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D- SUBSTRATO COM NANOCAPSULAS DE PCL COM LACTOSE; E- SUBSTRATO COM SUSPENSAOQ DE
EUD; F - SUBSTRATO COM NANOCAPSULAS DE EUD COM SiLICA; G- SUBSTRATO COM
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FIGURA 44;: COMPARAGAO ENTRE IMAGENS DE SUBSTRATO DE MUCOSA ESOFAGICA DOS DIFERENTES
TRATAMENTOS APLICADOS NESSA PESQUISA. A- AMOSTRA CONTROLE DE MUCOSA ESOFAGICA,;
B- SUBSTRATO COM SUSPENSAO DE NANOCAPSULAS DE PCL; C- SUBSTRATO COM
NANOCAPSULAS DE PCL COM ADJUVANTE SILICA; D- SUBSTRATO COM NANOCAPSULAS DE PCL
COM LACTOSE; E- SUBSTRATO COM SUSPENSAO DE NANOCAPSULAS DE EUD; F- SUBSTRATO
COM NANOCAPSULAS DE EUD COM SILICA; G-SUBSTRATO COM NANOCAPSULAS DE EUD com
LACTOSE. ..ttt e 94
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RESUMO

Nanocapsulas poliméricas sdo biomateriais muito utilizados na indUstria farmacéutica e
cosmética como carreadores de farmacos, porém, o tamanho nanométrico desses
nanomateriais se torna um desafio para a caracterizacdo estrutural. Por isso, neste trabalho
foram exploradas as técnicas de microscopia eletrénica de varredura por fonte de emissao de
campo -FEG (field emission gun) e por feixe de ions focalizados - FIB (focused ion beam)
para caracterizacdo dos materiais selecionados para essa pesquisa, sendo nanocapsulas
produzidas a partir de um poliéster, a poli(e-caprolactona) — PCL ou de um acrilato, o
Eudragit ® S 100 - EUD e posteriormente aplicadas em substratos bioldgicos, sendo eles unha
e cabelo humano, pele (de orelhas) e mucosa esofégica suina. As suspensdes de nanocéapsulas
poliméricas foram preparadas pelo método de deposicédo interfacial de polimero pré-formado
(nanoprecipitacdo) para cada modelo de nanocéapsulas estudadas nesse trabalho (PCL e EUD),
e posterior secagem por aspersdo mediante nebulizacdo em spray-dryer com adjuvante de
secagem lactose a 1% ou Aerosil® 200 a 3%. As nanocapsulas poliméricas tiveram o seu
diametro de particula e indice de polidispersao analisados pela técnica de espalhamento de luz
dindmico e caracterizacdo quanto ao seu tamanho e SPAN pela técnica de difracdo de laser.
Apbs, cada tipo amostral foi aplicado em substrato tegumentar de unha e cabelo humano, pele
e mucosa esofagica suina. E por fim, analisadas em equipamento dual-beam Auriga-Zeiss
utilizando as técnicas FEG e FIB. Entre os resultados, das formulacdes de pds secos, a que
apresentou morfologia mais constante foi a de nanocapsulas de PCL com adjuvante silica. A
aplicacdo das nanocépsulas em sistemas tegumentares e epiteliais foi muito véalida para
ilustrar os processos de interacdo das nanoestruturas e substratos bioldgicos, observando
diferentes formas de dispersdo e bioadesdo, por exemplo. O equipamento dual-beam
empregado representou uma ferramenta muito apropriada para caracterizacdo em resolucéo
melhorada desses nanomateriais estudados, em comparacdo a estudos anteriores, sendo
possivel trazer alguns novos dados, como por exemplo, a evidéncia da grande diferenca

morfologica entre microaglomerados de nanocépsulas de PCL em comparagéo as de EUD.

Palavras-chave: nanocépsulas poliméricas — poli(e-caprolactona) — Eudragit ® S 100 — FEG-
MEV — FIB-MEV — microscopia eletronica de varredura




ABSTRACT

Polymeric nanocapsules are biomaterials widely used in the pharmaceutical and cosmetic
industry as carriers of drugs, however, the nanometric size of these nanomaterials becomes a
challenge for the structural characterization. Therefore, in this work, scanning electron
microscopy by field emission gun (FEG) and focused ion beam (FIB) were explored to
characterize the materials selected for this research, being nanocapsules produced by an
polyester, poly (e-caprolactone) - PCL or an acrylate, Eudragit ® S 100 - EUD, and
subsequently applied to biological substrates, such as human nails and hair, swine skin (from
ears) and esophageal mucosa. Polymer nanocapsules suspensions were prepared by the
preformed polymer interfacial deposition method (nanoprecipitation) for each model of
nanocapsules studied in this work (PCL and EUD), and after drying by spray-dryer with
lactose 1% or Aerosil® 200 3%. The polymer nanocapsules had their particle diameter and
polydispersity index analyzed by the technique of dynamic light scattering and
characterization of their size and SPAN by the laser diffraction technique. Afterwards, each
sample type was applied to tegumentary substrate of human nail and hair, swine skin and
esophageal mucosa. And finally, analyzed in dual-beam equipment Auriga-Zeiss using FEG
and FIB techniques. Among the results, of the dry powder formulations, the one that
presented more constant morphology was PCL nanocapsules with silica adjuvant. The
application of nanocapsules in tegumentary and epithelial systems was very valid to illustrate
the interaction processes of nanostructures and biological substrates, observing different
forms of dispersion and bioadhesion, for example. The dual-beam equipment employed was a
very appropriate tool for the characterization of these nanomaterials in improved resolution,
compared to previous studies. It was possible to bring some new data, such as the evidence of
the morphological difference between PCL nanocapsules microclusters in compared to EUD.

Keywords: polymer nanocapsules - poly (e-caprolactone) — Eudragit ® S 100 - FEG-SEM -
FIB-SEM - scanning electron microscopy

Xl



Madller R., Thaniele

1 INTRODUCAO

Caracterizacdo estrutural de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) e de
Eudragit ® S 100 através de microscopia eletrdnica de varredura por feixe
de emissdo de campo (FEG) e por feixe de ions focalizados (FIB)



Na area terapéutica, a ciéncia de nanomateriais traz inovagdes para atender a demanda
de novos tratamentos médicos, tornando-os de acdo bioldgica especifica e controlada,
diminuindo a toxidade e efeitos colaterais ao organismo, beneficiando a salde e o conforto do
paciente. Além disso, € relevante o desenvolvimento de meios para a entrega direcionada de
farmacos em alvos biologicos de dificil acesso, tais como tumores. Nesse contexto, a
nanotecnologia se caracteriza como uma ferramenta promissora.

A microscopia eletrénica de varredura com fonte de emissdo de campo (FEG-MEV;
FEG- field emission gun) € uma técnica de alta resolucdo ideal para caracterizacdo de
materiais nanoestruturados. Por sua vez, a microscopia eletronica de varredura por FIB (FIB-
MEV) é uma poderosa técnica de imageamento interno de materiais bioldgicos, na qual a
amostra pode ser repetidamente “fatiada” pelo feixe de ions focalizados (FIB-focused ion
beam) e a imagem de cada nova face produzida é captada por microscopia eletrdnica de
varredura. Este processo conhecido como “slice and view” ou tomografia FIB/SEM, pode ser
repetido, ad libitum, permitindo anélise 3D de volumes relativamente grandes com um
comprimento de varios micrémetros.

Para esta pesquisa, foram selecionadas nanocapsulas produzidas a partir de um
poliéster, a poli(e-caprolactona) ou de um acrilato, o Eudragit® S 100, que sdo muito
utilizados na &rea farmacéutica e usados pelo grupo de pesquisa da orientadora deste trabalho.
Através das tecnologias de microscopia citadas, pretendeu-se chegar ao detalhamento
estrutural em escala nanométrica, aléem de realizar tomografias das nanocapsulas, estudos
estes ainda ndo encontrados na literatura cientifica para esses tipos de nanomateriais.

As nanocapsulas poliméricas sdo produzidas na forma de suspensdes aquosas. Com a
finalidade de prolongar a sua estabilidade frente ao armazenamento e a sua portabilidade, foi
desenvolvida uma tecnologia de secagem das mesmas, por spray-drying, a qual converte a
suspensdo em produtos pulverulentos, os quais sdo passiveis de incorporacdo em varias
formas farmacéuticas finais, como pastas, formulacdes semi-sélidas e intermediarios para a
producdo de comprimidos ou capsulas de gelatina dura. Assim, as nanocapsulas em suas
formas secas formam microaglomerados bastante Uteis para a administracdo topica, em pele e
mucosas, por exemplo, importantes para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e
cosmeéticas.

O tema foi consolidado mediante a necessidade de caracterizagdo morfoldgica destas
nanocapsulas microaglomeradas dada a auséncia de dados na literatura no que diz respeito a

este tépico. Como substrato de estudo, foram escolhidos unha e cabelo humano; pele (orelhas)
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e mucosa esofégica suina, devido ao interesse de aplicabilidade de farmacos/cosméticos
nesses tecidos para aprimoramento de formulagdes do grupo de pesquisa.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

* Explorar a técnica de microscopia eletrénica de varredura dual-beam por FEG e FIB
para a caracterizagdo morfoldgica das estruturas de nanocdpsulas poliméricas
microaglomeradas produzidas a partir de poli(e-caprolactona) e Eudragit® S 100 e a interacéo

dessas nanoestruturas com substratos bioldgicos.

1.1.2 Objetivos especificos

I. Produzir e caracterizar suspensGes de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) ou de
Eudragit® S 100 e suas respectivas formas pulverulentas obtidas empregando dois tipos de
adjuvantes de secagem, a lactose e a silica coloidal;

I1. Obter tomografias das nanocépsulas de poli(e-caprolactona) e de Eudragit ® S 100;

I11. Analisar a morfologia de nanocapsulas de poli(e-caprolactona) organizadas na forma de

microaglomerados;

IV. Analisar a morfologia de nanocépsulas de Eudragit ® S 100 organizadas na forma de

microaglomerados;

V. Verificar a interacdo de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) e Eudragit ® S 100 em
suspensdo aquosa ou na forma de microaglomerados secos com substratos organicos

selecionados: pele, mucosa, cabelo e unha;
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2.1 NANOPARTICULAS

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais de didmetros inferiores a 1 pm.
Como afirmado por muitos autores, esses sistemas sdo muito utilizados como carreadores de
substancias, devido a capacidade de transportar e liberar farmacos, podendo ser
biocompativeis com tecidos e células biolgicas."® Nanomateriais apresentam caracteristicas
diferentes de outros materiais por possuirem aumento relativo da superficie de contato, assim,
uma quantidade de nanomateriais se torna muito mais reativa que a mesma quantidade de
materiais de dimensGes maiores, ja que muitas reacdes quimicas ocorrem na superficie das
estruturas.’

Os didmetros diminutos também tornam as nanoparticulas capazes de cruzarem
seletivamente varias membranas bioldgicas o que contribui para a uma capacidade de entrega
direcionada de farmacos para alvos especificos. Ainda, modificacdes quimicas realizadas na
superficie das particulas podem proporcionar um direcionamento ativo a alvos especificos,
mediante, por exemplo, mecanismos de reconhecimento molecular (active targeting).*

As suspensbes de nanoparticulas podem ser definidas como carreadores
submicrométricos de farmacos e englobam as nanoesferas, nanocéapsulas, e nanoemulsoes,
diferindo entre si pela composi¢do da formulacéo, podendo ser obtidas através de uma mesma
técnica de preparacdo. As potencialidades terapéuticas dessas suspensdes coloidais para
administragdo de farmacos tém sido muito pesquisadas nas Gltimas décadas.”

“Nanoparticulas” é uma nomenclatura geral para nanocdpsulas ou nanoesferas®
(Figura 1). Elas podem ser compostas por um ou por multiplos componentes poliméricos,
sendo estabilizadas por interacdes quimicas e fisico-quimicas. As nanocéapsulas sdo revestidas
por uma camada polimérica disposta ao redor de um nucleo oleoso, onde o farmaco pode estar
dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Elas sdo compostas de menor
quantidade de polimero no sistema quando comparado a nanoesferas. As nanoesferas sao
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido. Elas ndo
apresentam 6leo em sua composicdo, diferentemente das nanocapsulas.™® Nanocapsulas e
nanoesferas sdo produzidas na forma de suspensdo aquosa, geralmente estabilizadas com
tensoativos de elevado EHL, como é o caso do polissorbato 80.”

Nanoemulsdes correspondem a um sistema micelar, constituido pela disperséo de
tensoativos e 6leo em agua.” Podem ser definidas como sistemas heterogéneos nos quais a

fase interna, um liquido, é disperso na fase externa, outro liquido, na forma de goticulas, na
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presenca de um agente emulsionante e tem sido empregadas em sistemas de liberacdo de
farmacos. Suas propriedades fisico-quimicas devem ser estritamente controladas, visando a
administracdo por via parenteral e a estabilidade do sistema. Ha distin¢do entre microemulsédo
e nanoemulsdo, ja que a primeira é um sistema termodinamicamente estavel, mas podendo
apresentar limitagdes para administracdo por via parenteral, na medida em que suas
propriedades sdo fortemente afetadas por alteracfes de temperatura e/ou diluicdes. As
nanoemulsdes sdo sistemas cineticamente estaveis e apresentam diversas potencialidades
como sistemas carreadores de farmacos, especialmente para aqueles de reduzida
hidrossolubilidade, embora apresentam instabilidade termodindmica. Estudos recentes
descrevem a possibilidade de reducéo de toxicidade, aumento de atividade, janela terapéutica,
biodisponibilidade e, em alguns casos, uma liberacdo controlada e direcionada de farmacos
incorporados nesses sistemas.®

Entre as vantagens da utilizacdo das nanocépsulas estdo a sua elevada eficiéncia de
encapsulagdo do farmaco, devido a otimizacdo da solubilidade do farmaco no ndcleo e a
protecdo contra fatores de degradacdo (como pH) e irritacdo do tecido bioldgico, reduzindo
efeitos adversos do farmaco.! Esses sistemas sdo de grande importancia também devido as
inimeras aplicacdes terapéuticas, principalmente, para administracdo parenteral, oral ou
oftdlmica. Uma das &reas mais promissoras na utilizacao das nanoparticulas € a vetorizacao de

farmacos anticancerigenos e de antibiéticos.’

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede g ., K CDdg . 5 - Matriz
- o o2 Q 80 . % e
polimérica o r CB CB &8 0 ¢ polimerica
O O || .. .
o]
Nideo—S o 0 4 % y 0853883 800
oleoso Y o oo o Ci
- Y
Férmam/ 2) b) °) d) Farmaco

Figura 1: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco
dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das
nanocapsulas; ¢) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido
ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

H& vérios métodos relatados na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas,'® os quais podem ser classificados em métodos baseados na polimerizag&o in situ

de mondmeros dispersos (cianoacrilato de alquila) ou na precipitacdo de polimeros pre-
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formados, tais como poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA),
poli(e-caprolactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do acido metacrilico e de um eéster
acrilico ou metacrilico.?'*? As principais etapas dos diferentes métodos de preparacdo de
nanoparticulas estdo apresentadas na Figura 2.

Alguns estudos foram desenvolvidos com o objetivo de elucidar a organizagdo
supramolecular destes sistemas nanoparticulados, bem como a influéncia que cada
componente da formulacédo apresenta sobre a capacidade de veiculacéo e entrega de farmacos
lipofilicos. Em seu conjunto, os resultados indicam que para cada sistema nanoestruturado ha
uma conformacdo Unica, que é consequéncia das matérias-primas empregadas para a
producdo das particulas, do método de preparacdo, bem como das condi¢fes operacionais
empregadas.t>*%

Geralmente, as nanoparticulas e as nanocapsulas sao apresentadas em formas
farmacéuticas liquidas, o que pode levar a uma limitagdo em termos de estabilidade fisico-
quimica devido ao alto teor de &gua, podendo haver degradacdo quimica dos componentes e
crescimento microbiano. Assim, a extracdo da agua destes sistemas liquidos pode promover
um aumento na estabilidade fisico-quimica das formulacGes. A técnica de spray-drying
(secagem por aspersdo) é uma ferramenta Util na obtencdo de formas farmacéuticas
pulverulentas a partir de formas liquidas, como solucdes, emulsdes, suspensdes ou dispersoes.
Trata-se de uma técnica rapida, de baixo custo e passivel de transposicdo para escalas piloto e
industrial. Existem trés estratégias para a secagem de nanoparticulas através de spray-drying:
1) secagem de solucBes para obtencdo de nanoparticulas (processo tipo “bottom up”); 2)
secagem de emulsbes/dispersdes para obtencdo de nanoparticulas e 3) secagem de

nanoparticulas pré-formadas.*®
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Figura 2: Métodos usuais empregados na preparacdo de nanoparticulas poliméricas, baseados
na utilizacdo de mondmeros dispersos ou na precipitacio de polimeros pré-formados.?

A técnica spray-drying tem trazido resultados satisfatorios na preparacao de sistemas
carreadores microparticulados, com preservacdo das estruturas supramoleculares (nanoesferas
ou nanocapsulas, sendo essas Ultimas as mais importantes nanoparticulas na area de drug
delivery) de sistemas coloidais, como as nanocapsulas, com a adicdo de adjuvantes de
secagem as suspensdes coloidais antes da secagem, sendo frequentemente utilizado na
preparacdo de pds com propriedades farmacoldgicas e caracteristicas especificas, tais como
tamanho, densidade e forma da particula. Produtos sélidos sdo muito mais estaveis do que
formas liquidas, trazendo grandes vantagens. A secagem por aspersdo oferece Varios
beneficios como ser um processo de fabricacéo répido e de baixo custo, propiciar aumento da
escala de producdo do material, levar a obtencdo de produtos com prazo de validade longo e
aplicacdo em materiais sensiveis ao calor, etc..: 1617
Spray-drying € mais frequentemente proposto como um processo de desidratacéo e,

também, utilizado para microencapsular farmacos. A técnica também tem sido empregada na
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preparacdo de particulas finas redispersiveis usando polimeros como estabilizantes ou
inibidores de crescimento de cristais. A producdo de particulas finas é muito util para sélidos
pouco solUveis para contornar a baixa biodisponibilidade, aumentando a area de superficie
especifica de pdés, tornando-os muito fluidos. Varios estudos mostram que o tamanho das
particulas apos spray-drying sdo diretamente proporcionais ao tamanho das gotas da emulsdo
primaria, sendo essa correlacdo explicada pelo coeficiente do gradiente de tensdo superficial,
assim como outros fatores, como tempo e modo de cisalhamento das particulas.'® *°

A primeira vez que foi relatado o uso da técnica de spray-drying para converter
suspensoes liquidas contendo matriz ou vesiculas de nanoparticulas poliméricas foi em 1999,
relatado por Guterres e colaboradores, *® que descreveram esse processo de secagem para
suspensdes de nanoparticulas poliméricas com ou sem farmacos, visando melhorar a
estabilidade fisco-quimica das mesmas. Nesse trabalho, foi utilizado o dioxido de silicio como
adjuvante de secagem que proporcionou um suporte para a secagem das nanoparticulas. Essa
estratégia € eficiente na preparacdo de nanoparticulas secas como produtos finais ou
intermediadrios na preparacdo de formas farmacéuticas de administracdo oral ou
dermatolégicas.*®*8%

Posteriormente, pesquisas 2 propuseram o uso da técnica de spray-drying na obtencao
de particulas de matriz micrométrica compostas por nanoparticulas de farmacos dispersas em
uma matriz sélida. As nanoparticulas de farmacos, de tamanho menores que 500nm, sdo
formadas por um método anti-solvente usando ao menos um polimero como excipiente para
recobrir ou encapsular as nanoparticulas, evitanto a agregacio. E fundamental para obter o
tamanho inicial em escala nanométrica das suspensdes o uso de ambiente de micromixagem e
elevada impregnacdo ou alta forca de cisalhamento. Esse método proposto, em comparacéo ao
convencional, apresenta menor tempo de preparacao, baixo custo e conduz a pds mais estaveis
contendo nanoparticulas com farmacos, sendo o processo aplicado para obter formas
farmacéuticas orais, tais como p6s, comprimidos, capsulas ou granulos, ja que aumentam a
solubilidade, dissolucéo e biodisponibilidade de farmacos de baixa solubilidade em agua. A
maioria dos farmacos aplicados as particulas pré-formadas apresentam caracteristica
lipofilica, justamente porque essas particulas tem natureza hidrofébica.'®

Ha outros estudos/patentes que focam na aplicacdo de técnicas por spray-drying na
producdo de nanoparticulas poliméricas; no entanto, a técnica cléssica de spray-drying tem
sido melhor estabilizada na obtencdo de nanoparticulas poliméricas por uma técnica chamada
Nano Spray-Drying. Estudos tém procurado encontrar a otimizacdo das etapas de producéo de

diferentes tipos de nanoparticulas para aplicacdo desse método, além de obter uma
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compreensdo completa dos parametros que influenciam as propriedades finais dos pds secos e
a viabilidade de producéo em alta escala. *° Pesquisas t&m discutido a diminuicéo dos efeitos
colaterais da administracdo oral de nanoparticulas, principalmente focando-se nos
antiinflamatérios ndo-esterdides ou a protecdo de farmacos degradaveis no trato

gastointestinal, como peptidios e proteinas.>*?

2.2 ADJUVANTES DE SECAGEM

Amostras sdo analisadas a temperatura ambiente e sob alto vacuo em todos os
microscopios eletrbnicos convencionais, ja que as moléculas de gas podem espalhar os
elétrons/ions e afetar a formacdo do feixe. Nestas condicdes, apenas 0s sistemas
farmacéuticos sélidos, tais como p6s ou nanoparticulas, podem ser vistos com precisdo por
esse tipo de microscopia. Sendo assim, formulacBes hidratadas, tais como emulsdes,
suspensdes ou lipossomas, sdo fortemente afetados durante a andlise, ocorrendo a destruicédo
inerente de sua morfologia nativa, além de acometer o proprio equipamento. Assim, para uma
analise bem sucedida na camara de vécuo, a secagem do material é imprenscindivel, havendo
a necessidade do emprego de adjuvantes para tal fim.*

As suspensdes coloidais poliméricas contendo farmacos em suspensfes aquosas Sao
bastante suscetiveis a alteragdes fisico-quimicas e crescimento microbioldgico durante o
armazenamento, apesar de apresentarem potencialidades no aumento da eficécia de farmacos,
na diminuicdo da toxicidade ou, ainda, no desenvolvimento de sistemas de liberacdo
modificados. Dessa forma, a secagem por aspersdo (spray-drying) foi proposta por nosso
grupo de pesquisa para a conversao desses sistemas dispersos aquosos em sistemas sélidos
micro- e nanoparticulados, empregando o didxido de silicio coloidal 3% (Aerosil® 200) ou
lactose 1% como adjuvantes de secagem. Conforme os estudos, os produtos secos com silica
sdo compostos pelo adjuvante na forma de aglomerados micrométricos, revestidos com
nanoparticulas poliméricas. & %22

As analises morfologicas por microscopia eletronica de varredura das suspensoes de
nanocépsulas secas mostraram, apds aspersédo, a presenca de nanoestruturas na superficie das
microparticulas com tamanhos compativeis aqueles determinados nas suspensdes originais
(didametros médios entre 200 e 300 nm).?* Porém, estudos ® mostraram que apds a secagem de
suspensdo de nanoesferas, houve uma diminui¢do no didmetro das nanoestruturas presentes na

superficie das microparticulas, ocorrendo alteragdo da sua organizagdo estrutural durante a
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aspersao, sendo essa alteragdo atribuida a liberagcdo do tensoativo lipofilico durante o processo
de secagem.® 2%

A associacdo do farmaco ao adjuvante de secagem empregados a suspensao
nanoestruturada apenas como um sistema de revestimento e controle da libera¢do do farmaco
foi uma estratégia desenvolvida por pesquisadores para ultrapassar as limitagdes da secagem
por aspersdo, que somente era aplicavel a farmacos de elevada poténcia, normalmente
administrados em baixas dosagens. Esses novos sistemas foram chamados de microparticulas

revestidas com nanoparticulas (nanoparticle-coated microparticles).?? 2

2.2.1 Dioxido de silicio coloidal

O dioxido de silicio coloidal apresenta elevada superficie especifica e alto poder
sorvente, apresentando excelentes resultados na obtencéo de produtos secos por aspersdo,?
além de proporcionar uma boa estabilidade fisica, mantendo o aspecto de p6 fino e solto, e
conferindo maior rendimento ao processo de secagem. De acordo com a literatura, essa boa
estabilidade fisica foi atribuida a uma possivel microencapsulacdo das particulas do p6 pelo
Aerosil® 200.> #?°

Em estudos, amostras com aplicacdo de altas concentracfes de Aerosil® 200 em
processo de secagem em temperaturas mais elevadas apresentaram uma maior resisténcia aos
efeitos da higroscopicidade a qual estavam sendo expostos, sendo esse fato atribuido a menor
retencdo de agua pelo extrato seco durante o processo de secagem, como também as
propriedades tecnoldgicas do adjuvante adicionado.? *°

Segundo estudos !, a silica pirogénica hidrofilica, como o Aerosil® 200, possui em
sua superficie grupos silandis ao final do seu processo de fabricacdo. Como esses grupos
podem liberar prétons para 0 meio aquoso, € originada uma superficie solida carregada
negativamente. Porém, como todo o sistema de dispersao € eletricamente neutro, esse efeito é
compensado nos sitios de carga superficial negativa por contra-ions positivos, onde a primeira
camada de carga é fixa e ao redor da particula na area de uma segunda camada difusa de

contra-cargas o potencial elétrico diminui lentamente.®*
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2.2.2 Lactose

A lactose é um carboidrato primario, sendo um dissacarideo formado por uma
glicose e uma galactose. A lactose seca por aspersao € um composto usualmente empregado
nas preparagdes de alimentos e amplamente utilizada no mercado farmacéutico como
excipiente quimicamente inerte, aumentando a compressdo direta, protegendo a
disponibilidade biolégica dos farmacos,® apresentando acdo aglutinante e diluente na
producdo de comprimidos e capsulas.***® Ela é produzida através de uma suspenséo aquosa
saturada de cristais de a-lactose monoidratada e outros processos que resultam em um
material com estreita faixa de granulometria, tornando mais eficazes suas propriedades de
fluxo. Durante o processo de compressdo, ocorre a deformacdo das particulas de lactose,
ocasionando a reducdo do volume das mesmas. A deformacgdo controla a area de contato
formada entre as particulas durante a compressdo, as quais controlam as forgas de tenséo ou
resisténcia do comprimido. Assim, formam-se ligacBes entre as particulas por adsorcéo e
ligacbes por pontes sélidas sob altas pressbes de compactacdo. Geralmente, a a-lactose
apresenta morfologia prismatica, piramidal e acicular dos cristais presentes.

As particulas de lactose se aglomeram devido a fragmentacdo causada sob intensa
pressdo. Ja a silica apresenta alta compactabilidade, mesmo em baixa forca de compactacéo,
tornando-se vantajosa no desenvolvimento de formulacBes de encapsulacdo e apresenta
também dureza elevada em relagdo a lactose.>*® Estudos mostram que a morfologia dos
adjuvantes de secagem e das nanocapsulas spray-dried variam consideravelmente, sendo que
a lactose seca apresenta grandes aglomerados, enquanto as nanocapsulas secas por spray-

drying apresentam microaglomerados rugosos em um pé homogéneo.

2.3 POLIMEROS

2.3.1 Poli(e-caprolactona)

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um poliéster obtido por polimerizagéo de abertura do
anel do mondmero ciclico €-caprolactona (como é mostrado na Figura 3) utilizando
mecanismo  anidnico, catidnico, de coordenacdo ou de catalise de radical.*’ PCL é um
polimero semicristalino alifatico, sendo a cristalinidade diretamente relacionada com o peso

molecular, que pode variar entre 10.000 a 80.000 g/mol.*" *® Esse polimero apresenta
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caracteristicas mecéanicas flexiveis, como elasticidade e forca de tensdo que sdo importantes
para a aplicacdo farmacéutica.’’

A poli(e-caprolactona) é biodegradavel, biocompativel, apresentando temperatura de
transicdo vitrea muito baixa (- 60°C) e ponto de fusdo entre 59 e 64°c, dependendo da sua
natureza cristalina. A PCL, quando empregada em nanocépsulas apresenta, como propriedade
a alta permeabilidade a substancias, principalmente, se de baixo peso molecular.®® Este
polimero é amplamente empregado em estruturas devido a sua biocompatibilidade, sendo um
dos mais importantes polimeros biodegradaveis usados como biomateriais. Poliésteres como a
PCL apresentam propriedades bioadesivas, conferindo um acréscimo na deposi¢do das
particulas em regides do trato gastrointestinal, aumentando a absorcéo sistémica de farmacos.
A degradacdo da PCL em ambientes aquosos é favorecida pelo meio alcalino e por altas
temperaturas, ocorrendo por hidrdlise quimica e/ou enzimatica, principalmente da ligacédo

éster, 340

O

n

0]
%szbu
O

€-caprolactona Poli (€-caprolactona)
Figura 3: Esquema da sintese do polimero poli(e -caprolactona).**
2.3.2 Eudragit ® S 100

Polimeros polimetacrilatos, como o Eudragit ® S 100, tém sido muito utilizados em
sistemas de liberacdo controlada de diversos farmacos. O Eudragit ® S 100 apresenta 0 nome
quimico de poli(acrilato etila-co-metacrilato de metila-co-metacrilato de trimetilamonio
cloridrico). Ele é biocompativel, mas ndo biodegradavel, sendo um copolimero anidnico
(apresentando superficie anidnica) baseado nos mondmeros de 4acido metacrilico e
metilmetacrilato (Figura 4) com baixo contetdo de grupamentos aménio e quartenario (5%),
apresentando peso molecular entre 20000 e 25000 g/mol™. Ele é muito utilizado para produzir

sistemas carreadores de farmacos modificados para resistir ao meio gastrico. Durante a
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liberacdo do farmaco, o material ndo degradavel desses polimeros acrilicos apresenta

importante fendmeno de transporte de massa.”> > 4**4

CH3 CH3
*\\V//\ ~
e
o | o
OH (r
CH;

Figura 4: Estrutura quimica do Eudragit ® S 100.%

2.4 MICROSCOPIA ELETRONICA

A microscopia eletrdnica de varredura é uma importante ferramenta na caracterizacao
morfolégica de nanocapsulas poliméricas, pois possibilita avaliar, além da forma e da
superficie das nanoestruturas geradas, o tamanho e a sua distribuicdo, permitindo aumentos
acima de 50.000 vezes e imagens tridimensionais de alta resolucdo (>1 nm), o que torna essa

técnica bastante versatil.*

A Figura 5 compara a media do tamanho do didmetro de
nanoparticulas poliméricas com a de outras estruturas biolégicas comumente analisadas por
microscopia eletrénica ou oOptica. Observando-se essa figura, é possivel verificar que as
estruturas que sdo estudadas nesse trabalho, encontram-se entre as menores pesquisadas,
necessitando de poderosas técnicas de analise para serem investigadas.

As nanoparticulas sdo estruturas extremamente pequenas, necessitando de
equipamentos com grande poder de resolucdo para serem bem analisadas. Ha inimeras
pesquisas anteriores de varios modelos de nanocapsulas analisadas por microscopia
eletrbnica, tanto por transmissdo, quanto por varredura, como podem ser vistos alguns
exemplos da literatura selecionados e expostos na Figura 7. No entanto, as imagens
resultantes ndo apresentam resolucdo suficiente para uma boa caracterizacdo morfoldgica. Na
literatura, as imagens sdo registradas principalmente de microcdpsulas, em comparagdo as
nanocapsulas, justamente por essas Ultimas serem muito dificeis de visualizar com detalhes.

As técnicas mais usadas sdo MET e MEV convencional, onde a magnificacdo nédo ultrapassa
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muito além de 50kx. Sendo assim, a microscopia eletrénica de varredura por FEG (FEG-
MEV) corresponde uma opg¢do de andlise apurada das estruturas dos modelos de nanocapsulas

deste estudo.

0,01 um 0,1 um 1um 10 um
10 nm 100 nm 1000 nm 10 000 nm
AR RNNNNNNNNNY T T
nanoparticulas

hemécia

” bactéria
virus

diametro de cabelo (80 um)

Figura 5: Comparacdo do tamanho de didametro de nanoparticulas poliméricas com estruturas
bioldgicas. *°

A resolucdo de um microscépio de varredura depende basicamente do diametro do
feixe de elétrons e da corrente utilizada, assim, o FEG-MEV consegue alta resolucdo por
produzir um feixe com alta corrente e didmetros entre 5-10nm.*" *® Na Figura 6 é possivel
observar a diferenca entre os filamentos de MEV convencional, MET e FEG-MEV, onde este
ultimo apresenta-se extremamente fino, formando um feixe de elétrons de diametro muito

menor que os outros dois filamentos.

Electrode
m} V J Q
W filament LaBs FEG
(a) {6) ic)

or b or

b

Figura 6: Comparacdo entre trés diferentes filamentos para microscopia eletrénica de
varredura: (a) filamento de tungsténio; (b) filamento de hexaboreto de lantéanio; (c) filamento
FEG. ®
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Microcapsulas de Eudragit® RS 30D secas
através de silica (esquerda), fotomicrografia
por FEG-MEYV, modelo JEOL 700 1F.

(Liu, W. et al., 2011).

Microcépsulas de acido polilatico (direita)
por FEG-MEYV, modelo LEO 982.

(Yin, W. & Yates, M. Z., 2009)

Fotomicrografias de suspensdes de nanocapsulas
de PLA (acido polilatico) por microscopia
eletronica em modo transmissdo em microscopio
Jeol 1010.

Neckel, G. L. & Lemos-Senna, E., 2005

A:Lactose pura seca por spray-drying; B:Nanocapsulas de
Eudragit® S100 secas com lactose como adjuvante de secagem;
C:Maltodextrina pura e D:Nanocépsulas de Eudragit® S100 secas
com maltodextrina como adjuvante de secagem. Fotomicrografias
por microscopio eletronico de varredura convencional, modelo
SEM-Jeol 6060.

.
o £ 33

L5 P »’
‘\ { 10ku  x3vase. _ﬁ( o ‘)‘ 3 e
\

Hoffmeister et. al, 2012

Fotomicrografias por microscopia
eletronica de varredura de particulas
de Eudragit® L100 (esquerda) e
particulas de Eudragit® L100
contendo Nifedipino (direita).

Santos, 2013

IPCM-2012 3489 20121208 H

Figura 7. Imagens de modelos de nanocépsulas e microcapsulas extraidas da literatura.® %02

Outra vantagem do FEG-MEV é que nele é possivel obter a emissdo de elétrons a
temperatura ambiente, justamente por nele ser possivel elevar o campo elétrico por sua forma
pontiaguda, fornecendo intensidade eletrdnica 10 mil vezes maior que o filamento de
tungsténio comum e no minimo 100 vezes maior que o filamento de LaBg (hexaboreto de

lantdnio, muito comum em microscopia eletronica de transmissdo). Ele é composto de
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monocristais de tungsténio (W) afilados a um raio menor que 100nm, diferentemente do que
ocorre nos MEVs convencionais, onde a fonte de elétron é termoidnica.”® *

O feixe de ions focalizados (FIB) & semelhante ao microscépio eletrénico de
varredura, o que difere é o feixe que varre a amostra, onde no FIB é um feixe de ions e no
MEV convencional é um feixe de elétrons. No FIB, elétrons secundarios sdo gerados pela
interacdo do feixe de ions com a superficie da amostra, onde se pode obter imagens de alta-
resolucdo. Comumente, sdo utilizados ions de galio para formacéo do feixe. Quando se utiliza
a expressdo “FIB-MEV”, trata-se de um equipamento acoplado com uma coluna de MEV,
além do FIB, que ¢ também chamado de “dual-beam”. O equipamento também possui

micromanipulador e injecdo de gés para deposicdo quimica de vapor (Figura 8).%°

Elétrons
emitidqs

Figura 8: llustracdo esquematica de um equipamento dual-beam FIB-MEV.>

O FIB-MEV né&o possui um poder de resolucdo em nivel de MEV, pois seu feixe de
ions focalizados apresenta dimensdes de poucos nm a poucos pm de didametro. Assim, ele ndo
é usado para a geragdo de imagens, mas sim, para “esculpir’” o material, onde é possivel, por
exemplo, preparar tomografias do material. Quando o feixe de elétrons e de ions sdo
combinados, eles permitem seccionar e visualizar uma amostra com o mesmo aparelho quase
instantaneamente. Outro ponto relevante também é que o FIB apresenta pequena conducéo de
calor para a amostra durante corte e excelente precisdo. Porém, no inicio do corte, ha uma
pequena degradacdo do material, 0 que é irrelevante em escala micrometrica, mas impossivel

de ser ingnorada em escala nanométrica.>’
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Equipamentos dual-beam FIB-MEV permitem a anélise de amostras fraturadas e sdo
uma poderosa alternativa a microscopia eletrénica de transmissdo quando é preciso analisar
uma amostra bioldgica de grande volume. Com esse tipo de equipamento, a combinacao dos
dois feixes que se encontram em seus pontos focais permite que uma imagem da superficie da
amostra recém fatiada seja observada.”® Até o momento, estudos utilizam preferencialmente a
microscopia eletronica de transmissdo para anélise morfolégica de nanocapsulas.®” No
entanto, estudos mais atuais mostram que em comparacdo com métodos convencionais
demorados e pouco Vvidveis de preparacdo de amostras, a técnica FIB-MEV demonstra-se
completamente confidvel e capaz de preparar amostras organicas para analise, onde as
peliculas mais finas preparadas por FIB-MEV possibilitam um processo de andlise
microestrutural muito mais abrangente.*

A técnica do feixe de ions focalizados (FIB) é frequentemente empregada na industria
de semicondutores e na ciéncia dos materiais, onde cada vez mais esta sendo utilizada nos
campos biologico e farmacéutico para analise de locais especificos, deposicdo e ablacdo de
materiais, enre outras aplicacbes. A principal limitacdo da abordagem FIB-MEV para
materiais farmacéuticos é a necessidade de condi¢cbes de alto vacuo, o que inevitavelmente
leva a uma perda de massa da amostra, sendo este efeito particularmente severo em sistemas

21

congelados-hidratados.~ A microscopia eletronica por FEG e FIB ainda ndo foram

empregadas para caracterizar as hanocapsulas especificas desse estudo.
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3 MATERIAIS E
METODOS

Caracterizacdo estrutural de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) e de
Eudragit ® S 100 através de microscopia eletrdnica de varredura por feixe
de emissdo de campo (FEG) e por feixe de ions focalizados (FIB)



3.1 ’PREPARACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO
LIPIDICO (BUDNC)

As suspensGes de nanocapsulas poliméricas foram preparadas pelo método de
deposicao interfacial de polimero pré-formado (nanoprecipitagdo) proposto por Fessi e

colaboradores e otimizado pelo nosso grupo de pesquisa.®

3.1.1 Preparagéo de nanocapsulas com PCL e Eudragit ® S 100

A preparacao das suspensdes consistiu em duas fases distintas para cada modelo de
nanocapsulas estudadas nesse trabalho (PCL e EUD), uma fase organica e outra aquosa. A
fase organica, ou lipofilica, continha o polimero PCL ou Eudragit ® S 100 (0,1g),
triglicerideos de cadeia média (TCM) (160 pL), tensoativo de baixo equilibrio hidrofilo-
lipéfilo (EHL) monoestearato de sorbitano (Span ® 60) (0,038 g), solubilizados em 27 mL de
acetona em banho-maria a 40 °C. Apds, esta fase foi injetada dentro de uma fase aquosa
contendo 53 mL de agua destilada e tensoativo de elevado equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL)
(Tween® 80) (0,077 g), sob agitacdo magnética moderada. As suspensdes de nanocapsulas
foram, entdo, levadas ao evaporador rotatério (modelo Rotavapor R Il - Buchi B-740, a 40 °C
em velocidade de nivel 6) e posterior secagem por aspersdo. A secagem das suspensdes de
nanocapsulas para a obtencdo dos pds-secos, ocorreu mediante nebulizacdo em spray-dryer
(Mini Spray Dryer B-290, Buchi — Switzerland) com adjuvante de secagem lactose a 1% ou
Aerosil ® 200 a 3%. Pelo spray-dryer, também foram secas as amostras controles, compostas
ou por lactose a 1% ou por Aerosil® 200 a 3% mais adicdo de 53 ml de agua destilada.’®?®
Apbs , cada amostra recebeu contrastacdo, sendo colocada uma gota de uranila por 5 min e
exposicdo ao vapor de tetréxido de ésmio por 30 min nos pdés, adaptando o processo de

acordo com a literatura consultada.*’*®

32 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS
MICROAGLOMERADAS

3.2.1 Espallhamento de luz dindmico

As suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico produzidas com PCL ou EUD

tiveram o seu diametro de particula e indice de polidispersdo analisados pela técnica de
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espalhamento de luz dindmico (Zeta Sizer ® ZS, Malvern Instruments, Reino Unido). Para
tal, as amostras, em triplicatas, foram diluidas 500 vezes em &gua previamente filtrada (0,45

pUm) e o experimento conduzido a temperatura ambiente.
3.2.2 Difragéo de laser

Anadlise do tamanho de particula por difracdo de laser (LD): as nanocapsulas
microaglomeradas e os grupos controles (lactose e Aerosil® 200) foram redispersas em agua
e caracterizadas quanto ao seu tamanho e SPAN (distribuicdo de tamanho), utilizando a
técnica de difracdo de laser através do equipamento Master Sizer — Hydro 2000 (Malvern

Instruments, Reino Unido) .

3.3 APLICACAO DAS NANOCAPSULAS EM SUBSTRATOS ORGANICOS

3.3.1 Aplicacéo em substrato tegumentar

Como substrato tegumentar, foram escolhidos cabelos e unhas humanas (doacdo
autorizada por um individuo). Cada substrato foi imerso em um eppendorf contendo ou
suspensdo de nanocapsulas de PCL ou de EUD por 10 min. Apds, o material foi colocado em
stubs para posterior metalizacdo e analise microscdpica. Amostras-controle também foram

preparadas.
3.3.2 Aplicacéo em substrato epitelial

Como substrato epitelial, foram utilizados pele de orelha suina e mucosa esofagica
suina (adquiridas em frigorifico). As amostras de pele/mucosa foram divididas em sete
processos:

1. Controle
. Aplicacdo no tecido de nanocapsulas secas de PCL com lactose por 10min;

. Aplicacgéo no tecido de nanocépsulas secas de PCL com silica por 10min;

. Aplicacéo no tecido de nanocapsulas secas de EUD com silica por 10min;

2
3
4. Aplicacdo no tecido de nanocépsulas secas de EUD com lactose por 10min;
5
6. Aplicagdo de suspensdes de nanocéapsulas de PCL por 10min;

7

. Aplicacéo de suspensdes de nanocapsulas de EUD por 10min.
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Apbs, cada amostra foi submersa em fixador por 7 dias, seguindo o protocolo basico
de preparacdo de amostras organicas para microscopia eletronica de varredura disponivel pelo
Centro de Microscopia e Microanalise — UFRGS (ANEXO 1).

Depois, cada subtipo amostral recebeu contrastacdo, sendo colocada uma gota de
uranila no tecido por 5 min e exposi¢do ao vapor de tetroxido de 6smio por 30 min, adaptando
0 processo de acordo com a literatura consultada.*”*® Em seguida, continuaram-se os passos
de preparacdo (lavagem, desidratacdo, dessecacdo e metalizacdo) conforme o protocolo

mencionado.

3.4 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA

Com as etapas anteriores, cada tipo amostral foi depositado em stubs (suporte para
microscopia eletronica de varredura), sendo fixados por uma fita adesiva de carbono. Todos
0s tipos amostrais foram, entdo, analisados em microscépio eletrénico de varredura por feixe
de emissdo de campo e por feixe de ions focalizados, modelo Dual-Beam Auriga-Zeiss
(realizadas no Centro de Microscopia e Microanalise — UFRGS), onde se realizaram
imagens/tomografias das nanocépsulas e imagens dos substratos. Alguns microaglomerados
de nanocépsulas precisaram ser recobertos com platina antes do corte, pois estavam
deformando-se muito durante o fraturamento.

Os ajustes do equipamento foram: alta tensao de 2kv, distancia de trabalho (WD-work

distance) de 5 mm, sistema de vacuo em torno de 2.42e™ mbar, FIB Probe em 30KV.
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4 RESULTADOS E
DISCUSSAO

Caracterizacdo estrutural de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) e de
Eudragit ® S 100 através de microscopia eletrdnica de varredura por feixe
de emissd@o de campo (FEG) e por feixe de ions focalizados (FIB)



4.1 DIAMETRO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS EM SOLUCAO AQUOSA
E MICROAGLOMERADAS

O estudo da distribuicdo de tamanho e tamanho das nanocépsulas é necessario devido
ao fato dessas caracteristicas alterarem comportamentos fisico-quimicos e biofarmacéuticos
de compostos encapsulados.®*” A Tabela 1 e a Figura 9 apresentam dados referentes aos
tamanhos de particulas D [4,3] (mostra a média da distribuicdo do didmetro de particulas
medida pelo seu volume) e SPAN (mostra uma descricdo da largura da distribuicdo,
independente do tamanho médio das particulas), das suspensGes de nanocéapsulas
microaglomeradas e do grupo controle dos adjuvantes de secagem (silica ou lactose).

Verificando os resultados apresentados na Tabela 1 e Figura 9, observa-se que
suspensoes de silica microaglomeradas séo as que apresentaram menor tamanho de diametro e
pequena amplitude de distribuicdo de tamanho encontrada. As suspensfes de nanocapsulas
microaglomeradas, tanto de PCL, como de EUD, nas quais foram utilizadas a silica como
adjuvante de secagem apresentaram menor SPAN e menor diametro em relacdo as demais. No
entanto, o tamanho de didmetro das nanoparticulas se diferencia em muito devido ao
adjuvante de secagem empregado no preparo, sendo que as formulagdes com adicdo de silica
apresentaram tamanhos médios menores e as de lactose, didmetros maiores em relacéo as
demais formulacGes avaliadas. As suspensfes de lactose microaglomeradas apresentaram o
maior SPAN entre os materiais estudados, seguidas das formulacdes poliméricas de EUD ou
PCL com adjuvante lactose. Estes valores sdo similares aos descritos para estes tipos de

sistemas e decorrentes da composicao das mesmas.® 18 23 3

Tabela 1: Tamanhos de particula por difracdo de laser das suspensdes de nanocapsulas
microaglomeradas e grupo controle, apresentando didmetro e SPAN (distribuicdo de
tamanho).

Microaglomerados D4,3 (um) SPAN
Silica 3,51 1,59
Lactose 25,29 6,26
NC PCL + Silica 41,50 1,51
NC EUD + Silica 5,60 1,17
NC PCL + Lactose 110,53 2,07
NC EUD + Lactose 392,12 3,38
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Figura 9: Perfis de distribuicdo de tamanho das suspensGes de nanocapsulas
microaglomeradas e grupo controle.

Segundo estudos, entre os fatores que afetam o didmetro das nanoparticulas estdo a
composi¢do quantitativa dos reagentes, método de preparacdo e natureza do dleo utilizado
como nucleo, sendo ocasionado pela diferenca de viscosidade, hidrofobicidade ou tenséo
interfacial das substancias usadas.®* O espalhamento de luz dindmico é uma técnica ndo
invasiva e bem estabelecida de medicdo do tamanho e da distribuicdo do tamanho de
moléculas e particulas, normalmente na regido dos submicrométricos e nanométricos. Em
geral, essa técnica é aplicada na caracterizacdo de particulas, emulsdes e moléculas que foram
dispersas ou dissolvidas em um liquido. O movimento browniano das particulas ou moléculas
em suspensdo faz com que a luz laser seja espalhada com intensidades diferentes. A anélise
dessas flutuagdes de intensidade resulta na velocidade do movimento browniano e assim, o
tamanho de particula usando a relagio Stokes-Einstein.®

A Tabela 2 apresenta os resultados do tamanho de diametro de particula e indice de
polidispersdo das suspensdes de nanocapsulas de nucleo lipidico produzidas com PCL ou
EUD e analisadas pela técnica de espalhamento de luz dindmico. De acordo com o que foi
observado, o didmetro médio das particulas das suspensdes de nanocapsulas variou em funcao
do tipo de polimero da formulagdo, sendo 283nm o didmetro médio para as suspensdes de
nanocapsulas produzidas com PCL e de 184nm para as produzidas com EUD. O indice de
polidispersdo, que fornece informagdes sobre a homogeneidade da distribui¢cdo dos tamanhos,
apresentou-se baixo (< 0,3) para as duas dispersdes obtidas, indicando a formacao de sistemas

monodispersos.®
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Tabela 2: Diametros de particulas e indices de polidispersdo (PDI) das suspensdes de
nanocépsulas de PCL (NC PCL) e de Eudragit ® S 100 (NC EUD) medidas por espalhamento
de luz dindmico.

Amostra Diametro (nm) PDI
NC PCL 283+ 15 0,30 £ 0,05
NC EUD 184 + 21 0,15 + 0,02

4.2 FOTOMICROGRAFIAS DOS MICROAGLOMERADOS DE SILICA

A Figura 10 apresenta as imagens dos microaglomerados de silica pura, sem a presenca
das nanocapsulas na composicdo, ap0s a técnica de spray-drying e analisados por
microscopia eletrénica de varredura, em diferentes escalas. Os microaglomerados
apresentam em torno de 7um.

As Figuras 10-A e 10-B apresentam microaglomerados de silica em escala de 1um.
Nelas, verifica-se a morfologia tipicamente arredondada, onde na superficie € possivel
observar que a formacdo ocorre por deposicao e justaposicdo de nanoestruturas circulares
de silica, resultando em uma massa de material homogéneo, sendo possivel verificar o seu
interior na Figura 10-F. A diferenca de contraste na fatia mostra as areas com a massa (mais
claras) e lacunas/poros (pontos escuros). As Figuras 10-C e D diferem pelo tipo de detec¢édo
dos elétrons. Em C, foram capturados elétrons secundarios e em D, retroespalhados. Como
os retroespalhados permitem distinguir regies com diferentes composicdes,*® sabe-se que a
parte clara corresponde aos elementos de maior nimero atémico, que deve resultar da
aplicacdo de contrastantes na amostra: tetroxido de 6smio e acetato de uranila. O tetroxido
de 6smio é um agente oxidante muito utilizado na fixacdo e contrastacdo de materiais
bioldgicos, sendo eficiente na coloracdo de polimeros insaturados e fixador/corante de
lipidios.* A fase amorfa (menor densidade eletronica) polimérica apresenta-se em tom
escuro, enquanto a fase cristalina apresenta-se mais clara. O acetato de uranila é muito
utilizado para contrastacdo de biomateriais, onde nos polimeros, intensifica o contraste da

fase cristalina. E utilizado também na contrastacéo de &cidos nucleicos.*"®
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Figura 10: Microaglomerados secos utilizando o adjuvante silica. A: microaglomerado antes
do corte; B: microaglomerado partido encontrado ao acaso; C: microaglomerado fatiado
detectado por elétrons secundarios InLens; D: microaglomerado fatiado detectado por elétrons
retroespalhados; E: superficie do microaglomerado; F: superficie da fatia do
microaglomerado.
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4.3 FOTOMICROGRAFIAS DOS MICROAGLOMERADOS DE LACTOSE

A Figura 11 traz imagens dos microaglomerados de lactose pura, sem a presenca das
nanocépsulas na composicao, apds a técnica de spray-drying e analisadas por microscopia
eletronica de varredura, em diferentes escalas.

A Figura 11-A mostra a visdo geral de microaglomerados de lactose, com medidas em
torno de 200um de diametro. As Figuras 11-B, 11-C e 11-D apresentam progressivamente um
aumento na magnificacdo da andlise de um dos aglomerados da amostra. Nessas imagens é
possivel ver a formacdo desses microaglomerados, que é a jungdo de microparticulas de
morfologia piramidal/cristalina. As imagens 11-E, F e G apresentam microaglomerados que
diferem muito entre si quanto ao tamanho, onde o presente na imagem E se assemelha em
tamanho ao que foi visto na figura 11-A (escala micrométrica), mas ja os encontrados nas
Figuras 11-F e G apresentam tamanhos muito menores, estando em escala nanométrica. 1sso
mostra a pouca homogeneidade da formacdo dos aglomerados do grupo controle, podendo-se
inferir que os pos de lactose sdo menos homogéneos com relagcdo a tamanho, o que explica o
maior tamanho de SPAN (=6,26). As Figuras 11-H, | e J mostram o interior do
microaglomerado. Esse material provavelmente é poroso no interior, assim como 0s
microaglomerados de silica, pois é possivel ver alguns poros na extensao do corte, porém,
durante a tomografia, o material sofreu deformacdo, como se conclui pela presenca de
saliéncias longitudinais provocadas pelo feixe de ions.

As amostras mostram morfologia mais irregular do que os aglomerados de silica, sendo
0s mesmos na forma prismatica e bastante angulosa, como j& visto em estudos anteriores.*®
Ndo possuem formato esférico e se formam pela sobreposicdo e justaposicdo de
nanoparticulas geomeétricas, provavelmente por sua caracteristica de alta compactabilidade
mostrada em estudos anteriores.** Devido ao fato de a amostra se deformar muito durante o
corte, foi necessario o recobrimento com platina antes da tomografia (isso explica a diferencga
na superficie do microaglomerado antes e depois do corte). Esse recurso € facilmente
realizado pelo préprio equipamento de analise microscépica e foi indicado pelos técnicos

responsaveis do CMM-UFRGS, local onde as analises desse trabalho foram realizadas.
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Figura 11 Microaglomerados secos utilizando o adjuvante lactose. A-G : microaglomerados

vistos em diferentes magnificacGes; H-J: microaglomerado fatiado recoberto com platina.
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4.4 FOTOMICROGRAFIAS DOS MICROAGLOMERADOS DE NANOCAPSULAS
DE PCL COM ADJUVANTE SILICA

Em geral, as nanoparticulas poliméricas apresentam tamanho de didmetro com
distribuicdo unimodal, apresentando uma média entre 100 e 300 nm. No entanto, fatores como
composicdo quantitativa dos reagentes, método de preparacdo e natureza do 6leo utilizado
como nucleo afetam o tamanho, devido a caracteristicas como as diferencas de viscosidade,
hidrofobicidade ou tensdo interfacial das substancias usadas.®* Quando as nanocépsulas de
nucleo lipidico sdo secas por spray-drying na presenca de adjuvantes de secagem,
convertendo-se em produtos pulverulentos, os mesmos se apresentam na forma de
microaglomerados redispersiveis.*

A Figura 12 apresenta imagens de microaglomerados de nanocépsulas de PCL com
adjuvante silica em diferentes escalas. Observando as imagens 12-A, B e C verifica-se a
ocorréncia de microaglomerados em formato esférico, de didmetro em torno de 15um, pela
justaposicéo de nanocapsulas, também esféricas. A Figura 12-D apresenta com maior clareza
a presenca das nanocapsulas esféricas, de diametro em torno de 1um. As Figuras 12-E e F
apresentam o interior do microaglomerado, que € composto homogeneamente por poros ao
longo de toda sua extensao.

De acordo com estudos,? o Aerosil ® 200 contribui para a estabilidade fisica dos p6s
que pode ser explicada pela possivel encapsulacdo das particulas do p6 pelo adjuvante de
secagem. O p6 final apresenta-se fino e solto, resultando em maior rendimento ao processo.?

Assim, fica evidente o que ja foi descrito em estudos anteriores, observando a

2225 onde as

formacdo de microparticulas do adjuvante com as nanocapsulas poliméricas,
nanoestruturas formam microaglomerados com as particulas de didxido de silicio coloidal,
com diametros equivalentes as nanoparticulas presentes nas suspensdes originais.®®

E importante salientar o fato de que as nanocapsulas resistiram ao processo de
secagem, ja que é possivel identifica-las claramente nas imagens. Comparando-se as imagens
desse trabalho com a de outros autores, &€ possivel reconhecer a qualidade superior das
imagens adquiridas por meio de equipamento dual-beam por FIB e FEG. A Figura 13 realiza

essa comparagéo.
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Figura 12: Microaglomerados secos de nanocapsulas de PCL utilizando o adjuvante silica.
A-D: microaglomerados vistos em diferentes magnificacGes; E, F: microaglomerado fatiado.
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Figura 13: Comparacdo de imagens de microaglomerados de PCL com adjuvante silica de
outros estudos com a imagem obtida nesse trabalho. A= microaglomerados de PCL com
adjuvante silica do presente estudo, escala 2um; B= microaglomerados de PCL com
adjuvante silica do estudo de Pohlmann et al. 2002,° escala 1.39um; C= microaglomerados de
PCL com adjuvante silica do estudo de Raffin et al. 2003,> escala 2,93um.

Ambos os estudos citados e comparados na Figura 13 adquiriram as imagens através
de um microscopio eletrébnico de varredura convencional, composto de um filamento de
tungsténio. Esse filamento difere de um filamento de FEG (conforme ja discutido na secédo 2
desse trabalho e ilustrado na Figura 6), o qual possui tamanho de diametro extremamente

pequeno, o que resulta em imagens de alta resolugcdo como as alcangadas nesse estudo.

4.5 FOTOMICROGRAFIAS DOS MICROAGLOMERADOS DE NANOCAPSULAS
DE PCL COM ADJUVANTE LACTOSE

A Figura 14 apresenta microaglomerados de nanocapsulas de PCL preparados com 0
adjuvante lactose. A imagem 14-A apresenta visao geral de um desses microaglomerados, que
apresentam disformes, onde o lado de menor largura apresenta em torno de 35um. As
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imagens 14-B até F exibem as amostras em magnificacbes maiores, nas quais € possivel
observar melhor a superficie dos microaglomerados. As imagens 14-G e H apresentam
detalhes da superficie dos microaglomerados.

Os microaglomerados apresentam-se disformes, com formato préoximo ao
semicircular, formados pelo contato de nanocépsulas unidas entre si pelo material da
superficie. As nanocépsulas apresentam em torno de 1 um, como pode ser melhor visualizado
nas imagens 14-B, C e D. A superficie apresenta o formato de “placas” recobrindo o
microaglomerado como um todo, ndo sendo possivel definir com exatiddo os limites da
parede das nanocépsulas. Segundo relato anterior,* foi visto que particulas secas na presenca
de lactose, apresentam superficie irregular, onde o adjuvante lactose envolve as
nanoparticulas. Assim, pode-se levantar a hipotese de que o material que une as nanocapsulas
da superficie seja a lactose.

Em vista do que foi discutido até o momento, pode-se inferir que, enquanto
microparticulas formadas de silica servem de suporte para adesdo em sua superficie por
nanocapsulas poliméricas ap6s o0 processo de secagem por aspersao, 0s microaglomerados
produzidos com lactose sdo formados por adesdo de nanocapsulas poliméricas, cada uma
recoberta pelo adjuvante, durante toda a extensdo da microparticula. Por isso, explica-se
também o tamanho maior dos microaglomerados de nanocépsulas de PCL secas com lactose
(£35um) em relacdo as produzidas com silica (£14pum). Os microaglomerados com silica sdo
mais compactados, formando um nucleo, cobertas pelas nanocéapsulas. Por sua vez, 0s
produzidos com lactose ndo possuem nucleo, sendo cada nanocéapsula revestida por lactose.

De acordo com a literatura, a por¢do amorfa do composto final a técnica de spray-
drying é responsavel pela otimizacdo das propriedades de compressibilidade da lactose seca
por aspersd0.%® De natureza adesiva,®® adjuvantes como a lactose apresentam uma forma
amorfa facilmente atingivel que supostamente aumenta a preservacdo da atividade de
compostos nela inseridos.®” A reducdo do volume das nanoparticulas secas de lactose ocorre
devido a sua deformacdo durante o processo de producéo, onde a deformacéo controla a area

de contato formada entre as nanocapsulas.®
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Figura 14: Microaglomerados de nanocapsulas formadas por PCL e o adjuvante lactose. A-
H : microaglomerados vistos em diferentes magnificagoes.
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4.6 FOTOMICROGRAFIAS DOS MICROAGLOMERADOS DE NANOCAPSULAS
DE EUDRAGIT ® S 100 COM ADJUVANTE SILICA

A Figura 15 apresenta imagens de microaglomerados de nanocapsulas de EUD secas
na presenca do adjuvante silica. A imagem 15-A apresenta visdo geral de um
microaglomerado desse tipo amostral, sendo esses aglomerados com media de diametro de
22um. As Figuras 15-B apresenta em maior magnificacdo a superficie desse microaglomerado
e as Figura 15-C, D e E apresentam a regido interna da microestrutura das imagens 15-A e B
apos tomografia. Nessas imagens ap0s o corte, verificamos que a superficie e o interior
apresentam as mesmas caracteristicas, tornando o microaglomerado homogéneo tanto no
interior, quanto exterior.

A Figura 15-F apresenta uma comparagdo entre a mesma imagem do interior do
aglomerado, porém na esquerda a deteccdo foi de elétrons secundarios (SE- Secondary
Electrons) e, na direita, por elétrons retroespalhados (ESB- Energy Selective Backscattered ou
BSE- Backscattered Electrons). Essa analise comparativa da suporte para concluir que ha
homogeneidade estrutural e quimica da estrutura do microaglomerado, pois a imagem por
elétrons retroespalhados € formada por regibes claras e escuras pela diferenca de nimero
atdbmico, onde a parte clara representa a parte cristalina de maior nimero atémico.*’” Na
imagem, as regides escuras sdo as regides de poros e a diferenca de tom relaciona-se a
diferenca de profundidade do material e ndo pela composi¢édo do material.

As imagens 15-G, H, | e J apresentam detalhes no interior do microaglomerado apés a
tomografia, nas quais € possivel distinguir com clareza a presenca de nanoestruturas esféricas
dentro dos poros e aderidas a matriz do material. As Figuras 15-K e L mostram as regides dos
poros em altas magnificacdes, nas quais estdo marcadas algumas das esferas encontradas e
medidas os didmetros, que resultaram em média 49nm e medidas as areas, com média de
1904nm’,

Segundo o fabricante, *2

0 polimero Eudragit ® S 100 apresenta propriedades de
termoplasticas excelentes, alta termoestabilidade e estabilizagdo de estados amorfos em
solugBes solidas. Sendo assim, esse material pode ser facilmente moldado e conformado,
devido & sua caracteristica de alta viscosidade.?® De acordo com esses dados e com as imagens
adquiridas, podemos inferir que as nanocapsulas poliméricas de EUD formam agrupamentos
entre si e 0 adjuvante de secagem consegue contornar esses agrupamentos, devido a alta
viscosidade do polimero, como ja mencionado. Por isso, a morfologia dos microaglomerados

de EUD com silica é composta por grandes poros, nos quais ha concentracdo de nanocépsulas.
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Figura 15: Microaglomerados secos de EUD utilizando o adjuvante silica. A, B:
microaglomerado antes do corte; C,D: tomografia do microaglomerado; E: visualizacdo do
interior do microaglomerado; F: comparacdo do interior do microaglomerado detectado por
elétrons secundarios (esquerda) e retroespalhados (direita); G-L: nanocéapsulas entre 0s poros
do interior do microaglomerado.

A Figura 16 traz uma comparacao entre a imagem da superficie dos microaglomerados
de PCL com adjuvante silica (Figura 16-A) e a superficie de microaglomerados de EUD com

0 mesmo adjuvante de secagem.
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Figura 16: Comparacéo entre microaglomerados de PCL com adjuvante de secagem silica e a
superficie de microaglomerados de EUD com adjuvante de secagem silica.

1112 haixa viscosidade,®® e alta

A PCL, com suas propriedades bioadesivas,
permeabilidade a substancias,’ adere ao adjuvante silica, o qual forma uma base coberta de
nanocapsulas poliméricas, como podemos ver na imagem 16-A. J& a imagem 16-B, mostra a
alta porosidade dos microaglomerados de EUD com silica, em que se observa a presenca de
nanocépsulas poliméricas no interior dos poros, conectadas a matriz do adjuvante por meio de

hastes de fixacao.

4.7 FOTOMICROGRAFIAS DOS MICROAGLOMERADOS DE NANOCAPSULAS
DE EUDRAGIT ® S 100 COM ADJUVANTE LACTOSE

A Figura 17 apresenta microaglomerados de nanocapsulas de EUD secas na presenca
do adjuvante lactose, em diferentes escalas. As Figuras 17A-E apresentam uma viséo geral do
microaglomerado, com caracteristicas morfologicas bastante disformes e largura do menor
eixo de medida de cerca de 20um. Nessas imagens, o material ainda ndo havia recebido
cobertura de platina. A partir das imagens seguintes deste grupo amostral, observa-se a
presenca de uma camada espessa de platina bastante clara que recobre o todo o
microaglomerado. Houve a necessidade de empregar o recobrimento, porque o material estava
sofrendo grande deformacdo durante as tomografias. Assim sendo, a camada de platina é
utilizada para proteger o material durante o corte.

As Figuras 17-G e H mostram o interior do microaglomerado em tomografia em area

mais externa da microestrutura, onde se verifica a formagdo de um grande poro. A Figura 17-
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F apresenta uma tomografia da regido central do mesmo microaglomerado, no qual o grande
poro ndo € mais visualizado. As imagens 17A-E foram realizadas por sinal de elétrons
secundarios, que apresentaram algumas regiGes internas claras e outras escuras. Para
certificar-se da auséncia de diferenca de composicdo quimica no material, realizaram-se as
imagens 17F-H por deteccdo de elétrons retroespalhados, concluindo que o interior do
material € homogéneo quimicamente e o exterior mais claro deve-se a impregnacéao de platina
(material de maior densidade atémica que o interior, apresentando-se com tom mais claro).*’

As Figuras 17F-H apresentam visdo geral do microaglomerado apds as tomografias,
evidenciando matriz interna homogénea e porosa. N&o é possivel reconhecer as nanocapsulas
entre os poros ou na superficie, presumindo que essas fundem entre si, formando uma sé
massa, apds a impregnacdo de platina para a tomografia. Porém, nas imagens 17-B, Ce D é
possivel analisar que, assim como os microaglomerados de nanocépsulas de PCL com lactose,
os microaglomerados de EUD com lactose formam uma aglomeracdo de nanocépsulas de
EUD envoltas por uma matriz de lactose. As nanocapsulas apresentam cerca de 1um.

A Figura 18 traz uma comparacao entre os microaglomerados deste estudo, incluindo
0 grupo controle, e imagens obtidas em outro estudo que também empregou a lactose como
adjuvante de secagem.®* A imagem 18-A apresenta a superficie de microaglomerados de
lactose pura obtidas nesse trabalho. Nela, observamos a composicdo de nanoestruturas
prismaticas, conforme ja relatado em estudos anteriores.*> A Figura 18-B apresenta a
superficie de PCL com adjuvante de secagem lactose, na qual é possivel observar
microaglomerado coberto por nanoestruturas semelhantes a lactose pura, porém bastante
aderidas ao microaglomerado. De acordo com a literatura, a PCL possui propriedades

bioadesivas, '

0 que explica a forte aderéncia das nanoestruturas. Conforme ja mencionado,
infere-se que cada nanocépsula de PCL é coberta pelo adjuvante de secagem, diferentemente
do que ocorre no caso da silica (com o adjuvante de secagem silica, € formado um suporte de
silica com nanocapsulas poliméricas vinculadas ao suporte).

A Figura 18-C apresenta superficie de microaglomerados de EUD com adjuvante de
secagem lactose obtidos nesse trabalho. A Figura 18-D mostra a superficie de
microaglomerados de lactose pura obtidos em outro estudo® e a imagem 18-E traz a

superficie de microaglomerados de EUD com adjuvante lactose obtidos em outro estudo.®
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Figura 17: Microaglomerados secos de EUD utilizando o adjuvante lactose. A-E:
microaglomerado antes do corte; F-H: tomografias do microaglomerado e imagens realizadas
por deteccdo de elétrons retroespalhados.
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Figura 18: Comparacdo de imagens entre microaglomerados de: A- superficie de
microaglomerados de lactose pura obtidas nesse trabalho; B- superficie de PCL com
adjuvante de secagem lactose obtida nesse trabalho; C- superficie de microaglomerados de
EUD com adjuvante de secagem lactose obtida nesse trabalho; D- superficie de
microaglomerados de lactose pura obtidas em outro estudo;*® E- superficie de
microaglomerados de EUD com adjuvante lactose obtidos em outro estudo.®

Como os proprios autores do estudo da Figura 18-D e E mencionaram, a lactose pura
apresenta tamanho de microaglomerado bastante grande e a superficie dos microaglomerados

de EUD com lactose apresentam morfologia rugosa em sua superficie.*® As morfologia dos
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microaglomerados de EUD com lactose obtidos na presente pesquisa convergem com a
morfologia da superficie do mesmo grupo amostral do estudo utilizado na comparagdo. Em
ambos, observam-se superficie rugosa dos microaglomerados de EUD com lactose, porém, 0s
microaglomerados do estudo apresentam maior organizacdo. No entanto, comparando-se 0s
grupos controles dos dois estudos (Figura 18 A e D), h& concordancia entre as observacGes
sobre a grande largura dos microaglomerados, porém, a morfologia distingue-se, sendo 0s
microaglomerados de lactose desse estudo com aspectos morfologicos que coincidem ao
exposto na literatura. Além disso, na figura do grupo controle de lactose do estudo analisado
ha presenca de superficie irregular, se assemelhando com as imagens dos grupos amostrais
das Figuras 18-C e E.

A Figura 19 apresenta uma comparacdo entre as formulacdes analisadas, sendo as
Figuras 19-A e B referentes aos adjuvantes de secagem puros (silica e lactose,
respectivamente), as Figuras 19-C e D apresentando as nanocapsulas de PCL secas na
presenca de silica e lactose, respectivamente e as Figuras 19-E e F ilustrando as nanocapsulas
de EUD secas por silica (19-E) e lactose (19-F).

Observando-se a Figura 19, verifica-se o padrdo esférico nas nanocapsulas e
microaglomerados secos com adjuvante silica, inclusive o material puro (imagens 19-A, C e
E). Nos microaglomerados de nanocépsulas de PCL ou EUD secas com adjuvante silica, o
excipiente de secagem manteve-se como um suporte para fixacdo das nanocapsulas em sua
superficie, em que nas formulacdes de PCL com silica, as nanocapsulas se mantiveram bem
aderidas ao suporte (como visto na imagem 19-C) e as formulagbes de EUD com silica
mantiveram-se unidas ao adjuvante através de pequenas hastes (como visto na imagem 19-E).
Os microaglomerados de nanocapsulas de PCL ou EUD secas com adjuvante lactose (Figuras
19-D e F, respectivamente), apresentaram nucleo composto por nanocapsulas, ao contrario
das formulagbes com silica que apresentaram o adjuvante no interior, envolvidos por uma
camada do adjuvante lactose cuja estrutura prismatica confere com o observado na imagem de
lactose pura (Figura 19-B). Os microaglomerados contendo lactose (Figuras 19-B, D e F)
apresentaram morfologia disforme em relacdo aos microaglomerados contendo silica (Figuras

19-A, C e E), que apresentaram estrutura esférica.
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Figura 19: Comparacdo das formulacGes analisadas: silica pura (A), lactose pura (B),
nanocépsulas de PCL secas com adjuvante silica (C), nanocapsulas de PCL secas com
adjuvante lactose (D), nanocapsulas de EUD secas com adjuvante silica (E), nanocéapsulas de
EUD secas com adjuvante lactose (F).

4.8 SUBSTRATO TEGUMENTAR: ANEXOS

As nanocépsulas sdo amplamente utilizadas como transportadoras de farmacos, como
ja citado, sendo bastante empregadas nas vias de administracdo tanto tdpicas, como
sistémicas. Assim, o estudo do emprego dessas nanoestruturas em substratos biolégicos, tais
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como tegumentar, mucoso e epidérmico sdo importantes para a compreensdo da interacdo das
nanocdpsulas versus o substrato no qual serdo administradas.®®*’®"" Portanto, para esse
trabalho, foram empregadas suspenses de nanocapsulas poliméricas de PCL ou EUD em
cabelos e unhas humanas; e nanocapsulas secas de PCL ou EUD com adjuvantes de secagem
silica ou lactose em pele (orelha) e es6fago suino, com base em estudos/patentes da

literatura.® 708

4.8.1. Fio de cabelo: amostra controle

A Figura 20 apresenta a amostra controle de fio de cabelo humano. A Figura 20-A
apresenta visdo geral da estrutura do fio. As imagens 20-B, C e D mostram detalhes das
escamas capilares. A Figura 20-E apresenta tomografia em meio a estrutura capilar e a Figura
20-F apresenta a viséo interna da regido capilar seccionada.

Na Figura 20, verifica-se a presenga de cuticulas de formas irregulares e contorno
arredondado, com algumas particulas esféricas, mas que devem originar-se de impurezas, por
tratar-se de amostra controle e ser semelhante as imagens capilares encontradas na
literatura.”® Na Figura 20-F, a diferenca da superficie mais clara para o interior escuro deve-
se ao recobrimento com ouro do processo de metalizacdo. O recobrimento metalico apresenta
aspecto “craquelado” ao longo de toda a superficie e serd possivel de ser reconhecido nas

demais amostras.
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Figura 20: Amostra controle de fio de cabelo humano. A-D: superficie de fio de cabelo
humano; E, F: anlise do interior da estrutura capilar.

4.8.2 Fio de cabelo tratado com adi¢éo de suspensdo de nanocapsulas de PCL

A Figura 21 apresenta fio de cabelo humano tratado com suspensdo de nanocapsulas
de PCL. As imagens 21-A e B trazem a regido das escamas do cabelo com visdo geral e em

detalhes nas escamas do cabelo, respectivamente. A Figura 21-C apresenta nanoestruturas
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aderidas sobre as escamas capilares. E as Figuras 21-D, E e F mostram detalhes em uma
tomografia realizada sobre a superficie do cabelo.

Observando-se a Figura 21, é possivel reconhecer a presenca de nanocapsulas de PCL
acumuladas nas regiGes de contorno das escamas capilares, conforme o que € visto nas
imagens 21-A e B. Essas nanocapsulas apresentam tamanho em torno de 300nm, bastante
aderidas ao substrato, como se pode ver nas Figuras 21-E e F. Segundo estudos,” para que
uma formulacao seja efetiva, € necessario que a mesma seja capaz de promover a penetracéo e
retencdo do farmaco em seu local de acdo. Produtos de uso topico para cabelos apresentam
baixo alcance de resultados, devido a pouca permeabilidade de alguns farmacos através da
camada de queratina, sendo somente uma fracdo da dose aplicada penetrada nos poros
capilares e foliculos, que sdo os locais de maior acdo de farmacos para tratamentos
capilares.” No caso de suspensdo de nanocépsulas de PCL, as nanoestruturas mantiveram-se
aderidas ao fio de cabelo, mas com pouca permeabilidade nas escamas.

As imagens 21-E e F mostram uma tomografia realizada no fio, nas quais se verifica a
presenca de nanocapsulas aderidas a superficie do substrato, provavelmente resultantes das
propriedades altamente bioadesivas do polimero PCL.***° Este resultado é positivo, pois as
nanocapsulas aderidas podem servir de reservatorios para a difusdo de farmacos
encapsulados, que devido a um gradiente de concentracdo assim estabelecido, poderdo

permear eles proprios através da queratina.>
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Figura 21: Fio de cabelo humano tratado com suspensdo de nanocédpsulas de PCL A:
superficie do fio de cabelo humano; B: detalhes nas escamas capilares; C: nanoestrutura; D-F:

corte na estrutura.

4.8.3 Fio de cabelo tratado com adi¢do de suspensdo de nanocapsulas de Eudragit
® S 100

A Figura 22 apresenta imagens de fio de cabelo humano tratado com suspensao de

nanocapsulas de Eudragit ® S 100. A Figura 22-A traz visdo geral da estrutura capilar; as
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Figuras 22-B, C e D apresentam nanoestruturas sobre a superficie das escamas capilares. As
Figuras 22-E, F e G apresentam detalhes nas escamas capilares.

Conforme se pode observar na Figura 22, as nanocapsulas de EUD se mantém
distribuidas ao longo da estrutura capilar e menos aglomeradas nos contornos das escamas
queratinosas, ao contrério do que foi evidenciado na Figura 21. Nas Figuras 22-E e F é
possivel observar a aderéncia nas nanocdpsulas nos contornos das escamas. Essas
nanoestruturas apresentam morfologia esférica e diametros de cerca de 125nm. As
nanocapsulas estdo bem distribuidas pelos fios, cobrindo grande parte da area de superficie do
cabelo.

Na amostra tratada com suspensdo de nanocépsulas de PCL (Figura 21), também se
evidenciou a presenca de nanocapsulas em sua superficie. Elas se mantiveram mais
aglomeradas e menos dispersas ao longo da superficie capilar, em comparacdo aos capilares
com suspensfes de EUD. Semelhante ao observado na amostra com suspensdo de
nanocapsulas de PCL, as tratadas com suspensdo de nanocépsulas de EUD também n&o
penetraram nas escamas queratinosas, tratando-se de um resultado positivo na medida em que
as nanocapsulas aderidas podem facilitar a difusdo de farmacos encapsulados, conforme ja
explicado no item 4.8.2 deste trabalho.

Além disso, a utilizacdo de micro- e nanoparticulas como cosméticos de aplicacdo na
pele ou cabelo, permite o transporte e a liberacdo dos ativos para uma camada especifica do
substrato, protegem o material envolvido e mantém suas propriedades intactas, diminuindo,
assim, os riscos de degradacdo e perda de eficiéncia causados pela exposi¢do ao sol e ao
calor,®® sendo, portanto, interessantes para formulacdes de protecdo capilar, como filtro

solares ou produtos de melhoramento estético para os fios de cabelo.
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Figura 22: Fio de cabelo humano tratado com suspensdo de nanocépsulas de Eudragit ® S
100.A-D: superficie do fio de cabelo humano; E-G: detalhes nas escamas capilares.
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4.8.4 Unha: amostra controle

A Figura 23 apresenta imagens da amostra controle de unha humana. A Figura 23-A
apresenta visdo geral das ldminas de queratina. A Figura 23-B apresenta tomografia realizada

na superficie da unha e as Figuras C e D apresentam a regido interna dos cortes realizados.

Figura 23: Amostra controle de unha humana: superficie das placas queratinosas com corte
(A,B) e detalhes dentro do corte (C,D).

O controle apresentou-se como esperado, onde € possivel verificar as caracteristicas da
lamina ungueal: estrutura queratinizada retangular e plana, levemente convexa.?* O
recobrimento com ouro (processo de metalizacdo) resultou no aspecto de uma superficie
“craquelada” bem evidente nas Figuras 23-C e 23-D.

Na unha esta presente a-queratina, um grupo de proteinas que contém a-polipeptidio
helicoidal organizado em filamentos. A unha humana é formada por queratina forte,
diferentemente da queratina encontrada na pele, pois a queratina mais dura é formada por uma
alta concentragdo de cistina. As mudangas mecanicas e fisicas das propriedades das unhas

podem refletir mudancas na estrutura molecular e nas proteinas das unhas.®*
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4.8.5 Unha tratada com suspensdo de nanocapsulas de PCL

A Figura 24 apresenta imagens de unha humana tratadas com suspensdo de
nanocépsulas de PCL. A Figura 24-A apresenta visao geral do substrato e 24-B mostra em
maior detalhe a superficie da unha. A Figura 24-C traz em detalhe uma nanoestrutura isolada.

As imagens 24-D, E e F apresentam tomografia realizada na superficie da amostra.

Figura 24: Amostra de unha humana tratada com suspensdo de nanocéapsulas de PCL: A,B:
superficie das placas queratinosas; C: nanoestrutura na superficie da placa; D-F: detalhes
dentro do corte.

Na Figura 24, evidenciou-se grande distribuicdo de nanocapsulas de PCL ao longo do
substrato, com tamanho em torno de 300nm, como se pode observar na Figura 24-B, além de

baixa aglomeracéo e alta aderéncia das nanocapsulas ao substrato. Na Figura 24-C é possivel

RESULTADOS E DISCUSSAO 61



visualizar um nanoparticulado isolado, em torno de 600nm, que poderia se tratar de um
aglomerado de nanocépsulas.

Devido ao tamanho em escala nanométrica, as nanocapsulas podem ficar depositadas
em maior nimero na superficie da unha, expondo, assim, uma maior quantidade de
substancia ativa, no caso da impregnacdo de um farmaco no nanosistema. O polimero das
nanocapsulas tende a adsorver na interface, devido a mecanismos estéricos e eletrostaticos,
bem como por suas propriedades hidrofébicas superficiais, ocasionando um aumento na
eficacia farmacoldgica, como apresentado em estudos anteriores.” Autores explicam que esta
adsorcéo direciona o farmaco para a estrutura de microorganismos especificos, por exemplo,
no caso de tratamentos antif(ingicos de onicomicoses.”® ® Outros estudos mostram aumento
da eficacia de farmacos de acdo antimicrobiana quando estdo associados a sistemas
nanoestruturados. Além disso, esses sistemas sao capazes de melhorar a biodisponibilidade e

reduzir a frequéncia de administragdes de farmacos.’® %

4.8.6 Unha tratada com suspensdo de nanocapsulas de Eudragit ® S 100

A Figura 25 apresenta imagens de unha humana tratada com suspensdo de
nanocapsulas de Eudragit ® S 100. As Figuras 25-A e B apresentam a superficie do substrato
e interior de tomografia realizada, respectivamente. A Figura 25-C mostra o interior de outra
regido da tomografia e a Figura 25-D apresenta uma microestrutura isolada e sua respectiva
medida.

As nanocépsulas de EUD encontraram-se pouco distribuidas ao longo da superficie do
substrato com alguns poucos locais com concentracdo de nanoparticulas esféricas. Observa-se
a presenca de nanoparticulas em torno de 150nm (como observado na Figura 25-A e C) e
algumas particulas em torno de 10um (como observado na Figura 25-D), que poderiam ser
uma aglomeragdo de nanocépsulas. No entanto, é interessante a observacdo realizada na
imagem 25-C em que as nanocapsulas de EUD aparecem penetrando as ld&minas queratinosas
da estrutura ungueal.

De acordo com a literatura, em terapias topicas se relata a dificuldade de obtencéo de
penetracdo na placa ungueal, onde o farmaco ndo atinge o espaco entre as escamas das unhas,
local de desenvolvimento de fungos, por exemplo. As placas das unhas sdo compostas
principalmente de queratina e tém diferentes espessuras conforme o local no corpo humano.

Assim, o tamanho reduzido é um parametro importante das nanocépsulas, porque influencia o
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transporte de farmacos dentro e através das laminas das unhas.”® 8" ® Qutros estudos
mostraram que a hidratacdo das unhas melhora a permeacdo de farmacos sollveis em agua.
Assim, a utilizacdo de uma formulacdo em solucdo aquosa proporciona hidratacdo para a
queratina, causando expansdo e formacdo de poros maiores, facilitando a permeacdo de
substancias.”® ® Dessa forma, infere-se que as suspensdes de nanocépsulas de EUD
apresentam grande potencialidade para tratamentos topicos em unhas humanas.

Figura 25: Substrato de unha humana tratada com suspensdo de nanocapsulas de Eudragit ®
S 100. A,B: superficie das placas queratinosas com corte; C: detalhe dentro do corte; D:
microestrutura e respectiva medida (12.82um de diametro e 129.1 pm? de area).

4.9 SUBSTRATO TEGUMENTAR: EPIDERME

4.9.1 Pele: amostra controle

A Figura 26 apresenta as analises realizadas em pele de orelha suina. A Figura 26-A
mostra uma visdo geral da pele, com a insercdo de um pelo. A Figura 26-B ilustra algumas
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pregas cutaneas e as Figuras 26-C-F trazem imagens da superficie da epiderme em diferentes
magnificacdes.

A pele é composta pela epiderme, a derme e a hipoderme sendo uma complexa
barreira em consequéncia de sua organizacao anatdmica e composi¢ao quimica. Na epiderme,
0 estrato cdrneo consiste de 10 a 15 camadas de cornedcitos com uma espessura de 10 a 20
um.®” A epiderme apresenta-se como uma via de administracéo de fArmacos bastante atrativa
e acessivel, poréem, essa via € altamente seletiva em relacdo aos ativos que conseguem
difundir passivamente através da camada mais externa da pele, o estrato cdrneo (camada de
queratina).® %

Muitos fatores sdo capazes de governar a liberacdo de farmaco apds a administracao
de formulages tdpicas, tais como o peso molecular e a lipofilicidade da substancia, tipo de
formulacdo, presenca de intensificadores de penetracdo quimica e estado fisico do estrato
cérneo. Além disso, o grau de hidratacdo do estrato corneo é importante para determinar a
taxa de absorcdo percutdnea de farmaco. Assim, um aumento na permeabilidade da agua da
pele corresponde a um aumento na permeabilidade a compostos topicos aplicados.®

Existem duas vias disponiveis para a penetracdo de substancias na pele, que sdo a via
por anexos cutaneos e a via transepidérmica. Os anexos cutaneos representam uma pequena
fracdo da superficie cutanea (cerca de 0,1% da area total da pele) ndo se configurando como
uma via significativa de penetracdo para a maior parte das substancias permeantes. Porém,
estudos posteriores indicam que os foliculos podem apresentar maior importancia na absorcao
cuténea, ja que essa via pode ser interessante para grandes moléculas polares que permeiam
através do estrato cérneo. J& a penetracdo via transepidérmica ocorre via intracelular, que é
composta pelas rotas que passam através dos cornedcitos, envelope de lipidios e apéndices

cutaneos; e via intercelular, que é a ocorrida entre os conedcitos.™
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Figura 26: Amostra controle de substrato bioldgico de pele (de orelha) suina. A: aspecto
geral; B: detalhe de pregas cutaneas; C-F: diferentes magnificacdes da superficie do substrato.

4.9.2 Pele tratada com suspenséo de nanocapsulas de PCL

A Figura 27 exibe as analises realizadas em pele suina tratadas com suspensdo de
nanocapsulas de PCL. As Figuras 27-A e B apresentam visdo geral das amostras; A Figura
27- C apresenta detalhe nas pregas epidérmicas proximas ao pelo. As Figuras D-H apresentam
regides da pele em diferentes magnificagfes e a Figura-lI apresenta em maior aumento a

presenca de nanoestruturas.
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Figura 27: Substrato biol6gico de pele suina tratada com suspensao de nanocéapsulas de PCL.
A e B - visdo geral das amostras; C: detalhe nas pregas epidérmicas proximas ao pelo; D-H:
superficie do substrato em diferentes magnificacdes; I: presenca de nanoestruturas.

Observando-se a Figura 27, é possivel evidenciar nanocépsulas dispersas sobre a pele
e bastante disformes, com cerca de 100nm de diametro (Figura 27-1).

A poli (e-caprolactona) é o polimero mais empregado em sistemas carreadores de
farmacos em aplicacBes cutaneas, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades mecanicas. Por apresentar caracteristica estrutural semicristalina, esse polimero
apresenta degradacdo mais vagarosa em comparacdo com poliésteres amorfos. Em relacéo ao
tamanho, na literatura encontra-se descrigdo de nanoparticulas com didmetros variando entre
100 e 615 nm, que confere com o que foi observado nesta pesquisa.

Ha diversas condices que influenciam as caracteristicas da pele e suas propriedades
biomecanicas, tais como sexo, idade, area corporal, caracteristicas genéticas e patologias. A

epiderme possui um importante papel na resisténcia da pele a agressdes mecanicas, e esta
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resisténcia é dependente de suas propriedades hidrofilicas e lipofilicas, por isso um aumento
na hidratacdo e nutricio melhora a resisténcia contra deformacdes.”

Em relacdo ao uso cutaneo, estudos mostram que nanocapsulas podem atuar como
reservatorio de farmacos lipofilicos, modulando sua permeacéo através da pele, controlando o
contato das substancias com o estrato corneo, além disso, tratamentos clinicos através de
nanocapsulas tem se apresentado como uma estratégia para diminuir a irritacdo e
complicacdes alérgicas das substancias ativas apds aplicacdo na pele, controlando a taxa de
libertacdo da substancia de efeito irritante e evitando o contacto direto entre a substancia e a
pele.”® Por exemplo, estudos avaliaram nanocépsulas de PCL contendo clorexidina contra
Staphylococcus epidermidis e observou-se que essas nanoestruturas aumentaram o tempo de
contato da clorexidina com a pele, além de proporcionar uma liberacdo gradual e continua da
substancia por pelo menos oito horas e a concentracdo residual de clorexidina no estrato
cérneo foi trés vezes maior utilizando a suspensdo de nanocapsulas em hidrogel em relacéo a
formulacdo contendo a substancia ativa ndo-encapsulada, proporcionando uma atividade

antimicrobiana topica prolongada contra as bactérias do estudo.**

4.9.3 Pele tratada com nanocépsulas secas de PCL e adjuvante silica

A Figura 28 apresenta imagens das amostras de pele de orelha suina tratadas com
nanocapsulas secas de PCL e adjuvante silica. A imagem 28-A mostra aspecto geral da pele
com presenca de pelo. As imagens 28-B e C apresentam a pele ao redor do pelo, onde em 28-
C ha presenca de nanoestruturas. As imagens 28-D a 28-1 apresentam com maiores detalhes
as nanoestruturas exibidas na imagem 28-C e a pele no entorno. As imagens 28-J e K
mostram uma visao geral da superficie do pelo da imagem 28-A. A Figura 28-L exibe em
maior detalhe uma nanoestrutura localizada sobre o pelo.

A absorcdo de componentes ativos topicamente administrados em pele acontece por
difusdo, pela epiderme ou pelos apéndices cutaneos, sendo menos frequente nesse dltimo por
estarem em menor porcentagem na superficie. Quando a difusdo ocorre pela epiderme, pode
ser entre ou através dos queratindcitos, respectivamente, pelo meio intercelular ou
transcelular. Assim existem trés vias de penetracdo, a intercelular, a transcelular e pelos
apéndices. Este processo pode ser facilitado pelo uso de promotores de penetragdo, como 0s
tensoativos, que sdo substancias anfifilicas, que, permitem a formacgdo dos sistemas de

liberacdo de ativos, e resultam na entrega da substancia no local desejado por um periodo
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prolongado™ e que foram inseridos na formulagdo das nanocépsulas nas duas fases da
preparacdo das suspensdes do presente estudo, tanto na fase organica/lipofilica (em que foi

utilizado um tensoativo de baixo equilibrio hidrofilo- lipofilo), quanto na fase aquosa (em que

foi utilizado um tensoativo de elevado equilibrio hidréfilo-lipéfilo).

Figura 28: Substrato biologico de pele de orelha suina tratada com nanocapsulas secas de
PCL e adjuvante silica. A: aspecto geral da pele com presenca de pelo; B: pele ao redor do
pelo; C: presenca de nanoestruturas na superficie epidérmica; D-1: nanoestruturas exibidas na
imagem 28-C e a pele no entorno; J e K: visdo geral da superficie do pelo da imagem 28-A;
L: nanoestrutura localizada sobre o pelo em maior detalhe.
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De acordo com o observado na Figura 28, analisou-se que as nanocapsulas estavam
presentes principalmente em regides cutaneas proximas aos pelos, locais promotores de
penetracdo cutanea, e, apesar de serem 0s menos frequentes, foram as regides com maior
acimulo de nanocapsulas, o que pode ser explicado pela afirmacdo do autor Souza®® ao
explicar que o local de aplicagdo, a existéncia de foliculos pilosos, a concentra¢do do estrato
corneo e o grau de hidratacéo da pele influenciam diretamente na penetragdo cutanea® ja que
a pele da orelha suina possui grande quantidade de pelos em sua regiao.

Conforme a Figura 28-C, os microaglomerados de PCL com adjuvante silica
encontrados apresentam didmetro em torno de 4um e as nanocapsulas, conforme a imagem
28-F, apresentam em torno de 40nm. A forma esférica e tamanho dos microaglomerados
assemelha-se com os pds secos de PCL com adjuvante silica analisados e exibidos na Figura
12 desta pesquisa. A microestrutura encontrada sobre o pelo, Figura 28-L, apresenta em torno
de 2um, o que provavelmente seja um microaglomerado de nanocapsulas desse grupo
amostral. Além disso, observando-se as Figuras 28-J e K, é perceptivel a semelhanca de
distribuicdo das nanocapsulas nos contornos das escamas dos pelos, assim como se
evidenciou nas escamas capilares exibidas na Figura 21. A Figura 29 traz a comparacdo entre
o0 que foi observado na pele tratada com nanocépsulas de PCL com adjuvante silica e o que ja
foi apresentado neste trabalho quanto as analises dos pds secos de PCL com adjuvante silica

ou suspensdo de nanocapsulas de PCL.

4.9.4 Pele tratada com nanocépsulas secas de PCL e adjuvante lactose

A Figura 30 mostra imagens das amostras de pele de orelha suina tratadas com
nanocapsulas secas de PCL e adjuvante lactose em que a imagem 30-A apresenta aspecto
geral da pele com presenca de pelos e as imagens 30-B e C detalham as placas de queratina da
pele. A imagem 30-D apresenta aspecto geral de um pelo coberto por nanoestruturas. A
imagem 30-E traz um pelo encontrado ao acaso e que sofreu algum tipo de corrosdo em sua

superficie e na imagem 30-F apresenta-se uma escama desse pelo com a parte interna exposta.
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Figura 29: Comparacdo entre microaglomerados de nanocapsulas de PCL com adjuvante
silica no tratamento de pele suina (A), nanocapsulas de PCL com adjuvante silica sobre pelo
no tratamento de pele suina (B), pés secos de microaglomerados de nanocapsulas de PCL
com adjuvante silica (C), superficie de cabelo humano tratado com suspensdo de
nanocapsulas de PCL (D).

Nas Figuras 30-B e C é possivel verificar a presenca de microaglomerados de
nanocapsulas com mesma morfologia disforme observados nos pds secos de PCL com
adjuvante lactose. E interessante observar que esses microaglomerados apresentam em torno
de 3um, valor muito inferior aos 35um de diametro encontrados nos microaglomerados dos
pos secos do mesmo grupo amostral. Isso também se evidenciou na pele tratada com
nanocapsulas de PCL e adjuvante silica, onde o tamanho médio dos microaglomerados foi em
torno de 4um, enquanto nos pés secos do mesmo grupo amostral foi em torno de 14pm. Essas
evidéncias podem ser explicadas pelas caracteristicas fisico-quimicas do polimero PCL,
devido a sua alta biodegradabilidade e biocompatibilidade.®® Na imagem 30-C é possivel

analisar nanocapsulas isoladas de tamanho de diametro em torno de 120nm.
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Figura 30: Substrato de pele suina tratada com nanocapsulas de PCL e adjuvante lactose A:
aspecto geral; B e C: detalhes na superficie da pele em diferentes magnificacdes; D: visdo
geral de pelo presente no substrato; E: pelo encontrado ao acaso com corrosdes na superficie;
F: detalhe de escama do pelo exibido em E.

Com relagdo aos microaglomerados encontrados sobre os pelos, também se observou
um acumulo maior na regido dos contornos das escamas queratinosas (conforme exposto na
Figura 30-D), igualmente como na amostra de pele tratada com nanocéapsulas de PCL com

adjuvante silica. Na imagem 30-F, é interessante analisar a grande quantidade de

nanocapsulas na parte interna das escamas do pelo. Esse dado representa a grande permeacdo
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desse grupo amostral na pele suina, em que provavelmente, pela biocompatibilidade do
polimero PCL * e pelo tamanho dessas nanoestruturas, a permeabilidade seja favorecida em

pele.

4.9.5 Pele tratada com suspensdo de nanocapsulas de Eudragit ® S 100

A Figura 31 apresenta as amostras de pele de orelha suina tratadas com suspenséo de
nanocapsulas de Eudragit ® S 100. A imagem 31-A apresenta a regido ao redor de um
foliculo piloso (que perdeu o pelo) com varias nanoestruturas. As imagens 31-B e C destacam
essas nanoestruturas analisadas na imagem 31-A. As imagens 31-D, E e F apresentam a
superficie de um pelo anexo ao substrato. A Figura 31-G apresenta uma nanoestrutura isolada
sobre a superficie da pele. As Figuras 31-H, | e J mostram em magnificacbes maiores a
nanoestrutura da imagem 31-G. As Figuras 31-K a O apresentam varios microaglomerados
encontrados sobre a superficie cutanea.

Observando-se a Figura 31, é verificada a presenca de nanocapsulas de Eudragit ® S
100 préximas a pelos e também dispersas sobre toda a superficie da pele (Figuras A, B e C),
bem como sobre toda a superficie dos pelos de forma homogénea (Figura 31-D, E, F). Assim
como no que foi observado no tratamento de fios de cabelo com suspensdo de nanocépsulas
de EUD, no tratamento de pele suina com 0 mesmo grupo amostral também apresentou as
nanocapsulas bastante dispersas. No entanto, enquanto em fios de cabelo as nanocapsulas
apresentaram formato esférico (Figura 22), em pele apresentaram morfologia prismatica.

Na busca por material cientifico indexado em bancos de dados, ndo foram encontrados
trabalhos direcionados especificamente as suspensfes de nanocapsulas de Eudragit ® S 100
em aplicacOes cutaneas. A busca pelos artigos cientificos foi realizada, através do acesso a
bancos de dados (ISI Web of Science, Pub Med e Periddicos Capes).

Em estudos anteriores, suspensdes de nanoparticulas de polimero da linha Eudragit ®
foram relatadas como um sistema de suporte valido para a liberacdo oftalmica de anti-
inflamatdrios ndo-esterdides, tais como ibuprofeno e flurbiprofeno, demonstrando que as
suspensdes de nanoparticulas Eudragit ® RS 100 (polimero que difere do Eudragit ® S 100
por possuir grupo catidnico®) carregados com ibuprofeno ou com flurbiprofeno foram
capazes de inibir significativamente a resposta midtica induzida por um trauma cirdrgico no
olho de coelho. Outros estudos sugerem que a dispersdo do farmaco dentro das nanoparticulas
de polimero Eudragit ® RS 100 aumenta a sua biodisponibilidade e atividade anti-

inflamatoria. Os autores concluiram que a aplicagdo de formulagfes em suspenséo de
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Figura 31: Substrato de pele suina tratada com suspensdo de nanocapsulas de Eudragit ® S
100. A-C: substrato de pele préximo a foliculos pilosos; D-F: superficie de fio de pelo do
substrato cutaneo; G-O: superficie da pele suina com as nanoestruturas do tratamento em
diferentes magnificagdes.

nanocapsulas de Eudragit ® RS 100 pode aumentar o tempo de residéncia das nanoparticulas
na superficie da cornea, mesmo sendo esse polimero conhecido por ndo possuir caracteristicas

muco-adesivas relevantes, resultando em uma libertacdo lenta e prolongada de farmaco.®’
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Sendo assim, podemos inferir que a presenca de suspensfes de nanocapsulas dispersas
homogeneamente pela superficie da pele pode indicar um fator positivo por manter por tempo
prolongado as nanoestruturas e os farmacos empregados na formulacdo, havendo uma
liberacdo lenta dos compostos ativos. Assim, podemos sugerir que o Eudragit ® S 100
também apresenta caracteristicas muco-adesivas relevantes, jA que se evidenciou grande

namero de nanocépsulas dispersas na superficie cutanea e pilosa.

4.9.6 Pele tratada com nanocapsulas secas de Eudragit ® S 100 e adjuvante silica

A Figura 32 apresenta imagens de pele suina tratada com pds de nanocépsulas de
Eudragit ® S 100 e adjuvante silica. A Figura 32-A e B apresentam aspecto geral da
superficie da pele com presenca de pelos. As Figuras 32-C a L apresentam Vvarios
microaglomerados de nanocapsulas proximos aos foliculos pilosos. As imagens 32-M, N e O
apresentam esses microaglomerados em detalhes.

De acordo com a Figura 32, fica evidente a semelhanca dos microaglomerados de
nanocapsulas de EUD secos por silica sobre o substrato cutdneo e os pds secos do mesmo
grupo amostral desse tratamento, exposto na Figura 15. Esses microaglomerados apresentam
didmetro médio em torno de 5um, de morfologia esférica, com nanocépsulas aderidas a
superficie por meio de hastes de fixacdo (Figura 32-O), assim como identificado nos pos
secos desse mesmo grupo amostral. Na Figura 32-O observa-se melhor o tamanho de
didametro das nanocapsulas sobre o microaglomerado, sendo em torno de 50nm.

Conforme observado nas imagens 32-C, E, F e |, ha grande acimulo de nanocépsulas
préximas as regides de pelos. Estudos anteriores com nanocapsulas poliméricas da linha
Eudragit ®, mostram que essas aumentam a viscosidade de hidrogéis para fins de aplicacéo
topica em tratamentos cutdneos, quando comparadas com um gel ausentes dessas

nanoestruturas.’®
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Figura 32: Substrato de pele suina tratada com p6s de nanocépsulas de Eudragit ® S 100 e
adjuvante silica. A-C: substrato de pele suina proximas a foliculos pilosos; D-L: superficie
cutdnea com presenca de microaglomerados de nanocépsulas em diferentes magnificacdes;
M-Q: detalhe dos microaglomerados em diferentes magnificacoes.
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4.9.7 Pele tratadas com nanocapsulas secas de Eudragit ® S 100 e adjuvante

lactose

A Figura 33 apresenta substrato de pele suina tratada com pos de nanocépsulas de
Eudragit ® S 100 e adjuvante lactose. As Figuras A-C trazem uma visdo geral da superficie
da pele. As imagens D-F apresentam os microaglomerados de nanocépsulas de Eudragit®
S100 e adjuvante lactose e as Figuras G-I apresentam os microaglomerados na superficie do
pelo.

Observando-se a Figura 33, foi possivel verificar a presenga de microaglomerados de
nanocapsulas de EUD com adjuvante lactose mais uniformemente espalhados pela superficie
da pele suina em comparacdo ao tratamento com nanocapsulas de EUD com silica; no
entanto, também ha aglomeracGes de nanocépsulas préximas as fixacOes de pelos. Os
microaglomerados apresentam-se disformes, assim como evidenciado nos po6s secos de
microaglomerados de nanocapsulas de EUD com adjuvante lactose, com tamanho em torno
de 10um (Figura 33-D). As nanocapsulas apresentam tamanho de didmetro em torno de
80nm, conforme melhor observado nas imagens 33-E e F. Os microaglomerados sobre 0s
pelos (Figuras 33-G-1) se apresentam bastante distribuidos ao longo nas escamas capilares,
semelhante as suspensdes de nanocapsulas de EUD usadas no tratamento de cabelos humanos
(Figura 22).

Estudos afirmam que a elevada area de superficie de nanoparticulas pode desempenhar
um papel importante na penetracdo cutanea, pois facilita o contato das moléculas do material
encapsulado com o estrato corneo.® Dessa forma, podemos sugerir que a morfologia disforme
das nanocapsulas de EUD com adjuvante lactose pode ser um ponto positivo em formulacdes
de tratamentos dermatoldgicos de uso tdpico, no momento em que sua area de superficie é

maior do que uma nanoestrutura esférica, por exemplo.
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Figura 33: Substrato de pele de orelha suina tratada com pds de nanocapsulas de Eudragit ®
S 100 e adjuvante lactose. A-C: visdo geral do substrato de pele suina préximas a foliculos
pilosos; D-F: superficie cutanea com presenca de microaglomerados de nanocapsulas em
diferentes magnificacfes; M-O: microaglomerados na superficie do pelo anexo a pele.

4.10 SUBSTRATO MUCOSO

4.10.1 Mucosa esofégica: amostra controle

O trato gastrointestinal (TG) consiste em um tubo muscular, com aproximadamente 6m
de comprimento e didmetro variavel, estendendo-se da boca até o anus. E composto de quatro
regides principais, sendo elas o esofago, intestino delgado, intestino grosso e colon, em que a
superficie do lumem do TG é bastante rugosa, 0 que aumenta a superficie de absor¢do. O TG
atua como compartimento que processa mecanico-quimicamente o alimento ingerido, além de
seu revestimento atuar como barreira contra patégenos e subprodutos da digestdo.”® A Figura
34 apresenta imagens da amostra controle da mucosa esofagica suina, substrato do trato
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gastrointestinal escolhido por ser a primeira area principal da administracdo oral de farmacos,
apesar de a absorcdo de farmacos ocorrer principalmente no intestino delgado, em razdo de
sua maior area de superficie de absorcdo. Esse substrato é bastante emaranhado e rugoso,
caracteristica de um tecido conjuntivo irregular denso.*®

O transporte de farmacos e nutrientes pelo epitélio ocorre através de duas rotas: a
transcelular e paracelular.®® Nanocépsulas poliméricas tém sido desenvolvidos visando
inimeras aplicacbes terapéuticas, sendo planejadas, principalmente, para administracéo
parenteral, oral ou oftdlmica, em que as &reas mais promissoras na utilizacdo das
nanoparticulas sdo a vetorizacdo de farmacos anticancerigenos e antimicrobianos. Com
relacdo a administracdo oral de nanoparticulas, as pesquisas tém sido direcionadas
especialmente a diminuicdo dos efeitos colaterais de certos farmacos (destacando-se 0s
antiinflamatérios ndo-esterdides, os quais causam frequentemente irritacdo a mucosa

gastrintestinal) e protecdo de fArmacos degradaveis no trato gastrointestinal, como peptideos,

proteinas ou horménios, aumentando a biodisponibilidade dos mesmos.?

Figura 34: Amostra controle do substrato de mucosa esofagica suina. A-C: superficie do
tecido mucoso em diferentes magnificagdes.

4.10.2 Mucosa esofagica tratada com suspenséo de nanocépsulas de PCL

A Figura 35 apresenta imagens de amostras de mucosa esoféagica suina tratada com
suspensdo de nanocapsulas de PCL. A Figura 35-A a J apresentam diferentes imagens da
regido da mucosa esofagica tratadas com suspensdo de nanocéapsulas de PCL. As imagens
35K e L apresentam uma microestrutura encontrada na superficie do substrato.

Durante a andlise desse substrato amostral, foram observadas diversas areas da

superficie que evidenciam a presenga de nanocapsulas. Comparando-se com o controle, 0
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substrato contém muitas rugosidades, o que poderiam ser facilmente confundidas com a
presenca de nanocapsulas. Assim, infere-se que por essa superficie ser rugosa e de grande
poder de absorcdo,*® e as nanocépsulas em suspensdo muito pequenas, a absorcdo tenha sido
intensa a ponto de ndo serem encontradas na superficie de forma abundante, ou, pela
morfologia da superficie da mucosa ser formada por vérias rugosidades, essas se confundem
com a morfologia das nanocépsulas.

Assim, analisando as imagens selecionadas e exibidas na Figura 35, € possivel
distinguir aglomeracdes, melhor visualizadas nas imagens 35-G, H, K e L. As Figuras 35-K e
L apresentam uma aglomeracdo de nanocépsulas de PCL com nanocépsulas menores que
50nm em sua superficie, o qual esses aglomerados poderia ser formados pelo préprio tecido
da mucosa ou pelo material da formulagéo das suspensées de nanocapsulas.

Estudos anteriores,™ relatam o uso de suspensdes de nanocapsulas e nanocépsulas
secas de PCL por spray-dryer com diclofenaco como modelo de farmaco para avaliacdo da
tolerancia gastrointestinal. A pesquisa mostra que tanto as suspensdes, quanto as
nanocapsulas secas apresentaram baixa lesdo na mucosa estomacal, bem como induziram um
efeito de protecdo no jejuno comparado com os efeitos ulcerativos de solucdes de sal de sédio
com diclofenaco. Protecdo similar a mucosa do trato gastrointestinal foi observada no
tratamento com suspensdo de nanocapsulas com diclofenaco, onde foi atribuida ao poder de

evitar o contato direto entre o diclofenaco e as paredes do intestino.
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Figura 35: Substrato biol6gico de mucosa esofagica suina tratada com suspensdo de
nanocapsulas de PCL A-J: superficie do substrato em diferentes magnificacdes; K-L detalhe
de uma aglomeracdo de nanocapsulas encontrada sobre a superficie.

4.10.3. Mucosa esofagica tratada com nanocapsulas secas de PCL e adjuvante
silica

A Figura 36 apresenta substrato mucoso esofagico suino tratado com nanocapsulas
secas de PCL e adjuvante silica. As Figuras 36-A a C mostram visdo geral da superficie da
mucosa; as Figuras 36-D a F apresentam uma prega na estrutura da superficie do substrato. As

Figuras 36-G a L mostram em melhores detalhes a superficie da amostra.
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Figura 36: Substrato de mucosa esofagica suina tratada com nanocéapsulas de PCL com
adjuvante silica. A-C: visao geral da superficie do tecido mucoso, D-F: pregas na superficie
da mucosa; G-L detalhes da superficie do substrato com presenca de nanocapsulas.

Conforme se observa a Figura 36, as nanocapsulas de PCL e adjuvante silica se
mantiveram distribuidas ao longo da superficie da amostra de forma homogénea, podendo ser
mais bem observadas na Figura 36-H e |, apresentando tamanho médio de 100nm. O material
difere morfologicamente dos microaglomerados de po6s de nanocapsulas de PCL com
adjuvante silica analisados, pois o material ndo se apresenta com morfologia esférica
homogénea e microaglomerados bem definidos. Pode-se atribuir esse dado a maior interacdo
da silica com o substrato, ja que ela tem propriedades de alta higroscopicidade.?®
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Trabalhos anteriores 1°23

relataram o uso de nanocapsulas de PCL com adjuvante silica
secas pela técnica de spray-dryer carregadas com diclofenaco para tratamentos clinicos por
administracdo oral. Relataram, através de analise por microscopia eletrénica de varredura, a
formacdo de microparticulas esféricas com nanoparticulas adsorvidas em sua superficie com
tamanho préximo a 200nm.* Ap6s administracdo oral em ratos das nanocapsulas carregadas
com diclofenaco, relataram grande reducdo do efeito irritante da droga no trato
gastrointestinal. Relataram também a caracteristica especifica do adjuvante de secagem silica
na protecdo da mucosa intestinal. Paralelamente, foi realizado um estudo farmacocinético em
ratos, no qual observaram absorcéo oral completa do diclofenaco a partir de pos pulverizados
dispersos em 4gua.*® Quanto & natureza quimica de alguns farmacos anti-inflamatérios néo
esterdides (indometacina, diclofenaco, ibuprofeno e outros) e didxido de silicio, os farmacos
na sua forma hidrofébica apresentam uma por¢do de acido carboxilico que podem interagir
com grupos hidroxilicos na superficie do diéxido de silicio por ligacBes de hidrogénio e as
correspondentes formas hidrofilicas presentes. * As anélises por MEV em estudos
anteriores®® mostraram nanocapsulas de PCL (e adjuvante silica) intactas (por volta de
200nm) na superficie do dioxido de silicio e a essas nanocapsulas foram atribuidas o efeito de

protecdo da mucosa gastroinstestinal.

4.10.4 Mucosa esofagica tratada com nanocépsulas secas de PCL e adjuvante
lactose

A Figura 37 apresenta imagens do substrato mucoso esofagico suino tratado com
nanocapsulas de PCL e adjuvante lactose. As imagens 37-A a E exibem uma visdo geral da
superficie do substrato. As imagens 37-F a | mostram em maior detalhe as nanoestruturas
localizadas sobre a superficie da amostra.

De acordo com a Figura 37, € possivel perceber a presenca de nanocapsulas de PCL com
lactose ao longo do substrato, em torno de 200nm de didmetro, sendo possivel a visualizacéo
principalmente nas Figuras 37-F, H e I. Os dados distinguem-se dos encontrados na analise
dos pos secos dos microaglomerados de nanocépsulas de PCL com lactose, pois na aplicacdo
em mucosa, as nanocapsulas ndo formaram microaglomerados (apesar de se manterem
aglomeradas em muitas regibes da superficie da mucosa) e, portanto, ndo apresentam o
envoltorio de lactose como evidenciado nos pos secos do mesmo grupo amostral, conforme

visualizado na Figura 14. Na literatura cientifica, ndo foram encontrados trabalhos que
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relatam exatamente esse tipo amostral de nanocapsulas tratadas na mucosa esofagica. A busca
pelos artigos cientificos foi realizada através do acesso a bancos de dados (ISI Web of

Science, Pub Med e Periddicos Capes).

Figura 37: Amostra de substrato de mucosa esofégica tratada com pos de nanocapsulas de
PCL com adjuvante lactose. A-E: visdo geral da superficie do tecido mucoso; F-I: detalhes da
superficie do substrato.

4.10.5 Mucosa esofagica tratada com suspensdo de nanocépsulas de Eudragit ® S
100

A Figura 38 apresenta imagens de mucosa esofégica suina tratada com suspensao de
nanocapsulas de Eudragit ® S 100. As Figuras 38- A, B e C apresentam visdo geral do
substrato da mucosa. As imagens 38-D a F e J a L apresentam nanocapsulas isoladas e as
imagens 38-G a | apresentam aglomeragdes de nanocapsulas de Eudragit ® S 100.

Na superficie do substrato (Figura 38), é possivel observar nanocapsulas de EUD em

aglomeragdes, como melhor visualizado nas Figuras 38 B, G-I; e isoladas, como se pode
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analisar melhor nas Figuras 38-D, E, F e K. As nanocapsulas isoladas apresentam cerca de

120nm de diametro.

400 nm 400 nm

Figura 38: Substrato mucoso esofagico suino tratado com suspensdo de nanocépsulas de
Eudragit ® S 100. A-C: visdo geral do substrato; D - F e J-L: presenca de nanocapsulas
isoladas em diferentes regifes do tecido mucoso. Em F, a medida de didmetro da nanocéapsula
é 126,5 nm e 4rea de 12569 nm?. G-I: presenca de aglomeragdes de nanocapsulas de EUD.

De acordo com a literatura, polimetacrilatos como o Eudragit ® S 100 tem excelentes
caracteristicas formadoras de filmes e sdo muito utilizados para a fabricacdo de variadas

formulagdes para administragdo oral de farmacos, inclusive, através de nanocapsulas. Resinas
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acrilicas sdo farmacologicamente inativas e apresentam compatibilidade positiva com
membranas da pele e mucosas. Polimeros metacrilatos de tipo entéricos, como o Eudragit ® S
100, apresentam uma melhor barreira contra entrega de farmacos no estdmago e capazes de

controlar a entrega no intestino. %

4.10.6 Mucosa esofégica tratada com nanocapsulas secas de Eudragit ® S 100 e
adjuvante silica

A Figura 39 apresenta mucosa esofagica suina tratada com nanocépsulas secas de
Eudragit ® S 100 e adjuvante silica, sendo as imagens 39-A e B representando uma visao
geral do substrato. As Figuras 39-C, F-L revelam a presenca de nanocapsulas. As Figuras D,
E, M-R apresentam a presenca de microaglomerados de nanocépsulas de Eudragit ® S 100 e
adjuvante silica.

Na superficie da mucosa das diversas areas registradas (Figura 39), facilmente se
reconhece microaglomerados de nanocapsulas de EUD secas com silica, assim como a
morfologia analisada nos pos isolados. Nas Figuras 39-K e L, ficam bastante evidentes as
nanocapsulas circulares em torno de 150nm, que ficaram retidas na estrutura abaulada da
regido da submucosa. Elas se encontram aderidas ao substrato, tanto em grupos, como
isoladas. Os microaglomerados, melhor evidenciados nas imagens 39-M a O apresentam
tamanho médio de 3um.

Estudos anteriores,® %

relataram o uso de nanocépsulas de Eudragit ® S 100 e
adjuvante silica com diclofenaco como modelo de farmaco para fins de em administracdo
oral. Afirmam que a escolha do polimero nas formulacGes das nanocapsulas foi devido a
caracteristica de resisténcia gastrica desse polimero, 0 que permite que esse seja empregado
quando ha uma necessidade de protecdo gastrica dos componentes ativos da formulacédo.
Relatam também a morfologia esférica das microparticulas dos p6s secos de nanocapsulas,
com nhanoestruturas em torno de 170-200nm,? o que é semelhante com os dados de diametro

encontrados nesse trabalho (em torno de 150nm).
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Figura 39: Substrato da mucosa esofagica suina tratada com nanocapsulas secas de Eudragit
® S 100 e adjuvante silica. A e B:visdo geral do substrato; 39-C e F-L: revelam a presenca de

nanocéapsulas; D, E, M-R: microaglomerados de nanocapsulas.
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4.10.7 Mucosa esofagica tratada com nanocapsulas secas de Eudragit ® S 100 e
adjuvante lactose

A Figura 40 apresenta mucosa esoféagica tratada com nanocapsulas secas de EUD e
adjuvante lactose. As Figuras de A-L apresentam diferentes regides do substrato com ampla
distribuicdo de nanocépsulas em todas as &reas analisadas do substrato.

De acordo com a Figura 40, observa-se o0 substrato coberto por nanocapsulas bastante
dispersas por todas as regides. Em quaisquer das imagens dessa figura é possivel identificar
nanocapsulas isoladas de tamanho entre 50-100nm. Porém, nédo foi evidenciada a presenca de
microparticulados dessas nanocapsulas. Conforme o que foi analisado nos pds secos desse
mesmo grupo amostral de nanocépsulas, o material apresentava microaglomerados, nos quais
a lactose formava um envoltorio para o agrupamento de nanocépsulas, tanto nas formadas
pelo polimero PCL, quanto na lactose. Porém, especula-se que quando ambos os pos (de PCL
ou EUD com adjuvante lactose) foram aplicados nas mucosas, ocorreu a desestruturacdo dos
microaglomerados pela perda do envoltério formado por lactose. Esses dados podem ser
explicados pela estrutura fisico-quimica da lactose que, por se tratar de um carboidrato

priméario e hidrossolavel

interage de forma muito ativa com a mucosa do trato
gastrointestinal.

Na literatura cientifica, ndo foram encontrados trabalhos que relatam exatamente esse
tipo amostral de nanocépsulas tratadas na mucosa esofagica. A busca pelos artigos cientificos
foi realizada, através do acesso a bancos de dados (IS Web of Science, Pub Med e Periddicos
Capes).

Estudos anteriores® avaliaram a secagem de nanocapsulas sem farmaco com
diferentes adjuvantes de secagem hidrossoltveis, como lactose, maltose, maltodextrina, entre
outros, e concluiram que as nanocapsulas secas por spray-drying utilizando a lactose foram as
que apresentaram melhores resultados, considerando a morfologia das particulas obtidas e a
favoravel reconstituicdo em agua. Afirmam tambeém que a lactose, além de permitir a secagem
eficiente das nanocapsulas, também possibilita a facil redispersdo dos pés, mediante a sua
solubilizacdo, com retomada das nanocédpsulas em suspensdo.*? Provavelmente por esse
motivo de facil redispersdo que a lactose apresenta, quando em contato com um substrato
bastante umido como a mucosa esofagica, ha a solubilizacdo do adjuvante e a conseguinte

perda do envoltério dos microaglomerados.
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Figura 40: Substrato de mucosa esofagica suina tratada com nanocapsulas secas de Eudragit
® S 100 e adjuvante lactose. A-L apresentam diferentes regides do substrato com ampla
distribuicdo de nanocépsulas em todas as areas analisadas.
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4.11 COMPARACOES

4.11.1 Substrato: cabelo

A Figura 41 traz uma comparacao entre as amostras com fios de cabelo e os diferentes
tratamentos aplicados: grupo controle (23-A), fio de cabelo humano tratado com suspenséo de
nanocépsulas de PCL (23-B) e fio de cabelo humano tratado com suspensdo de nanocapsulas
de EUD (23-C).

Figura 41: Comparacdo dos substratos de fio de cabelo humano: A-controle; B- fio de cabelo
humano tratado com suspensao de nanocapsulas de PCL e C- fio de cabelo humano tratado
com suspensédo de nanocapsulas de EUD.

Observando a Figura 41, se constata grande diferenca entre o grupo controle e 0s
grupos amostrais que receberam tratamentos, sendo nas imagens 23-B e C possivel
reconhecer a presenca de nanocapsulas poliméricas. Comparando os tratamentos, as
suspensdes de nanocépsulas de EUD apresentaram-se mais bem distribuidas ao longo da
superficie do substrato, estando preferencialmente aderidas aos contornos das escamas. Ja no
tratamento com suspensdo de nanocépsulas de PCL, as nanocépsulas se mantiveram mais
aglomeradas nas regides de limite das escamas capilares. As nanocapsulas de EUD
apresentaram tamanho em torno de 125nm, enquanto as de PCL mediram 300nm. Assim,

infere-se que o tamanho seja uma possivel causa™™

para as nanocapsulas de PCL
aglomerarem-se nos extremos das placas queratinosas capilares, sendo que as nanocapsulas de
EUD alcancaram regifes mais internas das escamas em relagdo as de PCL, provavelmente por

serem de menor tamanho.
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4.11.2 Substrato: unha

A Figura 42 apresenta a comparacao entre o substrato de unha tratado com suspenséo
de nanocépsulas de PCL (42-B), suspensdo de EUD (42-C) e grupo controle (43-A).

Figura 42: Comparagdo dos subtratos de unhas humanas: A-controle; B- unha tratada com
suspensdo de nanocapsulas de PCL e C- unha tratada com suspensdo de nanocapsulas de
EUD.

De acordo com o resultado das anélises demonstradas na Figura 42 (no substrato
unha), verificou-se a presenca de nanocapsulas dispersas ao longo do substrato, estando mais
homogeneamente distribuidas ao longo das laminas nos tratamentos com suspensdo de
nanocépsulas de PCL e estando presentes na forma de aglomerac6es no espaco entre placas de
queratina no tratamento com suspensdo de nanocapsulas de EUD, assim como evidenciado no
substrato de fios de cabelo. As nanocépsulas de PCL apresentaram-se um pouco mais aderidas
ao subtrato em relacdo as de EUD. As nanocéapsulas de PCL apresentaram tamanho maior em
relacdo as de EUD, exibindo didmetros em torno de 400nm e 150nm, respectivamente. As
nanocépsulas de EUD se apresentaram alcangcando as regides internas das placas de queratina
das unhas (Figura 42-C).

4.11.3 Substrato: pele

A Figura 43 apresenta a comparacdo entre as imagens de substrato de pele de orelha
suina e os diferentes tratamentos aplicados nessa pesquisa. A Figura 43-A apresenta a
amostra controle de pele de orelha suina; 43-B mostra o substrato com suspensdo de

nanocapsulas de PCL, 43-C exibe as imagens do substrato com nanocapsulas de PCL com
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adjuvante silica e 43-D apresenta 0 substrato com nanocapsulas de PCL com lactose. As
imagens 43-E, F e G apresentam os tratamentos de pele de orelha suina com nanocépsulas de
EUD, respectivamente, em suspensao, com silica e com lactose.

Diferentemente do que foi analisado em mucosa, em pele é facilmente distinguivel as
nanocépsulas e microaglomerados ao longo da superficie do substrato, como pode-se observar
na Figura 43. As morfologias das mesmas mantiveram-se equiparadas ao que foi analisado
nas suas respectivas formulagdes em po. A facilidade dessa visualizagdo pode ser explicada
pela impermeabilidade caracteristica da epiderme,® o que favoreceu para as nanoestruturas
permanecerem nas superficies e assim, serem identificadas.

Ambas as formulagdes de suspensdes de nanocapsulas nesse tratamento apresentaram-
se bastante distribuidas no substrato, sendo as suspensdes de nanocapsulas de PCL de
morfologia mais disformes e as de EUD, de morfologia prismatica. Os pos secos de
nanocdpsulas de PCL ou EUD com adjuvante silica nesse tratamento apresentaram
morfologia esférica dos microaglomerados e tamanhos de didmetro em média de 4 e 5 um,
respectivamente, sendo interessante a semelhanca exposta nas imagens 43-C e F. J& 0s p0s
secos formados de nanocéapsulas de PCL ou EUD com lactose apresentaram morfologia
disforme e tamanhos de diametro em torno de 3 e 10um, respectivamente. Assim como
evidenciado em substrato de mucosa, pressupde-se que os microaglomerados que contém
lactose em sua composi¢do perdem o envoltorio de lactose quando interagem com o substrato
biolégico. O menor tamanho de nanocapsulas evidenciado nesse substrato foi de 40nm nos
tratamentos com pdés secos de nanocapsulas de PCL e adjuvante silica e 0 maior foi de 400nm
nas tratamentos com suspens@es de nanocapsulas de EUD.
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Figura 43: Comparagdo entre as imagens de substrato de pele de orelha suina dos diferentes
tratamentos aplicados nessa pesquisa. A- amostra controle de pele; B- substrato com
suspensdo de PCL; C- substrato com nanocapsulas de PCL com silica; D- substrato com
nanocapsulas de PCL com lactose; E- substrato com suspensdo de EUD; F - substrato com
nanocapsulas de EUD com silica; G- substrato com nanocéapsulas de EUD com lactose.
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4.11.4 Substrato: mucosa esofagica

A Figura 44 apresenta a comparacdo entre as imagens de substrato de mucosa
esofagica e os diferentes tratamentos aplicados nessa pesquisa. A imagem 44-A apresenta a
amostra controle de mucosa esofagica; 44-B mostra o substrato com suspensdo de
nanocapsulas de PCL, 44-C exibe as imagens do substrato com nanocépsulas de PCL com
adjuvante silica e 44-D apresenta o substrato com nanocépsulas de PCL com lactose. As
imagens 44-E, F e G apresentam os tratamentos de mucosa esofagica com nanocépsulas de
EUD, respectivamente, em suspensao, com silica e com lactose.

Observando-se a Figura 44, todas as nanocapsulas aderidas a mucosa com esses
tratamentos citados apresentam entre 50 e 200nm, sendo os microaglomerados entre 1 e 3um,
porém, nem todos os tratamentos com pdés de nanocapsulas evidenciaram formacgdo de
microaglomerados . Os microaglomerados de nanocapsulas de PCL com adjuvante silica ndo
apresentaram limites definidos e os microaglomerados de nanocépsulas EUD com silica
foram os que apresentaram nanocapsulas com morfologia mais definida (esférica) e foram os
de maior tamanho analisado (3um). Tanto os microaglomerados de nanocapsulas de PCL com
lactose, quanto de EUD com lactose, ndo exibiram formacdo de microaglomerados, o que se
estima que haja um envoltorio de lactose que protege as nanocapsulas e esses sejam perdidos

na interagdo com o substrato mucoso.
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Figura 44: Comparacdo entre imagens de substrato de mucosa esofagica dos diferentes
tratamentos aplicados nessa pesquisa. A- amostra controle de mucosa esofagica; B- substrato
com suspensdo de nanocapsulas de PCL; C- substrato com nanocéapsulas de PCL com
adjuvante silica; D- substrato com nanocapsulas de PCL com lactose; E- substrato com
suspensdo de nanocapsulas de EUD; F- substrato com nanocépsulas de EUD com silica; G-
substrato com nanocapsulas de EUD com lactose.
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5 CONCLUSOES

Caracterizacdo estrutural de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) e de
Eudragit ® S 100 através de microscopia eletrdnica de varredura por feixe
de emissdo de campo (FEG) e por feixe de ions focalizados (FIB)



A principal contribuigdo do presente trabalho reside no conjunto das caracterizagdes
morfolégicas em resolucdo melhorada através das técnicas de analise por microscopia
eletronica de varredura por FEG-MEV e FIB-MEV das nanocépsulas de poli(e-caprolactona)
e Eudragit ® S 100 secas na presenca de adjuvantes silica ou lactose. De uma forma global, os
resultados alcancados assemelharam-se aos de estudos anteriores, no entanto, trazem alguns
novos dados, como por exemplo, ter evidenciado a grande diferenca morfoldgica entre
microaglomerados de nanocépsulas de PCL em comparacdo as de EUD.

Adicionalmente, as tomografias nas nanocéapsulas também permitiram uma maior
avaliacdo das estruturas, trazendo alguns novos esclarecimentos e questionamentos sobre as
mesmas. A avaliacdo em substratos biologicos permitiu compreender melhor a interacdo das
nanoestruturas e tracar suposicdes de alguns dados, como a desagregacdo dos
microaglomerados em contato com o substrato.

Os microaglomerados de silica pura apresentaram morfologia tipicamente arredondada,
onde na superficie foi possivel observar que a formacéo ocorre por deposicdo e justaposicao
de nanoestruturas circulares de silica, resultando em uma massa de material homogéneo. Os
microaglomerados apresentam em torno de 7pm.

Por sua vez, os microaglomerados de lactose apresentam medidas em torno de 200um de
diametro, sendo que a sua estruturacdo se da pela juncdo de microparticulas de morfologia
piramidal/cristalina.

Os microaglomerados de nanocéapsulas de PCL com silica apresentaram formato
esférico, de diametro em torno de 15um, pela justaposicdo de nanocépsulas, também
esféricas, de diametro em torno de 1um. Os microaglomerados de PCL desidratadas na
presenca do adjuvante lactose apresentaram-se disformes, com diametro em torno de 35um,
com formato préximo ao semicircular, formados pelo contato de nanocapsulas unidas entre si
pelo material da superficie. As nanocapsulas apresentam em torno de 1 um. Concluiu-se que,
enguanto os microaglomerados de nanocapsuals de PCL com adjuvante silica apresentam um
nucleo composto pelo adjuvante, com nanocapsulas de PCL aderidas a superficie, 0s
microaglomerados de nanocapsulas de PCL com lactose apresentam o interior composto pelo
aglomerado das nanocépsulas de PCL com um envoltério formado por adjuvante que recobre
0 aglomerado das nanoestruturas.

Os microaglomerados de nanocapsulas de EUD secas na presenca do adjuvante silica
apresentam média de didametro de 22um, verificando-se que a superficie e o interior dos
microaglomerados apresentam as mesmas caracteristicas, tornando-o homogéneo tanto no

interior, quanto exterior. E visto que o microaglomerado é formado por uma matriz de silica
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muito porosa, onde no interior desses poros e na superficie ficam aderidas as nanocapsulas,
em torno de 49nm de didametro. Os microaglomerados de nanocépsulas de EUD secas com
adjuvante lactose exibem caracteristicas morfologicas bastante disformes e didmetro de cerca
de 20pm. E possivel analisar que, assim como os microaglomerados de nanocépsulas de PCL
com lactose, os microaglomerados de EUD com adjuvante lactose formam uma aglomeragéo
de nanocépsulas de EUD envoltas por uma matriz de lactose. As nanocapsulas apresentam
cerca de 1um. Das formulacdes de pos secos, a que apresentou morfologia mais constante foi
a de nanocapsulas de PCL com adjuvante silica.

A anélise da aplicacdo das nanocépsulas em tratamentos em substratos unha, cabelo,
pele e mucosa foi muito valida para ilustrar os processos de interacdo das nanoestruturas e
substratos biol6gicos.

Em unhas, observou-se que as suspensdes de nanocapsulas de EUD alcancaram
camadas de queratina de regides mais internas quando comparadas as suspensfes de
nanocapsulas de PCL. Isso pode ser explicado pelo tamanho menor das nanocapsulas de EUD
(£150nm) em suspensao.

Comparando os tratamentos em cabelo, observou-se que as suspensdes de
nanocapsulas de EUD apresentaram-se mais bem distribuidas ao longo da superficie do
substrato, estando preferencialmente aderidas aos contornos das escamas. J& no tratamento
com suspensdo de nanocépsulas de PCL, as nanocépsulas se mantiveram mais aglomeradas
nas regides de limite das escamas capilares.

Nos tratamentos em pele, observou-se a presenca de nanocépsulas dispersas ao longo
do substrato, estando mais homogeneamente distribuidas ao longo das laminas nos
tratamentos com suspensdo de nanocapsulas de PCL e estando presentes na forma de
aglomeracbes no espaco entre placas de queratina no tratamento com suspensdo de
nanocapsulas de EUD, assim como evidenciado no substrato de fios de cabelo. As
nanocapsulas de PCL apresentaram-se um pouco mais aderidas ao subtrato em relacdo as de
EUD. Foram encontradas muitas nanocapsulas, de diferentes tratamentos, proximas a
insercdo de pelos, sugerindo que essa seja uma importante porta de penetragdo cutanea para as
nanocapsulas.

Observando-se os tratamentos em mucosas, foi muito mais dificil identificar a
presenca das nanocapsulas, devido a natureza bastante rugosa e emaranhada do substrato.
Alguns tratamentos evidenciaram microaglomeracbes no tecido e outros tratamentos
apresentaram apenas nanocapsulas distribuidas na superficie. Os microaglomerados de

nanocapsulas de PCL com adjuvante silica ndo apresentaram limites definidos e o0s
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microaglomerados de nanocapsulas EUD com silica foram os que apresentaram nanocapsulas
com morfologia mais definida (esférica). Tanto os microaglomerados de nanocépsulas de
PCL com lactose, quanto de EUD com lactose, ndo exibiram formac&o de microaglomerados,
0 que se estima que haja um envoltdrio de lactose que protege as nanocapsulas e esses sejam
perdidos na interagdo com o substrato mucoso.

As perspectivas futuras sdo de caracterizar outras formulacGes de nanocépsulas de
frequente uso pelo nosso grupo de pesquisa utilizando as técnicas de microscopia eletrdnica
de varredura por FEG-MEV e FIB-MEV, como realizado neste trabalho, além de aprimorar a

obtencdo de resultados na analise entre substrato e o tratamento farmacologico aplicado.
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7 ANEXO

Caracterizacdo estrutural de nanocépsulas de poli(e-caprolactona) e de
Eudragit ® S 100 através de microscopia eletrdnica de varredura por feixe
de emissdo de campo (FEG) e por feixe de ions focalizados (FIB)
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PREPARACAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA MEV:

Para obtermos boas imagens no Microscépio Eletrnico de Varredura,
devemos primeiro saber um pouco sobre a preparacdo dessas amostras.

A etapa mais importante neste processo e a fixacdo, é a primeira etapa, €
quando se deixa principalmente a superficie do material o mais resistente
possivel.

O fixador ideal para Microscopia Eletrénica de Varredura ou Transmissao é
aquele que contém na formula o Glutaraldeido. A escolha do fixador dependera
do pesquisador, do tipo de material que ele esta trabalhando, do tipo de técnica
que usara para alcangar seus propositos.

O fixador faz com que o material fique exatamente como estava na forma
viva, também deixara o tecido mais rigido, para que quando a amostra receba o
feixe de elétrons ou passe pelo aparelho de “ponto critico” por exemplo, ndo
ocorram danos na superficie, que para MEV é o que interessa.

Apobs a fixacdo o material € lavado em uma solucdo tampdo, que serve para
retirar o excesso de fixador. Apos entéo, serd desidratado de uma maneira lenta
e gradual. Na etapa em que o desidratante esta puro (100%) podemos entéo levar
as amostras para o aparelho de Ponto Critico.

Dicas:

e Para uma boa fixacdo o volume de fixador deve ser mais ou menos 5X o
volume da peca.

e A0 manusear as pecas procure toca-las o minimo possivel, use de preferéncia
um pincel que ndo solte pélos ou uma pinca, sempre delicadamente.

e Quanto menor e mais plana a peca, melhor sera a sua visualizacdo ao MEV.
Se for preciso diminuir ou limpar o seu material, faga isso de preferéncia na
terceira lavagem do Glutaraldeido.

e As amostras depois de prontas devem ser mantidas longe de po e
principalmente de umidade. Utilize um dessecador para guarda-las ou uma
caixa com silica.
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PROTOCOLO BASICO :

FIXACAO:

Glutaraldeido_25% --------------------=------ 1,2ml
Tampéo Fosfato 0,2M -----------------=------ 5,0ml
H,O destilada  ---------======mmmmmmmmmmmeee- 3,8ml

- A Fixacdo do material, por imerséo, deve ser feita imediatamente apos a
coleta. O periodo de fixacéo varia conforme a amostra. Sugere-se de no
minimo uma semana.

LAVAGEM:

Tampdo Fosfato 0,2M + H,O destilada Proporcéo de 1:1

- O material deve passar por 3 lavagens (30min./cada).

DESIDRATACAO:

Acetona 30% --------m-mmmmmmmmmeen 10min.
Acetona 50% ----------mmmmmmmmmemeen 10min.
Acetona 70% ---------------m-mm-mo-- 10min.
Acetona 90% -----------------mo-m--- 10min.
Acetona 90% ---------------m-mo-mo-- 20min.
Acetona 100% ------------------------ 10min.
Acetona 100% ----------=----=-m--m--- 20min.
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DESSECACAO:

- No aparelho de Ponto Critico, seguir exatamente o que diz 0 manual. Para se
obter principalmente uma boa imagem ao Microscopio, esta etapa é de suma
importancia. Caso ndo tenha experiéncia com o equipamento peca auxilio ao
técnico responsavel.

No CME utilizamos um CRITICAL POINT DRYER da BALZERS CPDO030.
Apos o Ponto Critico as pecas deverdo ser colocadas no Stub, com o auxilio de
uma lupa, para facilitar a visualizacdo do ponto ou &rea de interesse, peca ajuda
ao técnico para orientacdo na escolha do Stub.

METALIZACAO:

- Esta etapa é feita na Metalizadora, tornamos o material condutivo por meio de
deposicdo de um metal sobre a amostra. No CME temos alvo de Ouro e de
Platina. Para uma boa cobertura deve-se seguir exatamente o que diz o manual,
caso ndo tenha experiéncia com o equipamento peca auxilio ao técnico
responsavel.

No CME utilizamos um SPUTTER COATER da BALZERS SCD050.
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