatógrafo Perkin Elmer (detector UV/Vis, bomba e auto-injetor S200; coluna 

Waters Nova-Pak® C18) apresentou linearidade  (R2= 0,9995: concentrações 5,0, 7,5, 

10,0, 12,5 e 15,0 μg/mL), exatidão (média para as concentrações 6,0, 9,0 ou 12,0 

μg/mL = 99 a 103,6 %) e precisão [intra-dia: desvio padrão relativo (DPR) = 0,76 a 

2,53 %; inter-dia: DPR= 1,39 a 2,06 %]. O sistema que utilizou o cromatógrafo Waters 

(bomba 600 controller; detector 2487 Dual λ; 717 plus auto-injetor; coluna de fase 

reversa C18 Merck - LiChrospher® RP-18, 5μm, 250 x 4 mm) também apresentou 

linearidade  (R2= 0,9998: concentrações 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 12,5, 15,0 e 17,5 μg/mL), 

além de exatidão (recuperação média para as 3 concentrações 7,5, 10,0 ou 12,5 μg/mL 

= 100,7 a 102,8 %) e precisão [intra-dia: DPR = 1,4 % a 1,8 %; inter-dia: DPR= 3,1 

%), no caso de suspensão de nanocápsulas. Em relação às micropartículas 
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nanorrevestidas, o método apresentou-se também exato (recuperação média para as 

concentrações 7,0, 9,0 ou 11,0 μg/mL = 97 a 102 %) e preciso [intra-dia: DPR = 0,71 a 

1,5 %; inter-dia: DPR= 2,1 %). 

Na segunda etapa do trabalho (Capítulo 3), a concentração de fármaco foi 

aumentada de 0,5 mg/mL para 1,5 mg/mL e a estabilidade físico-química das 

suspensões de nanocápsulas foi avaliada à temperatura ambiente, com proteção ou 

não da luz natural, ou à temperatura de 50 ºC com proteção da luz natural. Verificou-

se que as taxas de encapsulação permaneceram entre 38 % e 50 %, semelhantes às 

formulações contendo menor concentração de fármaco, indicando que o equilíbrio 

entre melatonina livre e associada não foi alterado pela concentração total de 

melatonina adicionada à formulação. Além disto, as formulações preparadas com 

Eudragit S100® e Eudragit RS 100® foram estáveis após 30 dias, em relação aos 

teores totais de fármaco, às taxas de associação e aos diâmetros médios de partícula. 

Após 60 dias, entretanto, observou-se uma diminuição significativa no teor de 

melatonina, sendo levemente acelerada pela luz natural e pela temperatura. As 

suspensões preparadas com poli(ε-caprolactona) apresentaram maior estabilidade em 

relação ao teor total de melatonina, com diminuição significativa do teor de fármaco 

somente após 3 meses de armazenamento. 

Através do estudo comparativo com nanoemulsão e nanodispersão dos 

tensoativos, verificou-se que a presença do polímero (nanocápsulas) foi importante 

para retardar a diminuição no teor total de melatonina em 1 mês [Eudragit S®,  

Eudragit RS® ou poli(ε-caprolactona)], quando as formulações foram armazenadas a 

50 ºC, e em 1 mês [Eudragit S®,  Eudragit RS®] ou 2 meses [poli(ε-caprolactona] 

quando armazenadas na presença luz. Em relação às formulações armazenadas à 

temperatura ambiente, a presença de poli(ε-caprolactona) retardou em 1 mês a 

diminuição do teor total do fármaco. TURSILLI e colaboradores (2006) evidenciaram 

que a composição de sistemas micropartículados lipídicos foi decisiva para aumentar 

ou não a foto-estabilidade da melatonina. No presente trabalho, apesar da taxa de 

encapsulação parcial, a composição dos sistemas também influenciou a diminuição do  

teor de melatonina, até 3 meses de armazenamento das formulações.  
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O próximo passo do trabalho (Capítulo 4) foi comparar as características 

físico-químicas de nanocápsulas contendo melatonina obtidas através de dois métodos 

com princípios de formação das partículas diferentes, baseados em polímeros pré-

formados. A comparação entre métodos é importante, uma vez que pode gerar 

conhecimentos que permitam a modulação das características físico-químicas das 

partículas, como a morfologia, a estrutura interna, a taxa de associação do fármaco, e, 

conseqüentemente, a cinética de liberação do fármaco pode ser modulada, através de 

um carreador planejado para determinado sítio de ação (GALINDO-RODRIGUEZ et 

al., 2004). Desta forma, foram comparadas formulações preparadas com diferentes 

tipos de óleo e de tensoativos, obtidas através de deposição interfacial ou de 

emulsificação-difusão, utilizando o Eudragit RS100® como modelo de polímero para o 

estudo, utilizando um delineamento fatorial do tipo 23. As análises dos resultados 

demonstraram que as partículas apresentaram diâmetros médios entre 124 e 306 nm e 

potenciais zeta positivos (+ 21 ± 1 mV a + 52 ± 2 mV), condizentes com a 

característica policatiônica do polímero. A taxa de associação da melatonina (42 a 47 

%) não foi influenciada pela composição da formulação e nem pelo método de 

preparação empregado, reforçando, então, a hipótese de que o mecanismo preferencial 

de associação da melatonina às nanocápsulas é por adsorção ao polímero.  

Por outro lado, para os componentes e as condições empregadas neste estudo, 

os diâmetros médios e as polidispersões das partículas foram influenciados pelo 

método de preparação empregado, sendo maiores para o método de emulsificação-

difusão. Os resultados sugeriram, então, diferenças na estruturação das partículas 

formadas, provavelmente em função dos distintos mecanismos de formação das 

mesmas. De fato, o método de deposição interfacial é baseado na rápida e espontânea 

difusão de um solvente miscível em água, e, por sua vez, o método de emulsificação-

difusão é baseado na formação de uma emulsão prévia O/A entre solventes 

parcialmente miscíveis, seguida da difusão provocada pela diluição da emulsão com 

excesso de água. O método de emulsificação-difusão e a sua combinação com os 

tensoativos Epikuron 170® e Pluronic F68® aumentaram o diâmetro médio das 

partículas em comparação ao método de deposição interfacial e aos tensoativos Tween 

80® e Span 80®, respectivamente. Os valores positivos de potencial zeta das 
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nanocápsulas de Eudragit RS100® também foram aumentados pelo método de 

emulsificação-difusão, o óleo Eutanol G® e o conjunto de tensoativos Epikuron 170® e 

Pluronic F68®.   

Um estudo de estabilidade também foi realizado, demonstrando que as 

formulações não apresentaram alterações significativas nos teores de melatonina após 

30 dias de armazenamento. Após 60 dias, as formulações preparadas com Epikuron 

170® e Pluronic F68® tiveram uma maior redução média no teor de fármaco. Estes 

resultados estão de acordo com aqueles observados no Capítulo 3, uma vez que as 

suspensões de  nanocápsulas foram estáveis após 30 dias de armazenamento e que a 

composição dos sistemas pode influenciar a diminuição do teor de melatonina. A taxa 

de encapsulação não foi alterada significativamente durante os 60 dias do estudo. Os 

diâmetros médios de partículas permaneceram estáveis para a maioria das suspensões, 

durante dois meses, entretanto, a polidispersão tendeu a aumentar após este período. 

Outra informação importante, obtida nesta etapa, foi a possível presença de fármaco 

adsorvido externamente ao polímero, sugerido por diferenças de potenciais zeta entre 

as formulações preparadas com e sem fármaco. Além disto, a presença do fármaco 

adsorvido parece ter aumentado a estabilidade física das nanopartículas preparadas 

através do método de emulsificação-difusão. 

Cabe ressaltar que o trabalho foi desenvolvido no sentido de se testar diferentes 

fatores que poderiam influenciar a taxa de associação da melatonina, como a 

composição qualitativa (4 tipos de polímeros, 3 tipos de óleos e 5 tipos de tensoativos), 

a concentração de melatonina (0,5 mg/mL a 1,5 mg/mL), além do método  de 

preparação, objetivando-se sempre testar a viabilidade das formulações e o aumento da 

eficiência de encapsulação do fármaco para os estudos posteriores.  

Desta forma, após o desenvolvimento tecnológico das nanopartículas poliméricas 

contendo melatonina, entendeu-se necessário avaliar a aplicabilidade destes sistemas. 

Num primeiro momento (Capítulo 5), estudos in vitro foram realizados objetivando-se 

verificar se a encapsulação parcial da melatonina seria capaz de aumentar a sua 

atividade antioxidante contra a lipoperoxidação, uma vez que os sistemas 

nanoparticulados podem fornecer esta vantagem (PALUMBO et al., 2002).  
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Experimentos de lipoperoxidação de microssomas hepáticos e de lipossomas de 

fosfatidilcolina, induzidos pelo radical ascorbila, foram realizados. Nanopartículas 

(nanocápsulas e nanoesferas) preparadas com Eudragit S100® foram selecionadas para 

o estudo, com base na maior eficiência de associação do fármaco. Nanoemulsão 

também foi testada para verificar a influência da presença do polímero. De acordo com 

os resultados, a presença da melatonina foi capaz de proteger os lipídios de 8 a 51%, 

em comparação aos controles, com influência da formulação, de maneira dose-

dependente e modelo de membrana-dependente. Quando lipossomas foram usados 

como modelo de membrana e a dose da melatonina foi 400 μM, a associação da 

melatonina a todos os tipos de sistemas nanocarreadores aumentou significativamente 

o seu efeito protetor, comparativamente à solução do fármaco. Por outro lado, no caso 

da membrana biológica (microssoma), conseqüentemente mais complexa, um aumento 

na proteção dos lipídios foi alcançado apenas com a associação da melatonina a 

carreadores poliméricos (nanocápsulas e nanoesferas), relativamente à solução e à 

nanoemulsão. Segundo PALUMBO e colaboradores (2002), nanocápsulas poliméricas 

poderiam aumentar o efeito antioxidante do fármaco lipofílico associado (idebenona) 

em função de promoverem uma maior aderência às células, que, em nosso caso, foram 

simuladas pelos microssomas ou lipossomas. Tomando como base estes resultados, é 

possível levantar a hipótese de que as nanopartículas poliméricas sejam capazes de 

interagir com membranas, contribuindo para o efeito estabilizante de membrana da 

melatonina (REITER, 1998). Evidentemente, estudos direcionados seriam necessários 

para a comprovação ou não desta proposição.  

Finalmente, o trabalho evoluiu, então, no sentido de avaliar se o aumento do 

efeito protetor da melatonina associada às nanopartículas poliméricas, observado in 

vitro contra lipoperoxidação, poderia ser observado também in vivo (Capítulo 6). Para 

este estudo, nanocápsulas de Eudragit S100® revestidas com polissorbato 80 foram 

administradas, intraperitonealmente, em camundongos sadios e o efeito antioxidante 

agudo da melatonina foi avaliado no cérebro (córtex frontal e hipocampo) e no fígado.  

No planejamento do experimento in vivo, apostou-se na capacidade que os 

sistemas nanoparticulados poliméricos, revestidos com polissorbato 80, apresentam de 
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promover acumulação de fármacos no SNC (GARCIA-GARCIA et al., 2005). 

Buscou-se, portanto, uma liberação possivelmente mais controlada da melatonina aos 

tecidos cerebrais, o que poderia ser interessante considerando-se as suas potenciais 

aplicações neuroprotetoras.  

Conforme os resultados, a administração de uma única dose de melatonina foi 

capaz de reduzir significativamente a lipoperoxidação no córtex (1 mg/kg ou 10 

mg/kg) e no hipocampo (10 mg/kg), quando a mesma foi associada às nanocápsulas, 

ao passo que, a solução do fármaco não apresentou efeito significativo. Estes 

resultados in vivo sugeriram, então, que o aumento no efeito antioxidante da 

melatonina foi resultante, provavelmente, do aumento da concentração local da 

melatonina e, por conseqüência, uma maior efetividade de ação foi verificada, 

corroborando, assim, com a hipótese de trabalho.  

O fato de que apenas com a administração das nanocápsulas contendo melatonina 

(10 mg/kg) foi observada redução da lipoperoxidação no fígado, concluiu-se que 

houve também maior acumulação de melatonina neste órgão, em relação à solução do 

fármaco, situação bastante provável em função da natural captura dos sistemas 

nanoparticulados pelo sistema fagocitário mononuclear. Apesar da presença de 

moléculas hidrofílicas na superfície (polissorbato 80) das nanocápsulas, a opsonização 

por proteínas plasmáticas e a conseqüente parcial captura por macrófagos parece ter 

ocorrido. Como o polissorbato 80 encontra-se apenas adsorvido fisicamente à 

superfície das partículas, pode sofrer dessorção após diluição e contato com 

componentes sangüíneos (BARRATT et al., 2000; BRIGGER et al., 2002), facilitando 

a opsonização dos sistemas nanoestruturados.   

O conjunto dos resultados obtidos no presente trabalho demonstrou que a 

associação entre melatonina e nanocápsulas pode ser relevante, tendo em vista às 

inúmeras aplicações terapêuticas para as quais a melatonina vêm sendo pesquisada, 

principalmente em patologias relacionadas a condições de dano oxidativo.  

Por último, é importante enfatizar que estudos da atividade antioxidante de 

substâncias associadas a nanopartículas poliméricas ainda são pouco explorados no 

campo da nanotecnologia. Através dos poucos trabalhos publicados, até o momento, 
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realizados in vitro (PALUMBO et al., 2002; SCHAFFAZICK et al., 2005; SHEA et 

al., 2005; BALA et al., 2006), além dos resultados in vivo demonstrados nesta tese, 

acredita-se que possa ser uma área de pesquisa bastante promissora no âmbito da 

nanociência.  
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 Foi possível preparar suspensões de nanocápsulas poliméricas contendo 

melatonina (0,5 mg/mL), através do método de deposição interfacial, com 

diâmetros entre 204 ± 30 nm e 280 ± 14 nm, com teores totais próximos ao 

teórico e com taxas de associação do fármaco entre 31 % e 56 %, dependendo 

da composição dos sistemas; 

 O estudo de avaliação do tipo de tensoativos (monooleato de 

sorbitano/poloxamer 188, monoestearato de sorbitano/polissorbato 80, 

monooleato de sorbitano/polisorbato 80: 33 % a 37 %), tipo de óleos (óleo 

mineral: 31 %; triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico; 37 %) e tipo de 

polímeros (37 a 56 %), sobre a taxa de associação da melatonina, demonstrou 

que o parâmetro de maior influência foi o tipo de polímero empregado; 

 A utilização de polímeros consistindo de derivados polimetracrilatos (Eudragit® 

S100: 56 %; Eudragit® RS100®: 45 %) conduziu a obtenção de nanocápsulas 

com taxas de associação mais elevadas em relação aos poliésteres [poli(ε-

caprolactona): 37 % e poli(lactídeo): 38 %]; 

 As suspensões de nanoesferas contendo melatonina (0,5 mg/mL), obtidas 

através de nanoprecipitação, apresentaram taxas de associação similares 

[Eudragit® S100: 54 %; poli(ε-caprolactona): 39 %] e diâmetros inferiores (126 

± 12 nm e 182 ± 8 nm) em relação às respectivas suspensões de nanocápsulas 

(236 ± 20 nm e 264 ± 24 nm); 

  Com a secagem das suspensões de Eudragit® S100, através de aspersão, foram 

obtidos pós de nanocápsulas contendo melatonina, com rendimento satisfatório 

(74 ± 2 %), alta eficiência de encapsulação (93 %), baixo teor de umidade (< 2 

%), diâmetro médio (d(4,3)) de 5,8 μm e com estreita largura de distribuição das 

partículas (span de 1,6);  

 Mediante a análise morfológica, verificou-se a presença das nanoestruturas 

adsovidas às micropartículas de dióxido de silício coloidal, com tamanho e 

morfologia semelhantes às partículas em suspensão que lhes deram origem;  
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 A velocidade de dissolução da melatonina a partir dos pós microparticulados 

nanorrevestidos, em tampão fosfato pH 7,4, apresentou-se mais lenta (k= 0,010 

± 0,001 min-1) em relação à melatonina pura (k= 0,023 ± 0,003 min-1),  sendo o 

modelo monoexponencial o mais ajustado aos dados experimentais. O 

mecanismo de liberação sugerido, baseado na lei da potência, foi o transporte 

super Caso-II (expoente n= 0,908), indicando a superposição dos fenômenos 

inchamento, relaxação e dissolução do polímero;    

 Os pós de nanocápsulas apresentaram estabilidade física macro e microscópica, 

durante 1 ano de armazenamento à temperatura ambiente, ao passo que as 

suspensões de origem apresentaram agregação e precipitação das partículas já 

após 3,5 meses de armazenamento; 

 O aumento da concentração de melatonina, de 0,5 a 1,5 mg/mL, não alterou a 

sua taxa de associação a nanocápsulas preparadas com Eudragit S100®, 

Eudragit RS100® ou  poli(ε-caprolactona); 

 O teor total de melatonina permaneceu estável após 1 mês de armazenamento 

para as formulações preparadas com Eudragit S100® ou Eudragit RS100®, em 

todas as condições de armazenamento avaliadas, e, após 2 meses, para as 

formulações preparadas com poli(ε-caprolactona) (exceto a 50 ºC), diminuindo 

de forma significativa, entretanto, após 2 e 3 meses de armazenamento, 

respectivamente. A diminuição do teor de melatonina foi levemente acelerada 

pela presença da de luz natural e pelo aumento de temperatura; 

  A nanodispersão dos tensoativos e a nanoemulsão apresentaram redução no 

teor de melatonina já após 1 mês de armazenamento na presença de luz ou a 50 

ºC, e após 2 meses, quando armazenadas à temperatura ambiente com proteção 

da luz. Estes sistemas também apresentaram menor taxa de associação inicial da 

melatonina (29 % a 33 %), em relação às nanocápsulas (38 % a 50 %), e 

também diminuição deste parâmetro em função do tempo; 

 Os diâmetros das nanocápsulas [(Eudragit S100®, Eudragit RS100®e poli(ε-

caprolactona)] e da nanoemulsão, contendo melatonina, não variaram 
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significativamente após 3 meses de armazenamento, ao contrário da 

nanodispersão; 

 Através do estudo fatorial 23, verificou-se influência dos fatores método de 

preparação (deposição interfacial ou emulsificação-difusão) e/ou da composição  

das formulações (tipo de óleo e tipos de tensoativos) sobre as características 

físico-químicas de nanocápsulas de Eudragit RS®, exceto para os teores e as 

taxas de associação de melatonina (42 ± 1 % e 47 ± 4 %); 

 O método de emulsificação-difusão (213 nm a 306 nm) e a sua combinação 

com os tensoativos Epikuron 170® e Pluronic F68® causaram aumento do 

diâmetro médio das partículas em comparação ao método de nanoprecipitação 

(124 nm a 151 nm) e aos tensoativos Tween 80® e Span 80®, respectivamente. 

As polidispersões das nanocápsulas preparadas por deposição interfacial foram 

menores em comparação ao método de emulsificação-difusão. A análise 

morfológica demonstrou que as partículas são esféricas e com tamanhos 

menores comparados aos medidos por espalhamento de luz dinâmico; 

 Os valores positivos de potencial zeta das nanocápsulas de Eudragit RS100® 

(+21 ± 1 mV a +52 ± 2 mV) foram maiores quando foi empregado o método de 

emulsificação-difusão, o óleo Eutanol G® e o conjunto de tensoativos Epikuron 

170® e Pluronic F68®.  As respectivas formulações preparadas sem fármaco 

apresentaram valores de potencial zeta inferiores (+14 ± 1 mV a +43 ± 2 mV), 

indicando a possível presença de uma fração de melatonina adsorvida 

externamente ao polímero; 

 Os teores totais de melatonina nas suspensões de nanocápsulas de Eudragit 

RS100®, armazenadas à temperatura ambiente e protegidas da luz, não foram 

significativamente afetados após 1 mês de armazenamento, tanto para aquelas 

preparadas por deposição interfacial quanto por emulsificação-difusão. Após 2 

meses, verificou-se que as suspensões contendo Epikuron 170® e Pluronic F68® 

apresentaram redução média maior (15 ± 15 % a 21 ± 13 %) em relação àquelas 

preparadas com Tween 80® e Span 80® (5 ± 2 % e 15 ± 5 %). Por outro lado, as 
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taxas de associação mantiveram-se estáveis. Quanto aos diâmetros médios de 

partículas, a maioria das formulações não apresentou alteração significativa 

após 60 dias de armazenamento; 

 As formulações selecionadas para a avaliação da lipoperoxidação apresentaram 

diâmetros de 126 ± 12 nm, 236 ± 20 nm e de 246 ± 4 nm, potenciais zeta 

negativos (- 37 ± 2 mV, - 44 ± 1 mV e - 34 ± 1 mV) e taxas de associação da 

melatonina de 54 %, 56 % e 33 %, respectivamente, para nanoesferas, 

nanocápsulas e nanoemulsão. Estes sistemas foram preparados com Eudragit® 

S100, exceto para a nanoemulsão, com triglicerídeos dos ácidos cáprico e 

caprílico, e com a associação de tensoativos polissorbato 80 (Tween 80®)/ 

monooleato de sorbitano (Span 80®). 

 Os resultados da lipoperoxidação in vitro demonstraram que a presença da 

melatonina foi capaz de proteger os lipídios de 8 a 51 %, em comparação aos 

controles, de maneira dependente da dose do fármaco (200 ou 400 μM), da 

formulação e do tipo de membrana utilizada como modelo (lipossomas de 

fosfatidilcolina ou microssomas de fígado de rato). A redução da 

lipoperoxidação pela melatonina, comparativamente aos controles, não foi 

significativa apenas no caso dos microssomas e da dose de melatonina de 200 

μM; 

 Quando lipossomas foram usados (dose da melatonina de 400 μM), a 

associação da melatonina a todos os tipos de sistemas nanocarreadores 

aumentou significativamente o seu efeito protetor (nanocápsulas de Eudragit® 

S100= 51 ± 7 %; nanoemulsão= 48 ± 8 %;  nanoesferas de Eudragit® S100= 42  

± 5 %), comparativamente à solução do fármaco (31 ± 4 %);  

 Com o emprego dos microssomas (dose da melatonina de 400 μM), um 

aumento na proteção dos lipídios foi alcançado apenas com a associação da 

melatonina à nanopartículas poliméricas (nanocápsulas de Eudragit® S100= 36 

± 3 % e nanoesferas de Eudragit® S100= 40 ± 7 %), relativamente à solução (16 
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± 1 %), uma vez que a nanoemulsão (19 ± 2 %) teve efeito semelhante ao do 

fármaco em solução;  

 Nanocápsulas de Eudragit® S100 contendo melatonina, preparadas com 

triglicerídeos dos ácidos cáprico e caprílico e com a associação de tensoativos 

polissorbato 80 (Tween 80®)/monooleato de sorbitano (Span 80®), foram 

selecionadas para os experimentos in vivo de atividade antioxidante aguda da 

melatonina, apresentando partículas esféricas com diâmetro médio de 241 ± 55 

nm, taxa de associação de 50 % e potencial zeta de - 33 ± 0,3 mV;  

 No córtex frontal e no hipocampo, somente a melatonina, na dose de 10 mg/kg,  

veiculada pelas nanocápsulas revestidas com polissorbato 80, foi capaz de 

reduzir a lipoperoxidação, após 1 h da administração intraperitoneal em 

camundongos sadios.  No córtex, a dose de melatonina de 1 mg/kg também foi 

efetiva em reduzir os danos aos lipídios, quando associada aos nanocarreadores. 

A solução aquosa do fármaco não exerceu efeito significativo;  

 No fígado, somente a formulação de nanocápsulas revestidas com polissorbato 

80, contendo melatonina (10 mg/kg), foi capaz de reduzir a lipoperoxidação, 

enquanto que, a solução aquosa do fármaco não exerceu efeito significativo;  

 A reatividade antioxidante total no hipocampo também foi aumentada pela 

administração de nanocápsulas revestidas com polissorbato 80 contendo 

melatonina. Nos demais tecidos, alterações significativas na reatividade 

antioxidante total não foram verificadas; 

 Os lipídios no hipocampo, no córtex frontal e no fígado foram protegidos 

significativamente em 37 %, em 40 % a 42 % e em 25 %, respectivamente, pela 

administração de melatonina associada a nanocápsulas revestidas com 

polissorbato 80.  

 Os resultados in vivo e in vitro demonstraram que a associação entre melatonina 

e nanocápsulas pode aumentar a sua capacidade antioxidante contra a 

lipoperoxidação. 
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 Em resumo, o conjunto dos resultados obtidos na presente tese demonstrou a 

viabilidade tecnológica da preparação de suspensões de nanopartículas 

poliméricas contendo melatonina, com potencial aplicação na redução de danos 

oxidativos a lipídios, bem como no controle da velocidade de liberação deste 

fármaco, através da obtenção de micropartículas nanorrevestidas.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PERSPECTIVAS 

 



 



 221

Os resultados in vivo foram realizados com animais não estressados, sendo 

interessante, num segundo momento, avaliar se, em condições de estresse oxidativo, a 

nanoencapsulação parcial da melatonina teria a capacidade de aumentar o seu efeito 

antioxidante, mediante a vetorização deste fármaco no sítio de ação desejado. O 

estresse poderia ser causado por modelos de isquemia/reperfusão ou pelo emprego de 

um agente estressor, como o cianeto de potássio. 

O desenvolvimento de novos sistemas microparticulados contendo melatonina, 

visando o controle da liberação oral do fármaco também poderia ser objeto de novos 

estudos, objetivando-se manter o efeito da melatonina por mais tempo, bem como o 

aumento da biodisponibilidade oral da mesma. 
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