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RESUMO 

PREPARAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE NANOCÁPSULAS DE POLI(D,L-

LACTÍDEO) NO ENCAPSULAMENTO DE PALMITATO DE RETINILA 

 

Nesse trabalho, foram preparadas nanocápsulas (NC) que consistem em 

um núcleo oleoso (sistema reservatório) e uma parede polimérica, nas quais se 

empregou o óleo palmitato de retinila (PR) e o polímero biodegradável 

poli(D,L-lactídeo) (PLA). Além desse sistema, nanoemulsões (NE, sem a 

parede polimérica) e nanoesferas (NS, matriz polimérica) foram preparadas 

para efeito de comparação. Utilizou-se ainda, moléculas modelos solubilizadas 

no núcleo oleoso do PR, a benzofenona-3 (BZ3) e a baicaleína (BAI). As NC 

foram caracterizadas quanto à eficiência de encapsulamento, estabilidade física 

e química, distribuição de tamanhos e potencial zeta. As NC e NE 

apresentaram tamanhos médios de 200 nm (P.D.I=0,1), potencial zeta de 

aproximadamente -10 mV (emprego de surfactante não-iônico), sendo 

estáveis físico-quimicamente por 4 meses a aproximadamente 4 oC e 28 oC. 

Realizou-se ensaios de citotoxicidade e fototoxicidade das nanoestruturas em 

queratinócitos (HaCat) e fibroblastos (BALB/c 3T3), observando-se que as NC 

apresentam citotoxicidade apenas a elevadas concentrações, sendo assim, 

apresentam-se viáveis para aplicação dérmica. Medidas de calorimetria 

diferencial de varredura (DSC) evidenciaram que as nanoestruturas 

apresentam abaixamento de picos de fusão em comparação às misturas físicas 

e que devido à baixa proporção, a BZ3 não influencia os eventos térmicos das 

nanoestruturas, enquanto que o surfactante Span 60 aumenta a largura do 

pico de fusão do PR, o que sugere sua solubilização no núcleo das NC. A 

análise morfológica das partículas pela técnica de microscopia eletrônica de 

transmissão (TEM) mostrou que as NC apresentam capacidade de deformação. 

Para melhor investigação desta propriedade, utilizou-se experimento de 

extrusão em membranas de poros de menores tamanhos. No ensaio, 

observou-se que as NC permeiam as membranas de policarbonato quando 

adicionado PEG-8L, um surfactante empregado para aumentar a permeação de 
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lipossomas elásticos devido ao aumento da molhabilidade dos poros da 

membrana. Preparou-se o derivativo polimérico com o cromóforo azul do Nilo 

(AN) através da formação de ligação covalente dos ácidos carboxílicos 

terminais e amina do AN. Tal polímero foi empregado em ensaio de permeação 

cutânea por célula de difusão vertical de Franz e sua avaliação por microscopia 

de varredura a laser confocal (CLSM). Os ensaios revelaram que a 

fluorescência da parede polimérica e a do PR apresentam-se em mesma 

profundidade na pele, o que evidencia a permeação do carreador ao invés de 

uma liberação do ativo. Em quantificação das NC na pele, observou-se que, o 

PR atinge a célula receptora e é encontrado em camadas da epiderme/derme e 

camada córnea. Desta forma, esse trabalho contribuiu através da obtenção de 

um sistema de NC bastante promissor para o armazenamento da vitamina A, 

bem como no carreamento de bioativos a camadas mais profundas da pele. 
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ABSTRACT 

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF POLY(D,L-LACTIDE) 

NANOCAPSULES ENCAPSULATING RETINYL PALMITATE 

 

In this work, we have prepared nanocapsules (NC) that are drug-reservoir 

vesicular systems, in which the shell is polymeric. Retinyl palmitate (RP) was 

encapsulated for the first time as an oil core with poly(D,L-lactide) (PLA) shell.  

Nanospheres (NS, without oil core), nanoemulsions (NE, without polymer shell) 

and niosomes (NI, without oil and polymer) were prepared for comparison.  

Further, NC were used to encapsulate two model molecules, benzophenone-3 

(BZ3) and baicalein (BAI). These systems were characterized and tested by a 

range of techniques, including encapsulation efficiency and stability by HPLC 

dosage, pH, size distribution and zeta potential measurements. Dynamic Light 

Scattering (DLS) measurements on the nanocapsules showed a monomodal 

peak at 200 nm (polydispersity = 0.10). The zeta potential was -10 mV (by 

using non-ionic surfactant). The NC system was stable for at least 4 months 

around 4 oC and 28 oC . Cytotoxicity and phototoxicity assays were performed 

in keratinocytes (HaCat) and fibroblasts (BALB/c 3T3), showing that the NC are 

cytotoxic only at high concentrations.  Differential scanning calorimetry (DSC) 

showed a decrease in the fusion temperatures of the nanostructures in 

comparison to mixed raw materials.  BZ3 incorporation did not change thermal 

events, and also larger fusion peak of RP was observed by incorporating 

liposoluble surfactant Span 60. In addition, TEM images suggested that the PLA 

nanocapsules display some elastic characteristic.  For a better investigation, 

permeation through 50 nm pores of two crossed membranes at transepidermal 

pressure were evaluated and  showed that NC are able to cross the 

membranes when PEG-8L is used, which is a surfactant commonly used in 

order to increase the pore wettability in assays with elastic liposomes. The PLA 

were additionally functionalized with Nile blue dye (NB) by a covalent bond 

formation. This PLA-NB labeled material was used in the nanostructures 
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preparations before permeation studies by Franz diffusion cells. Both 

fluorescence from the RP and functionalized polymer, were found in the same 

depth in the skin, showing that the nanocarrier is able to permeate the skin, 

instead of a release of the active. The quantification by HPLC showed that after 

24 h permeation studies the RP is found in the receptor chamber. Overall, 

these novel and versatile polymeric NC show a huge potential for 

pharmaceutical applications due to their excellent permeation through the skin 

which makes this system particularly attractive for drug delivery applications, 

such as in transcutaneous applications. 
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I INTRODUÇÃO 

I.1 Preliminares: Sistemas Nanoestruturados no 

Carreamento de Bioativos  

Nanopartículas tem se destacado muito nos últimos anos como 

carreadoras de fármacos, sendo conhecidas comumente como drug delivery 

systems. Além do bioativo, o nanocarreador é reconhecido atualmente como 

crucial para se obter a resposta farmacológica desejada. De fato, a 

administração de muitos medicamentos é fortemente limitada devido ao perfil 

biofarmacêutico, tais como permeabilidade inadequada ou degradação no 

compartimento biológico de ação.  Nesse contexto, os nanocarreadores podem 

viabilizar o uso de diversos medicamentos, tendo em vista que atuam na 

redução de degradação e toxicidade de drogas; liberação sustentada; aumento 

da eficácia do medicamento, diminuindo as quantidades terapêuticas 

necessárias; além da possibilidade de passagem por barreiras biológicas 

(GREEF e COUVREUR, 2006; COUVREUR e VAUTHIER, 2006; PANYAN e 

LABHASETWAR, 2003; ALONSO, 2003; SOPPIMATH e col. 2001). No contexto 

de permeação cutânea, os nanocarreadores têm se destacado pela 

possibilidade de modulação da permeação e distribuição do bioativo 

(GUTERRES e col. 2007; HOET e col., 2004). 

Na tecnologia farmacêutica, as nanopartículas são definidas como 

sistemas coloidais submicrométricos, geralmente na faixa de 10 a 1000 nm 

(SOPPIMATH e col., 2001). Entretanto, segundo alguns autores, 
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micropartículas menores que 10 µm freqüentemente podem ser incluídas na 

categoria de partículas ‘nanométricas’ pela passagem de barreiras celulares 

por endocitose ou fagocitose em leucócitos, monócitos, macrófagos e outras 

células (ANDERSON e SHIVE, 1997). 

A nanotecnologia farmacêutica teve início em 1968 com os lipossomas 

como carreador de fármacos hidro ou lipofílicos (SESSA e WEISSMAN, 1968). 

No final dos anos 70, surgiram as nanopartículas poliméricas carreadoras de 

fármacos lipofílicos (COUVREUR e col., 1979) e na década de 1990, as 

nanopartículas lipídicas sólidas, SLN (SCHWARZ e col., 1994). As SLN, no 

entanto, apresentaram limitações quanto à expulsão prematura da droga. Este 

problema foi resolvido através do uso de uma mistura de lipídios, incluindo 

lipídios líquidos no sistema, sendo que este sistema foi denominado 

carreadores lipídicos nanoestruturados, NLC (MÜLLER e col. 2002). Quando 

comparadas aos lipossomas, as nanopartículas poliméricas apresentam maior 

estabilidade em fluidos biológicos e no armazenamento, além de sua 

preparação apresentar maior facilidade de produção em larga escala 

(QUINTANAR-GUERRERO, 1998; TEI�EIRA e col., 2008).  

Nas nanopartículas poliméricas, o bioativo pode ficar encapsulado em 

um núcleo oleoso ou aquoso (nanocápsulas, NC); disperso na matriz 

(nanoesferas, NS); além de poder estar adsorvido ou ligado quimicamente na 

superfície de nanopartículas (SCHAFFAZICK, e col., 2003; GUTERRES E COL., 

2007; VAUTHIER E BOUCHEMAL, 2009).  A Figura I.1 descreve as principais 

estruturas (NS e NC). 

 

(a) (b)
núcleo oleoso (ou aquoso) 

parede polimérica

matriz polimérica 

(a) (b)
núcleo oleoso (ou aquoso) 

parede polimérica

matriz polimérica 

 

Figura I.1: Representação simplificada de um sistema de (a) nanoesferas e (b) 

nanocápsulas poliméricas. 
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Nesta introdução, informações sobre os nanocosméticos com foco no 

setor econômico brasileiro e nos produtos de cuidado para a pele serão 

fornecidas. A seguir, aspectos relacionados à anatomia e fisiologia da pele, 

objeto de interesse neste trabalho, serão descritos. As principais rotas de 

permeação em pele serão apresentadas e contextualizadas quanto ao emprego 

de nanopartículas. Alguns conceitos importantes em química coloidal serão 

descritos. Finalmente, a técnica de preparação de partículas empregada e as 

principais características dos bioativos de interesse serão apresentadas. 

As fórmulas estruturais dos compostos de interesse deste trabalho, bem 

como das moléculas mencionadas no decorrer do texto são apresentadas no 

Anexo. 

 

I.2 Nanocosméticos 

As publicações de micro e nanopartículas em uso cosmético são 

relacionados a: i) proteção de ativos quanto à degradação, bem como 

liberação controlada, por exemplo, microcápsulas de vitamina A encapsuladas 

em microesferas poliméricas de poli(metil-metacrilato)-co-polietilenoimina 

(LEE e col, 2004) e nanocápsulas de polímeros e co-polímeros de poliuretano 

como carregadores de α-tocoferol (vitamina E) (BOCHEMAL e col, 2004); ii) 

liberação controlada de ativos que são irritantes em altas concentrações 

(MÜLLER-GOYMANN, 2004); iii) prolongamento do tempo de residência de 

protetores solares na camada córnea como microesferas de TiO2/poli(metil-

metacrilato) (KIM e col., 2002). 

Com relação à literatura de patentes, observam-se aplicações mais 

amplas, como exemplos: micropartículas inorgânicas recobertas com 

nanopartículas fractais para disfarce de rugas em produtos cosméticos 

(BRAHNS e col., 2009); nanopartículas e íons de prata em formulações de 

xampus, hidratantes etc. como bactericidas (NAKAJIMA e OGAWA, 2008); 

polímeros para encapsulamento de ativos cosméticos (ALONSO e col., 2005); 

nanopartículas de óxido de silício porosos com o ativo incorporado 
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(DUMOSSEAU� e GOTO., 2005); partículas lipídicas sólidas na incorporação de 

aromas e perfumes para liberação controlada em produtos cosméticos, 

fármacos ou alimentos (DAHMS e col., 2005); nanopartículas de prata e ouro 

como “corantes” em formulações cosméticas, por exemplo, em batons (JUNG e 

col., 2007); nanopartículas metálicas para aumento do ‘brilho’ em cabelo e 

maquiagens (GIROUD, 2005); incorporação nanopartículas de óxido de zinco 

em cosméticos para controle do bronzeamento (VERMA e col., 2005). 

A pesquisa empregando as palavras-chave cosmetic and nanoparticles 

resulta em apenas 62 artigos na Web of Science (1945-agosto/2009) enquanto 

que na busca por patentes (Derwent Innovation Index - 1966-agosto/2009) 

observam-se 408 patentes depositadas. Isso mostra que a maior parte do 

conhecimento de nanotecnologia em cosméticos está protegida na literatura de 

patentes, o que é devido à elevada competitividade, acompanhada por 

crescimento econômico e inovação tecnológica neste setor.  

O setor de cosméticos tem apresentado uma trajetória de vendas 

ascendente nos últimos anos, independente de turbulências econômicas como 

o desaquecimento das maiores economias e intensificação de barreiras não–

tarifárias. No caso brasileiro, há uma infinidade de pequenas e médias 

empresas convivendo com empresas de atuação mundial em equilíbrio, pois 

cada uma atua em mercados específicos e utilizam estratégias diferenciadas. 

Nos últimos 13 anos, a indústria brasileira de higiene pessoal, cosméticos e 

perfumaria passou de um faturamento líquido de imposto sobre vendas de R$ 

4,9 bilhões em 1996 para R$ 21,7 bilhões em 2008. Em relação ao mercado 

mundial de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos, conforme dados do 

Euromonitor de 2008, o Brasil ocupa a terceira posição (ABIHPEC, 2009). 

Dentre os obstáculos, frente ao desenvolvimento, enfrentados pelo setor 

de cosméticos destaca-se a escassez de mão-de-obra qualificada, tendo em 

vista que há poucas instituições na formação de trabalhadores especializados. 

A formação dos profissionais da área se faz principalmente através de cursos 

de qualificação e treinamentos oferecidos pelas empresas. As empresas 

nacionais que realizam atividades no sentido de aperfeiçoar seus profissionais, 

no entanto, são poucas e investem volumes reduzidos quando comparadas às 
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multinacionais, segundo informações fornecidas pelo presidente da Associação 

Brasileira de Cosmetologia (ABC). Um outro obstáculo é a necessidade de 

importação da maioria dos insumos, o que acaba por afetar negativamente a 

balança comercial brasileira e deixa de gerar uma considerável demanda para 

os fornecedores nacionais que compõem a cadeia produtiva, assim como, um 

significativo volume de emprego no mercado doméstico. A maioria das 

empresas produtoras de bens intermediários importa grande parte de seus 

insumos. Dessa forma, observa-se que há muitos segmentos a serem 

explorados ao longo da cadeia produtiva do setor, que vai desde atividades 

extrativistas até atividades de desenvolvimento de novos produtos e processos 

de produção (ABIHPEC, 2009). 

Um fator que não foi observado nas referências consultadas, mas que 

julgamos ser de extrema relevância como justificativa para o crescimento 

econômico do setor de cosméticos é que os produtos cosméticos, no geral, são 

disponibilizados comercialmente com seu valor agregado relacionado a 

conceitos. “Mulheres e homens investem suas economias, sem o menor peso 

na consciência em todo tipo de promessa de cremes antirrugas” (REVISTA 

ÉPOCA, 2005). Muitos dos ativos que vêm sendo utilizados não têm sua ação 

comprovada em estudos acadêmicos (REVISTA VEJA, 2005), mas no geral, os 

produtos para cuidado da pele se diferenciam de diversas outras categorias de 

cosméticos devido à natureza funcional de suas formulações, ou seja, por 

possuírem, em princípio, efeitos farmacológicos consideráveis (WILLIAMS e 

SCHMITT, 1996). Apesar da evidência científica de que muitos dos ativos 

empregados têm possibilidade in vitro de atuar beneficamente sobre a pele, os 

efeitos das formulações somente ocorrem se os ingredientes ativos alcançarem 

os sítios alvos em concentração e tempo adequados (CHIU e KIMBALL, 2003). 

Para atingir estas finalidades, nos últimos anos vêm ocorrendo aumento no 

emprego de micro e nanopartículas como veículos de ativos.  

Apesar de já existirem ‘nanocremes’ disponíveis comercialmente, ainda 

não se conhece os efeitos e a eficácia em longo prazo, além do mecanismo de 

penetração das nanopartículas na pele não ser totalmente elucidado. 
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Uma das estratégias atuais do governo brasileiro na área cosmética foi a 

criação da Rede de Nanocosméticos (CNPq / MCT) em 2006, coordenado pela 

profa. Sílvia S. Guterres, da qual o Laboratório de Química Biológica é 

integrante.  

 

I.3 Pele 

I.3.1 Anatomia e Fisiologia da Pele 

A pele forma uma barreira de proteção contra o ambiente externo, 

auxilia na regulação da temperatura e balanço fluido, protegendo contra 

microorganismos e produtos químicos, além de oferecer alguma proteção 

contra a radiação solar (ABURJAI e NATSHET, 2003). A pele é estruturada em 

três partes: a epiderme, a derme (córion) e a hipoderme (camada subcutânea 

ou panículo adiposo), conforme é apresentado na Figura I.2. A espessura varia 

entre 1,4 mm e 4,0 mm dependentemente da parte do corpo. 

  
 

Figura I.2: Esquema representativo da pele humana (adaptado de Encarta, 2005). 

  

Gordura 
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Glândula Sudorípara 
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Fibra Nervosa  

Glândula Sebácea 

Duto Sudoríparo 

Epiderme 

Derme 

Poro 
Haste Pilosa 
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A epiderme é constituída de células epiteliais dispostas em camadas, as 

quais recebem, a partir da camada mais interna em direção à superfície, o 

nome de germinativa ou basal, malpighiana ou corpo mucoso, granulosa e 

córnea. As células epidérmicas (queratinócitos) têm origem na camada basal e 

sofrem modificações graduais na forma e composição química em direção à 

superfície até se tornarem anucleadas na camada córnea. Na camada basal, 

também são encontradas células de Langerhans e melanócitos, as quais 

apresentam funções de defesa e de produção de pigmento melânico, 

respectivamente. As células da camada basal unem-se entre si e com a 

camada malpighiana por tonifibrilas intercelulares. A camada malpighiana ou 

camada de células espinhosas tem como principal característica pontes 

intercelulares ou desmossomos, finos e numerosos, com uma dilatação 

interna, os quais garantem a coesão entre células adjacentes. Nesta região, 

também é formado o lipídeo intercelular que é expelido em direção às células 

da superfície, as quais podem ser imaginadas como ‘tijolos’, tendo o lipídio 

epidermal com uma função de ‘cimento’, auxiliando na união entre as células. 

A camada granulosa é caracterizada por células em formato granular anterior à 

camada córnea. A camada córnea ou horny layer está em contato direto com o 

meio ambiente, sendo constituída por células anucleadas e desidratadas, as 

quais não são simplesmente uma coleção de células mortas, mas um 

organismo complexo que faz parte do sistema homeostático, tendo função e 

organização bem definidas. Tal camada possui ainda uma substância 

gordurosa, de consistência comparada à cera de abelha. A camada córnea é a 

mais espessa da epiderme e a ela é creditada a resistência e impermeabilidade 

da pele.  

A derme é formada de estroma conjuntivo, no qual se encontram vasos 

sangüíneos e linfáticos, nervos e suas terminações, glândulas sebáceas e 

sudoríparas, e elementos celulares. O tecido conjuntivo, produzido nos 

fibroblastos, é constituído quase totalmente de fibras colágenas, elásticas e 

reticulares. Tais fibras formam uma estrutura entrelaçada que fornece suporte, 

flexibilidade e elasticidade à pele. Os fibroblastos são o tipo de célula mais 

numerosos na derme, onde também são encontradas células endoteliais. A 
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derme pode ser dividida em duas zonas distintas: a derme papilar, porção 

superior, apresentando saliências cônicas que se encaixam em depressões da 

epiderme, e a derme subpapilar que se estende até a hipoderme. Os feixes 

colágenos são mais delicados na derme papilar, dispõem-se de modo irregular 

sem entrelaçamento, enquanto que na derme subpapilar os mesmos 

apresentam-se mais grosseiros, dispondo-se entrecruzados paralelamente à 

superfície cutânea. Entre os feixes colágenos há células fusiformes 

(fibroblastos) e raros linfócitos ou células arredondadas. Nos fibroblastos 

também se origina a substância fundamental, na qual os principais 

constituintes são mucopolissacarídeos ácidos, especialmente ácido hilaurônico, 

sulfato de condroitina e sulfato de dermatan. Outros componentes da 

substância fundamental são mucopolissacarídeos neutros, proteínas e 

eletrólitos. Além das células de fibroblastos, são encontrados os histidiócitos, 

originados na medula óssea, tendo a função de ‘varredores’ de hemosiderina, 

melatonina, lipídeos e fragmentos. Na derme são encontrados artérias, 

capilares, vasos linfáticos e veias. O propósito deste sistema não é somente de 

nutrição, pois auxilia no controle de temperatura. Os nervos cutâneos 

acompanham os vasos sangüíneos alcançando a hipoderme, derme e epiderme 

(camada malpighiana). Todas as estruturas contidas na pele recebem fibras 

nervosas, com exceção das glândulas sebáceas, que apresentam dependência 

de estímulo endócrino. 

Os pêlos estão contidos nos folículos pilossebáceos, que resultam da 

invaginação da epiderme. Compõem-se de três camadas concêntricas: medula, 

córtex e epidermícula. As glândulas sebáceas, em geral, têm suas terminações 

nos folículos pilosos. As glândulas sebáceas formam e excretam sebo que 

consiste em uma blenda de materiais lipídicos única do corpo. A camada de 

sebo na pele tem a função de impermeabilização, protegendo a camada 

córnea. 

As glândulas sudoríparas colaboram na regulação térmica, e podem ser 

observadas em toda a superfície cutânea em forma de poros. A glândula 

sudorípara compõe-se de um novelo excretor, glomérulo, localizado na derme 

profunda ou hipoderme, do qual sai o conduto excretor que se dirige 
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perpendicularmente em direção à epiderme em um trajeto descrevendo 

espiras. 

A hipoderme (tecido celular subcutâneo ou panículo adiposo) é 

constituída de células adiposas entre feixes conjuntivos de fibras elásticas, 

tendo a função de proteção contra traumatismo dos vasos e nervos que devem 

alcançar a derme, além das funções de isolante térmico e reservatório de 

energia (BECHELLI e CURBAN, 1975; MOSCHELLA e col., 1975). 

 

I.3.2 Rotas de Absorção Percutânea e Nanopartículas 

A pele humana é uma barreira efetiva e seletiva a produtos químicos, 

onde a epiderme, especificamente a camada córnea é o maior elemento de 

controle. Três caminhos possíveis como rotas de penetração podem ser 

definidas: através do folículo pilossebáceo, via ductos sudoríparos ou através 

da camada córnea. Alguns autores consideram que os folículos pilossebáceos e 

as glândulas sudoríparas possuem um papel secundário quanto à rota de 

penetração, pois somente por um curto período logo após a aplicação a 

absorção através dos anexos é mais efetiva do que a absorção através da 

camada córnea. A absorção através dos anexos ocorre por difusão e envolve, 

primariamente, substâncias solúveis em água. A maior parte da absorção 

percutânea ocorre através da camada córnea, a qual possui uma área 

superficial expressivamente maior do que a dos folículos pilossebáceos e os 

ductos sudoríparos.  

Um gradiente de concentração é provavelmente a força motora 

responsável pela absorção percutânea através da camada córnea. Além disso, 

o mecanismo transcorneal pode ser diretamente através das paredes celulares 

da camada córnea ou via rota intercelular. A maioria das moléculas atravessa a 

camada córnea pela rota intercelular, de maneira que muitas técnicas de 

aumento na penetração visam desorganizar ou estabelecer passagem na 

elegante arquitetura molecular da camada córnea, a qual consiste em ‘tijolos’ 

(os queratinócitos) e ‘cimento’ (os lipídios) que formam ‘paredes’. A hidratação 

da camada córnea aumenta sua permeabilidade, possivelmente pela expansão 
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de canais que são preenchidos com água. Estes canais não podem ser 

considerados como poros verdadeiros, mas podem simplesmente representar 

filamentos protéicos que atuam como caminho para compostos polares. Os 

lipídios da camada córnea provêem uma rota para moléculas apolares. 

Substâncias lipossolúveis, no entanto, que não danificam a camada córnea, 

são absorvidas em uma menor extensão através dos folículos pilossebáceos 

(MOSCHELLA e col., 1975, HOET e col., 2004). 

Uma das maneiras de aumentar a absorção percutânea consiste no 

emprego de nanopartículas. As técnicas clássicas experimentais empregadas 

para avaliar o mecanismo de interação das partículas com a pele incluem 

experimentos de difusão e visualização, empregando microscopia eletrônica, 

microscopia óptica e fluoromicrografia. Uma desvantagem destas técnicas 

consiste na necessidade de congelamento dos tecidos, o que pode alterar a 

organização dos lipídeos na pele ou pode resultar em uma redistribuição da 

droga. Atualmente, diversos trabalhos têm relatado a utilização da microscopia 

de varredura a laser confocal (CLSM), cuja principal vantagem consiste na 

possibilidade de seccionamento óptico do tecido, permitindo a visualização da 

distribuição da sonda fluorescente em função da penetração no tecido 

(ALVAREZ-ROMÁN e col., 2004a; ALVAREZ-ROMÁN e col., 2004b).  

As características físico-químicas das partículas como tamanho, carga 

superficial e hidrofobicidade influenciam na deposição e penetração no tecido 

biológico. Os principais tipos de materiais empregados na obtenção de 

partículas são: nanopartículas inorgânicas como TiO2, lipossomas, 

nanopartículas lipídicas sólidas e nanopartículas poliméricas (HOET e col., 

2004). 

Às partículas de TiO2, empregadas na proteção solar, na faixa de 

tamanhos de partículas próximo a 15 nm, foram atribuídas penetração na pele 

e interação com o sistema imunológico (MENZEL e col., 2004). Em tal trabalho, 

os autores sugerem que o TiO2 atravessa a pele através das camadas 

bilipídicas da camada córnea, rota intercelular, além de possivelmente serem 

fagocitadas pelas células de Langerhans. Em outros trabalhos, o emprego de 

partículas de TiO2 na faixa de 3 a 8 µm evidenciou somente uma limitada 
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absorção na pele através do folículo pilossebáceo (LADEMANN e col., 1999; 

LADEMANN e col., 2001).  

Em trabalho de LARESEA e col. (2009), nanopartículas de prata menores 

do que 25 nm foram utilizadas em estudo de permeação cutânea por célula de 

difusão de Franz, utilizando pele integra e danificada. Após 24 h de 

permeação, a quantificação na célula receptora indicou que as nanopartículas 

permearam ate a célula receptora, sendo que na pele danificada, apresentou a 

maior permeação. Nanopartículas de ferro menores do que 10 nm também 

foram relatadas apresentando permeação através de folículos e camada córnea 

alcançando ocasionalmente a epiderme viável (BAROLI e col. 2007). Partículas 

de ouro de 15, 102 e 198 nm apresentaram permeação em pele de ratos em 

camadas da epiderme e derme, sendo que as partículas menores alcançaram 

camadas mais profundas da derme (SONAVANEA e col. 2008). 

HOET e col. (2004) sugeriram que no caso de lipossomas, os 

micrométricos não atingem toda epiderme enquanto que aqueles com diâmetro 

médio de 272 nm podem alcançar a epiderme e uma pequena parte da derme. 

Os lipossomas na ordem de 116 e 71 nm podem ser encontrados em alta 

concentração na derme. Além disso, vesículas lipossômicas carregadas 

negativamente apresentam maior penetração do que as carregadas 

positivamente (REDZINIAK, 2003). 

Partículas de Emzaloid, um tipo de partícula submicrométrica como 

lipossomas e vesículas surfactantes não-iônicas (niossomas), com diâmetro de 

50 nm a 1 µm, foram detectadas na epiderme em associação com membranas 

celulares após a aplicação em pele humana. Os autores sugeriram que as 

nanopartículas podem penetrar no espaço intracelular, e agir em certas regiões 

na camada córnea, sendo capazes de se acumularem e reformarem em 

microesferas. Em um experimento subseqüente, foi observado que o uso de tal 

formulação permitia a penetração de esferas no núcleo de células de 

melanoma (JAMES e col., 1999). 

No caso de nanopartículas lipídicas sólidas como carreadores de 

podofilotoxina, partículas com diâmetro médio de 73 nm e potencial zeta –48 

mV apresentaram dois caminhos de penetração cutânea: através da camada 
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córnea e via folículos pilossebáceos (CHEN e col., 2006). Em um estudo 

comparativo entre SLN e estruturas dendrídicas core-multishell (CMS), o 

corante hidrofílico rodamina B apresentou maior permeação quando 

encapsulado na CMS. Além disso, o uso de diferentes tamanhos de partículas 

(50 e 200 nm) não causou variação significativa na permeação, mostrando 

que, nesse caso, a permeação do corante é dependente apenas do tipo de 

nanoestrutura empregada (KÜCHLER e col., 2009). 

A penetração de nanopartículas de poli(D,L-lactídeo-co-glicolídeo) 

(PLGA) contendo rodamina, de 1 a 10 µm, foram estudas pela aplicação em 

pele suína. A localização do corante foi dependente da profundidade, sendo 

que até 120 µm (epiderme) foi observada a maior concentração, em 400 µm 

(derme) apenas alguns pontos ainda puderam ser visualizadas por CLSM (DE 

JALON e col., 2001). 

O encapsulamento de moléculas lipofílicas (como modelo vermelho do 

Nilo) em nanopartículas do polímero biodegradável poli-(ε-caprolactona) (PCL) 

aumentou significativamente a penetração da molécula através da camada 

córnea, visualizada também por CLSM (ALVAREZ-ROMÁN e col., 2007c). Os 

mesmos autores utilizaram nanopartículas fluorescentes de poliestireno com 

diâmetros de 20 e 200 nm para investigação da forma de permeação 

(ALVAREZ-ROMÁN e col., 2004a). As imagens de superfície revelaram que as 

partículas de poliestireno, principalmente as de menores tamanhos, 

acumulam-se preferencialmente na região folicular, sendo que esta distribuição 

no folículo aumenta com o tempo. No entanto, a distribuição das 

nanopartículas com relação à camada córnea limitou-se à superfície. Devido a 

esse trabalho, os autores sugeriram que no trabalho anterior, de liberação de 

partículas lipofílicas por PCL, o mecanismo mais provável foi uma maior 

eficiência na liberação da droga na camada córnea e não a maior penetração 

da nanopartículas como anteriormente sugerido (ALVAREZ-ROMÁN e col., 

2004c). Partículas de PLGA aumentaram a permeação de ácido flufenâmico. 

Entretanto, somente a droga apresentou maior permeação, sendo que as 

partículas ficaram retidas na camada mais externa da pele. Além disso, o pH 

influenciou no gradiente de concentração desta droga a partir das camadas 
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mais externas (camada córnea) em direção a derme (LUENGO e col., 2006). 

WU e col. (2009) verificaram que em partículas de PCL, a liberação em pele do 

corante vermelho do Nilo ocorre em maior profundidade na pele conforme o 

tamanho das partículas aumenta. Os autores sugeriram que as partículas 

maiores apresentam maior área de contato com a pele, propiciando maior 

coeficiente de difusão do ativo encapsulado. 

Partículas de minoxidil em copolímero poli-(ε-caprolactona)-bloco-

poli(etilenoglicol) de tamanhos de 40 e 130 nm foram aplicadas em pele de 

cobaias e de cobaias sem pêlos, em celas de difusão de Franz. As partículas de 

40 nm tiveram uma maior permeação do que as de 130 nm somente na 

linhagem de cobaias com pêlos, indicando que o mecanismo de permeação 

cutânea neste caso é, provavelmente, folicular (SHIM e col., 2004). 

GU e ROY (2004) sugeriram o emprego de partículas de PLGA em 

formulações de vacinas tópicas, sendo que a penetração percutânea aumenta 

com a diminuição do tamanho de partículas, podendo-se direcionar os 

antígenos atenuados em nanopartículas para células de Langerhans presentes 

na epiderme. 

A carga das nanopartículas também apresenta um papel importante na 

penetração percutânea, porém o mecanismo pelo qual isto ocorre ainda não é 

comprovado. Um estudo de permeação de nanopartículas através da pele 

mostrou que dentre partículas de látex na faixa de 50, 100, 200 e 500 nm 

carregadas positivamente, negativamente e neutras, apenas as partículas 

negativamente carregadas de 50 e 500 nm permearam na pele (KOHLI e 

ALPAR, 2004). Os autores sugerem que esta permeabilidade de partículas 

negativas é devida à força repulsiva entre os lipídios aniônicos na pele e as 

partículas com carga negativa. Tais forças podem resultar na formação de 

canais temporários na pele permitindo a permeação das nanopartículas. Com 

base nisso, propôs-se que deve existir uma carga limiar que deve ser 

alcançada para permitir repulsão adequada dos lipídios da pele para permitir a 

permeação das partículas, que nesse caso ocorreu somente com tamanhos de 

partículas de 50 e 500 nm. Este favorecimento à permeação por nanopartículas 

carregadas negativamente também foi observado por CUI e MUMPER (2002), 
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os quais verificaram que quitosanas carregadas negativamente foram capazes 

de provocar uma resposta imune na proliferação de citocinas maiores do que 

partículas carregadas positivamente quando aplicadas na pele. No caso de 

vesículas de surfactantes encapsulando ampicilina, observou-se uma maior 

atividade antimicrobiana da droga aplicada topicamente na ordem: vesículas 

negativas > vesículas positivas e neutras > droga livre. Neste caso, uma vez 

que a eficiência de encapsulamento foi similar para as formulações estudadas, 

as vesículas carregadas negativamente apresentaram permeação através de 

membranas lipofílicas em pele de porco maior do que utilizando as demais 

formulações (CARAFA e col., 2004).  

O estudo comparativo de nanoesferas (NS), nanocápsulas (NC), e 

nanoemulsões (NE) no encapsulamento de nimesulida como fármaco modelo, 

mostrou que o polímero PCL apresentou maior afinidade pela camada córnea, 

uma vez que os resultados indicaram maior quantidade de nimesulida retida na 

camada córnea para as NS e NC do que para a NE. A penetração do fármaco, 

no entanto, foi maior no sistema empregando NC (ALVES e col., 2007). 

STRACKE e col. (2008) utilizaram a técnica de microscopia multifóton 

para investigação do carreador (PLGA-fluoresceína) e de um modelo de droga 

encapsulada (Texas red), partículas de 290 nm, em pele humana. Os 

resultados indicaram que ocorre uma liberação do Texas red já nos tempos 

iniciais permeando uniformemente na pele, sendo que as partículas 

permanecem na superfície. Em trabalho empregando cápsulas de látex com 

diferentes espessuras de parede polimérica e diâmetros entre 320 e 460 nm, o 

corante encapsulado (vermelho do Nilo) não apresentou permeação, mas 

apenas uma acumulação nos folículos pilosos (YOW e col., 2009). 

Outros nanocarreadores, no entanto, como os lipossomas elásticos, são 

conhecidos por permearem a pele uniformemente permitindo uma aplicação 

transdérmica (TROTTA e col., 2002; BOUWSTRA e HONEYWELL-NGUYEN, 

2002; CEVC e BLUME, 1992). Recentemente, polimerossomas (vesículas de 

copolímero em bloco policaprolactona-polietilenoglicol-policaprolactona) foram 

relatadas para aumento de permeação cutânea, devido à capacidade de 
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deformação das partículas observadas por TEM, possibilitando a passagem do 

carreador através de poros da pele (RASTOGI e col. 2009).  

Cabe destacar que as nanopartículas nem sempre são empregadas para 

aumento de permeação cutânea, mas em alguns casos, são utilizadas para 

diminuir a permeação e absorção sistêmica de alguns ativos. Para aumentar o 

tempo de residência da benzofenona-3 na camada córnea, LUPPI e col. (2004) 

sugeriram o uso de nanopartículas do álcool polivinílico ligado a ácidos graxos 

com diferentes graus de substituição no encapsulamento da benzofenona-3, 

sendo que a distribuição e permeação do ativo foram dependentes do sistema 

empregado. JIMÉNEZ e col. (2004a) empregaram NE e NC no encapsulamento 

de metoxinamato de octila (OMC) e verificaram que ocorre uma diminuição 

significativa da permeação utilizando as NC. 

Os mecanismos de penetração de nanopartículas na literatura ainda não 

são totalmente elucidados. Em alguns casos, como o de partículas inorgânicas, 

a permeação de partículas geralmente é dependente do tamanho, sendo que 

quanto menor o tamanho maior é a penetração na pele. Tal afirmação, no 

entanto, deve ser vista com cautela, uma vez que outros fatores, além de 

tamanho, como características de superfície são cruciais no mecanismo de 

permeação de partículas. No caso das partículas poliméricas, em sua maioria, 

possivelmente, apresentam apenas uma limitada permeação folicular, sendo 

que o principal mecanismo seria através da formação de um filme uniforme na 

superfície diminuindo a perda de água transepidérmica (efeito oclusivo) e 

favorecendo a liberação uniforme da droga por difusão. 

 

I.4 Química Coloidal 

I.4.1 Considerações Gerais 

As evidências do emprego de colóides datam de tempos anteriores às 

primeiras escritas da civilização, sendo que as primeiras pinturas em cavernas 

em Lascaux (França) na idade da pedra e os primeiros relatos dos faraós já 

utilizavam pigmentos com partículas coloidais. Na metade do século �I�, 
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Francesco Selmi descreveu os primeiros exemplos de partículas coloidais. A 

propriedade comum relatada por ele foi a de pseudosolução clara ou levemente 

turva de cloreto de prata, enxofre ou azul da Prússia. No final do século �I�, 

Michael Faraday, estudando partículas coloidais de ouro, verificou que o 

sistema era termodinamicamente instável, classificando-o por esta razão como 

liofóbico (“aversão” pelo solvente). No entanto, percebeu que estes sistemas 

poderiam ser estabilizados cineticamente, permanecendo em suspensão por 

muitos anos. O termo colóide (cola, em grego) foi introduzido por Thomas 

Graham ainda no final do século �I� para descrever as pseudosoluções de 

Selmi. Tal escolha foi com base na ênfase na baixa taxa de difusão ou falta de 

cristalinidade do sistema.  A baixa taxa de difusão se caracteriza pelo fato das 

partículas serem suficientemente largas (pelo menos 1 nm). Por outro lado, 

para as partículas não sedimentarem sob ação da gravidade devem ter um 

limite de tamanho de aproximadamente 1 µm. Esta definição é amplamente 

aceita até os dias atuais (EVANS e WENNERSTRÖN, 1994). Dessa forma, 

sistemas coloidais são definidos como “sistemas nos quais um ou mais 

componentes apresentam pelo menos uma das dimensões entre 1 nm e 1 µm” 

(SHAW, 1992).

Um grande número de sistemas é classificado como coloidal, tais como: 

fumaças, aerossóis, dispersões de partículas, soluções e misturas de 

polímeros, espumas etc. 

Uma característica comum dos sistemas coloidais é a grande área 

interfacial em relação ao volume da partícula (como conseqüência da faixa de 

tamanhos nanométrica). Essas interfaces são geralmente regiões de alta 

energia livre e onde muitos fenômenos como adsorção ocorrem, de maneira 

que as propriedades de superfície dominam o comportamento de sistemas 

coloidais.  Desta forma, o estudo de colóides inclui o estudo de superfícies e 

interfaces, sendo importante definir conceitos básicos como te tensão 

superficial ou energia livre de superfície (ADAMSON e GAST 1997). 
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I.4.2 Tensão Superficial  

A tensão superficial, γ, tem origem nas interações intermoleculares, as 

quais diferem no interior em relação à superfície. Na água, por exemplo, as 

moléculas do interior fazem até quatro ligações de hidrogênio. Na interface, no 

entanto, o número de moléculas vizinhas é reduzido e uma forma de se 

compensar a “quebra” dessas ligações de hidrogênio é minimizar a área 

interfacial para a menor possível. Como a esfera é a figura geométrica que 

apresenta menor área para determinada massa, as superfícies dos líquidos 

tendem a esta forma geométrica, através da qual podemos definir outras 

características importantes de química coloidal como, por exemplo, o ângulo 

de contato (HIEMENZ e RAJAGOPALAN, 1997). 

O trabalho requerido, W, para o transporte de moléculas do interior para 

a superfície, ou seja, aumento da área superficial (∆A) pode ser expresso por: 

 

 AW ∆= γ   (I.1) 

 

De maneira que, a tensão superficial ou energia livre de superfície pode 

ser definida como o trabalho necessário para aumentar uma unidade de área 

de uma superfície de maneira isotérmica e reversível, podendo ser expressa 

como energia por área (equação I.1) ou força por comprimento (Equação I.2, 

Figura I.3): 

 

 lF γ=  (I.2) 
 

onde F = força, γ = tensão superficial (interfacial) e l = comprimento. 

 

 

 

Figura I.3: Representação da expansão, dx, de um filme através da força F aplicada 

em um fio metálico de comprimento l. 

F l 

←←←←dx
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Assim, o trabalho reversível dW pode ser descrito como: 

 

 dAldxFdxdW γγ === 2  (I.3) 
 

O trabalho reversível de aumento de área contribui para o aumento da 

energia livre de Gibbs diferencial, dG, podendo ser descrito do ponto de vista 

da termodinâmica como: 

 

 dAdG γ=  (I.4) 
 

onde, 

 

 
TPA

G

,









∂

∂
=γ  (I.5) 

 
Essa expressão deduz a tensão superficial como um aumento da energia 

livre por aumento de unidade de área. 

Como conseqüência da tensão superficial, sempre que há uma interface 

curva, ocorre uma diferença de pressão (∆P) através da interface, a qual é 

dependente apenas da tensão superficial e dos raios de curvatura, R (equação 

de Young-Laplace: 

 

 )/1/1( 21 RRP +=∆ γ  (I.6) 
 

Em esfera: 

 

 
R

P
γ2

=∆  (I.7) 

 

(EVANS e WENNERSTRÖN, 1994; ADAMSON e GAST, 1997). 
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I.4.3 Estabilidade Coloidal 

Os sistemas coloidais liofílicos (afinidade pelo solvente) são considerados 

estáveis termodinamicamente. Esses sistemas se formam espontaneamente 

como é o caso de polímeros solúveis em água e microemulsões. Nas 

microemulsões (gotículas menores do que 100 nm), o aumento na energia 

livre, causado pela tensão superficial (pequena), é compensado pelo aumento 

da entropia do sistema. 

Os sistemas coloidais liofóbicos, no entanto, não são estáveis 

termodinamicamente, sendo que possuem apenas uma estabilidade cinética 

também chamada de estabilidade coloidal. Exemplos desses sistemas são as 

nanoemulsões (entre 100 nm e 1µm) e dispersões de partículas em um meio 

imiscível como metálicas ou poliméricas em fase aquosa. 

Nos sistemas liofóbicos, as partículas menores formam partículas 

maiores espontaneamente ou mesmo separação das fases dependentemente 

do tempo. Os fenômenos que normalmente ocorrem são denominados 

coalescência ou agregação. Na coalescência, ocorre fusão entre partículas 

(diminuindo a área superficial). Na agregação, as partículas se unem 

diminuindo a área superficial apenas em alguns pontos formando agregados 

parecidos com “cachos de uva”, os quais muitas vezes também são chamados 

de coagulação.  

A estabilidade coloidal é geralmente estudada pela teoria DLVO 

(Derjaguin e Landau, Verwey e Overbeek) as quais preconizam que a 

agregação de partículas é dependente apenas das forças atrativas de van der 

Waals e repulsão eletrostática. A repulsão eletrostática é devida à dupla 

camada elétrica formada em sistemas coloidais a partir de cargas na superfície 

ou por íons adsorvidos da solução. 

A energia potencial total (∆GT) através da soma dos potenciais de 

atração (∆GA) e repulsão (∆GR) pode ser descrita por: 
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Onde c0 é a concentração da suspensão, k é a constante de Boltzmann, 

T = temperatura absoluta da dispersão, κ é dependente da concentração de 

íons, H é a distância de separação entre as partículas. No segundo termo 

(atração), AH é a constante de Hamaker, a qual é relacionada com a 

contribuição da energia livre de superfície do líquido da dispersão (MYERS, 

1999; ADAMSON e GAST, 1997). Como conseqüências diretas da teoria DLVO:  

- quanto maior o potencial de superfície das partículas (na dupla camada 

elétrica), maior a repulsão entre as partículas; 

- quanto menor a concentração de eletrólito no meio, maior a distância 

da superfície anterior a diminuição da repulsão; 

- quanto maior a constante de Hamaker (AH), maior a atração entre as 

partículas (HIEMENZ AND RAJAGOPALAN, 1997).  

Uma contribuição adicional da teoria DLVO é que sob certas condições, 

os colóides podem sofrer floculação reversível devido à possibilidade da 

existência de um mínimo primário. A Figura I.4 ilustra a aplicação da teoria 

DLVO. 
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Figura I.4: Ilustração da estabilidade coloidal de um sistema a partir da teoria DLVO 

(adaptado de Myers, 1999). 
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A teoria descrita acima descreve sistemas em que a estabilidade é 

referente à dupla camada elétrica (estabilização por cargas). No entanto, outra 

forma de mecanismo de estabilização é através da adição de um colóide 

liofílico, por exemplo, polímeros, os quais são adsorvidos ou ligados em 

superfície de partículas. Esse tipo de estabilização é denominado estabilização 

estérica ou entrópica. O mecanismo de estabilização estérica consiste no efeito 

do aumento da concentração local das moléculas adsorvidas na superfície com 

a aproximação das partículas de maneira que perdem graus de liberdade pelo 

aumento das interações, além de ocasionarem um efeito osmótico. Dessa 

forma, ocorre diminuição da entropia do sistema, além de uma contribuição 

entalpica devido à dessolvatação (maior empacotamento das moléculas). Para 

restabelecer a entropia do sistema, o solvente age na solvatação, ou seja, 

separação das partículas. A resultante é uma barreira energética que diminui a 

aproximação das partículas, sendo que neste caso, as principais componentes 

no sistema são efeito estérico (osmótico) e a força atrativa de van de Waals 

(MYERS, 1999). 

Dessa forma, para aumentar a estabilidade coloidal, minimiza-se a 

atuação da força de van de Waals pela introdução de moléculas com carga na 

superfície (aumento da repulsão eletrostática), emprego de cadeias poliméricas 

(efeito estérico) ou aumento da camada de hidratação (aumento da distância 

entre as partículas) (DHONT, 1996). 

Os aspectos mencionados nesse capítulo evidenciam que sem dúvida de 

química coloidal é fundamental para o entendimento das nanopartículas 

poliméricas na maioria dos aspectos (obtenção, estrutura, estabilidade e 

propriedades). A química coloidal é hoje um tópico essencial para um 

entendimento básico da nanotecnologia. 
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I.5 Nanopartículas Poliméricas: Características e 

Obtenção 

Os métodos de preparação dos sistemas de nanopartículas poliméricas, 

geralmente são divididos em duas categorias (COUVREUR e col., 1996; 

SOPPIMATH e col., 2001): i) polimerização de monômeros, ii) a partir de 

macromoléculas ou polímeros pré-formados. 

No primeiro caso, a partir da polimerização de monômeros, o método 

apresenta limitações para uso fisiológico, podendo citar: i) a maioria dos 

monômeros pode levar a uma polimerização micelar em fase aquosa gerando 

polímeros não biodegradáveis ou de degradação lenta; ii) dificuldade na 

purificação das partículas formadas quanto à eliminação de resíduos da 

polimerização, normalmente, com alto grau de toxicidade, como monômeros, 

oligômeros, solvente orgânico, iniciadores de polimerização e tensoativos; iii) 

caso a droga seja introduzida nas nanopartículas durante sua formação, pode 

haver interação entre monômero e droga, de maneira que esta seja 

desativada. 

Devido a essas limitações, os métodos de preparação empregados na 

obtenção das nanopartículas poliméricas como carreadoras de fármacos, 

geralmente pertence à categoria de obtenção a partir de polímeros pré-

formados. 

Os polímeros comumente empregados nessas preparações são 

poliésteres como o poli(lactídeo) (PLA), poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) 

(PHBV), poli(lactídeo-co-glicolídeo) (PLGA) e poli(ε-caprolactona) (PCL), os 

quais apresentam boa histocompatibilidade, biodegradabilidade, e produtos de 

degradação não-tóxicos (QUINTAR-GUERRERO, 1998). No caso, de aplicações 

em cosméticos, além dos polímeros mencionados é comum o emprego dos 

biocompatíveis como a poliacrilamida e o polimetilmetacrilato (PMMA). 

Devido ao aumento da área superficial pela redução dos diâmetros, 

ocorre um aumento da energia livre do sistema o que favorece a coalescência 
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das partículas. Dessa forma, o uso de estabilizantes, tipicamente entre 0,2 e 

2% (w/w), é comumente necessário para aumentar a estabilidade física das 

partículas. (LEGRAND e col., 1999; QUINTAR-GUERRERO e col., 1998). Dentre 

os estabilizantes mais empregados, destaca-se o álcool polivinílico (PVA) que, 

no entanto, tem seu uso restrito pela FDA, não podendo ter aplicação 

intravenosa. Os polaxamers, também conhecidos como Pluronics, são 

amplamente empregados, pois apresentam baixa citotoxicidade. Os 

polissorbatos (Tweens e Spans), permitidos pela FDA, são surfactantes não 

iônicos, encontrando-se nesta classe surfactantes que podem ser solubilizados 

na fase aquosa ou orgânica (QUINTAR-GUERRERO e col., 1998). 

Conforme mencionado no item I.1, as nanopartículas poliméricas podem 

apresentar-se como nanocápsulas (sistema reservatório) ou nanoesferas 

(matriz polimérica). As nanocápsulas apresentam como principal vantagem 

uma maior quantidade de droga incorporada em relação às nanoesferas. O 

núcleo é formado por um óleo solubilizando o ativo geralmente inerte, como o 

Miglyol 810 ou Miglyol 812 (QUINTAR-GUERRERO e col. 1998; GUTERRES e 

col., 2007; SCHAFFAZICK e col., 2003). No entanto, em princípio, outros óleos 

podem ser empregados no núcleo oleoso, desde que o polímero da parede das 

nanocápsulas não seja solúvel no óleo (ALMEIDA e col., 2009). 

Os métodos de preparação de nanopartículas a partir de polímeros pré-

formados podem ser classificados nas categorias: emulsificação/evaporação de 

solvente, emulsificação espontânea/difusão de solvente, nanoprecipitação, 

saulting-out e emulsificação/difusão de solvente. Estas técnicas são similares 

em termos de solução orgânica contendo os componentes das nanopartículas 

como uma fase interna durante a preparação e uma fase aquosa contendo 

estabilizadores que atuam como o meio de dispersão das nanopartículas.  

 

I.5.1 Nanoprecipitação e Deposição Interfacial 

O método de preparação de partículas de interesse neste trabalho, 

nanoprecipitação, foi primeiramente descrito e patenteado por FESSI e col. 

(1987).  Neste processo, polímero, droga e opcionalmente um estabilizante 
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lipossolúvel são solubilizados em um solvente orgânico miscível em água, 

normalmente acetona ou etanol. Esta solução é vertida ou adicionada na fase 

aquosa contendo um estabilizante (por exemplo, PVA ou polaxamer 188) sob 

agitação magnética. As nanopartículas são formadas pela rápida difusão do 

solvente. Conforme o solvente se difunde para a água, carrega algumas 

cadeias poliméricas que ainda permanecem em solução. Na difusão contínua 

do solvente, as cadeias poliméricas se agregam formando as nanopartículas. A 

Figura I.5 esquematiza a obtenção das nanopartículas por esta técnica. 

 

 

Figura I.5: Representação esquemática da obtenção de partículas pela técnica de 

nanoprecipitação.  

 

O mecanismo de formação das nanopartículas por esta técnica tem sido 

sugerido em termos de turbulência interfacial gerada durante a difusão do 

solvente. Uma forte turbulência é observada devido à miscibilidade mútua 

entre os solventes. Gotas de solvente, provavelmente em tamanhos 

nanométricos são produzidas a partir da interface. A energia necessária para 

estes movimentos compulsivos vem da energia livre liberada conforme o 

solvente é redistribuído para seu estado de equilíbrio. O mecanismo molecular 

Fase orgânica: 

polímero + droga 

em solvente polar 

Fase aquosa: 

estabilizante 

em água 
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da turbulência interfacial pode ser explicado pela formação de remoinhos de 

solvente na interface. Cada remoinho pode ser originado durante a formação 

da gota ou de gradientes de temperatura no sistema. Assim, uma vez que o 

processo tem início, movimentos associados com pulsações irregulares prévias 

mudam a pressão da fase orgânica pelo aumento da pressão de superfície ou 

diminuição da tensão interfacial. Desse modo, se as gotas de solvente 

formadas contêm polímeros, os mesmos tenderão a se agregar e formar as 

nanopartículas devido à contínua difusão do solvente e a presença de um não 

solvente (QUINTAR-GUERRERO, 1998).  

Esta técnica permite a obtenção de nanocápsulas, neste caso o termo 

mais apropriado para denominar o método de preparação é: deposição 

interfacial de polímero pré-formado. Quando o solvente difunde-se para o não-

solvente, o polímero, insolúvel tanto no não-solvente quanto no núcleo oleoso, 

é dissolvido na interface desses dois componentes imiscíveis, formando a 

membrana das nanocápsulas. Tal método demonstra a possibilidade do 

polímero em atuar como barreira e estabilizar a emulsão formada pelo material 

no núcleo oleoso. Nestas preparações, os seguintes aspectos devem ser 

considerados: i) o óleo não pode ser solúvel no polímero, ii) deve ser um bom 

solvente para a droga de maneira a prevenir “vazamento” da droga e reduzir 

sua cristalização espontânea durante a preparação (QUINTAR-GUERRERO, 

1998).  

Em suma, as principais variáveis nas preparações por nanoprecipitação 

ou deposição interfacial são: a concentração do polímero na fase orgânica, 

surfactante empregado e parâmetro de solubilidade do solvente orgânico em 

água. Com relação a aspectos de preparação, vários estudos foram realizados 

nos últimos anos. 

Nanocápsulas de PCL contendo o fotoprotetor metoxinamato de octila 

(OMC) foram obtidas variando-se a velocidade de agitação, concentração de 

polímero, tipo de surfactante hidrofílico e volume de fase orgânica. Neste 

estudo, as variáveis significativas foram: o tipo de surfactante hidrofílico e 

volume da fase orgânica, sendo que se mostraram mais eficientes Tween 80 
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em relação ao Pluronic F68 e um maior volume de fase orgânica empregada 

(JIMÉNEZ e col., 2004b). 

Outro estudo na obtenção de nanocápsulas poliméricas no 

encapsulamento de OMC variando a razão óleo:polímero (m/m) evidenciou por 

comparação de densidades, a formação de nanocápsulas preferencialmente na 

razão 2,5:1,0 em relação as razões 1,0:1,0 e 4,0:1,0. Nesta última proporção, 

verificou-se a formação de nanoemulsões em coexistência com as 

nanocápsulas (OLVERA-MARTÍNEZ e col., 2005). 

A organização dos componentes das nanocápsulas ao nível molecular foi 

proposta para o sistema com PCL, triglicerídeo caprico/caprílico (Miglyol ), 

monoestearato de sorbitan (Span 60) e Tween 80 (MÜLLER e col, 2001). As 

curvas de DSC mostraram picos de fusão do polímero com ausência do pico de 

Span 60 e do Tween 80. O pico de fusão do óleo, no entanto, apresentou um 

decréscimo significativo, indicando que o Span 60 é dissolvido na fase oleosa e 

que o polímero provavelmente forma uma parede para este núcleo oleoso. Tal 

modelo foi confirmado por análises de espalhamento de raios � a baixo ângulo 

(SA�S) (CRUZ e col., 2006a,b). 

O uso de uma soda fluorescente sensível a ambientes polares e 

apolares, quimicamente ligada ao polímero, evidenciou que de fato o polímero 

é depositado na interface água/óleo, formando a parede das nanocápsulas, 

além de interagir com as fases aquosa e oleosa em nível molecular. Além 

disso, estudos de estabilidade indicaram que a água aumenta sua interação 

com a parede polimérica em função do tempo (JÄGER e col., 2007). 

Preparações de nanocápsulas de PLA foram investigadas quanto à 

morfologia por microscopia eletrônica de transmissão (TEM), densidade em 

gradiente em Percoll, tamanhos de partícula e potencial zeta. As variáveis 

empregadas foram o tipo de óleo, massa molar polimérica, tipo e concentração 

de surfactantes. O principal aspecto concernente a este trabalho foi que 

dependentemente da preparação, não somente nanocápsulas são obtidas, mas 

também nanoesferas e nanoemulsões, bem como lipossomas (empregando 

lecitina de soja). A quantidade de lipossomas formada foi avaliada através do 
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encapsulamento de uma sonda fluorescente hidrofílica (MOSQUEIRA e col., 

2000). 

Quanto a medidas da espessura da parede polimérica em nanocápsulas, 

as técnicas de FFEM e SANS têm sido sugeridas para obtenção deste tipo de 

informação. Para as nanocápsulas utilizando Mygliol® (núcleo) e poly(D,L-

lactídeo), além de Polaxamer 188, as espessuras de parede polimérica obtidas 

por SANS e FFEM foram 9,8 e 10 nm, respectivamente (RÜBE e col., 2005). 

Este sistema não empregou, no entanto, surfactante lipofílico. 

Nas formulações das nanocápsulas, além de um surfactante hidrofílico, 

emprega-se um surfactante lipofílico. Na verdade, a presença de tensoativos 

não é um fator primordial na formação dos sistemas coloidais por este método, 

uma vez que estes se formam espontaneamente. Eles conferem maior 

estabilidade, prevenindo a agregação com o passar do tempo (estabilidade 

cinética). Estudos mostraram que formulações preparadas com apenas um dos 

tensoativos sedimentaram e formaram agregados não redispersíveis (FESSI e 

col., 1989). O tensoativo lipofílico é importante para a obtenção de partículas 

com distribuição de tamanho estreita. A sedimentação das partículas e a 

passagem da substância ativa para o meio aquoso dispersante são evitadas 

pela presença do tensoativo lipofílico na formulação (GUTERRES e col., 1995). 

 

I.6 Propriedades e Características dos Bioativos 

O composto de interesse, palmitato de retinila, foi escolhido dentre 

ativos com possível atuação como produtos antirrugas, sugerida através de 

dados da literatura. Em associação com o palmitato de retinila, como 

moléculas modelo, empregou-se um outro ativo com potencial antirrugas, a 

baicaleína, e um fotoprotetor, a benzofenona-3.  

Os fatores que comumente causam envelhecimento da pele humana 

são: i) a radiação UV proveniente do sol (fotoenvelhecimento) e ii) mudanças 

nas quais os processos degenerativos excedem aos processos regenerativos. O 

envelhecimento cutâneo é caracterizado por um menor espessamento, 
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enrugamento, rachaduras e sulcos na epiderme, principalmente acentuados 

em linhas de expressão facial. A razão das alterações morfologicamente 

aparentes na superfície da pele é o resultado de mudanças na derme, 

caracterizadas por perdas, especialmente, de fibras de colágeno e elastina, 

ocasionando menor suporte para as camadas epidérmicas e diminuição da 

perfusão circulatória. Verdadeiros compostos antirrugas devem atuar 

diminuindo as perdas dérmicas, ou seja, no balanço 

regenerativo/degenerativo, exemplificado pelo aumento da síntese ou proteção 

de colágeno e elastina (ABURJAI e NATSHET, 2003).  

O palmitato de retinila tem a função de armazenamento de vitamina A 

(retinol), facilitando suas funções e absorção. Os retinóides são essenciais para 

a manutenção da diferenciação epitelial, possuem um papel importante na 

prevenção de carcinogênesis, além de terem propriedade antioxidante. Além 

disso, a vitamina A e seus derivados também regulam e controlam outras 

diversas funções fisiológicas, como visão, crescimento, reprodução e atividade 

anti-tumoral (DRABENT e col., 1997). A radiação UV, proveniente do espectro 

solar, normalmente ocasiona hipovitaminose (SORG e col., 2001). A 

interferência nesta deficiência é um dos conceitos para a prevenção de câncer 

e envelhecimento cutâneo (SAURAT, 2001). O palmitato de retinila vem sendo 

amplamente empregado em formulações cosméticas devido ao fato de ser a 

forma mais estável de ésteres retinílicos de vitamina A (BOEHNLEIN e col., 

1994). Na tentativa de se aumentar a permeação do palmitato de retinila e 

vitamina A em camadas mais profundas da pele, há na literatura trabalhos 

envolvendo a obtenção de palmitato de retinila encapsulado em nanopartículas 

lipídicas sólidas (SLN) (JENNING e col., 2000) em que se avaliou a permeação 

cutânea, dosando por HPLC. Um dos métodos de determinação do palmitato de 

retinila é por fluorescência com comprimentos de onda de excitação entre 320 

e 370 nm com emissão entre 491 e 514 nm (DRABENT e col., 1997). 

A Baicaleína, 5,6,7-triidroxiflavona, juntamente com outros flavonóides 

como baicalina, wogonina e wogonosídeo originalmente obtidos da raiz da 

planta Scutellaria baicalensis, apresenta especialmente atividade de eliminação 

de radicais livres. Estes quatro flavonóides principais da raiz da escutelária 
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(Scutellaria baicalensis) foram examinados em diferentes sistemas, tais como: 

varredura de radical hidroxílico, extinção de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila 

(DPPH), de radical alquílico e danos de célula SH-SY5Y induzidas por H2O2. Os 

testes empregados mostraram que tais flavonóides, especialmente a baicaleína 

e baicalina, podem ser usados para curar danos associados à ação de radicais 

livres (KLEIN e col., 2003). A proteção celular de neuroblastomas humanos 

SH-SY5Y, em relação a espécies reativas de oxigênios como peróxido de 

hidrogênio, hidroperóxido terc-butílico e ânion superóxido, foi mais efetiva pela 

baicaleína do que por baicalina, wogonina, wogonosídeo e quercetina (GAO e 

col., 1999). A atividade celular dos fibroblastos gengivais foi notadamente 

aumentada (40 %) pela baicaleína e, fracamente, pela baicalina e pela 

wogonina. De acordo com a ativação celular, os flavonóides aumentaram a 

síntese tanto de colágeno quanto de proteínas totais em fibroblastos, em 

contraste aos fatores de crescimento que aumentaram somente a síntese de 

proteínas totais (CHUNG e col., 1995). As propriedades antioxidantes do 

extrato de escutelária também podem estar relacionadas, em parte, à sua 

atividade antiinflamatória. De fato, em diferentes modelos experimentais foi 

demonstrado que extratos de escutelária possuem esta atividade (PO e col., 

2002; GAO e col., 1998).  

O outro ativo empregado nesse trabalho, a benzofenona-3 (BZ3), é um 

dos fotoprotetores mais empregados, sendo encontrada em concentrações de 

até 6% em formulações associada ou não a outros fotoprotetores, além de ser 

empregada como estabilizante cosmética (até 0,5%) (PADULA e col., 2008). 

No entanto, a BZ3 apresenta como uma desvantagem, uma alta permeação 

cutânea (forma livre), sendo encontrada no leite materno e na urina após 

aplicação na pele (JANJUA e col., 2008). Alguns trabalhos têm focado a 

diminuição da permeação da BZ3 na pele (LUPPI e col, 2004; SIMEONI e col., 

2006). Por exemplo, um sistema do tipo hospedeiro-convidado foi empregado 

através da complexação da BZ3 em ciclodextrinas, sendo que a 

sulfobutil(éter)-β-ciclodextrina apresentou melhor resultado quanto a 

diminuição da permeação cutânea, além de diminuir a exposição da droga 

diretamente com a pele, reduzindo o efeito tóxico (SIMEONI e col. 2006). Cabe 
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mencionar, que a benzofenona-3 e a baicaleína foram empregadas como 

moléculas modelo no carreamento de demais ativos nas nanocápsulas de 

palmitato de retinila. 
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II  OBJETIVOS 

O objetivo geral deste trabalho consistiu na obtenção de um sistema 

polimérico nanoestruturado carreador de bioativos com relevante interesse 

científico e tecnológico, além uma investigação do mecanismo de penetração 

de nanopartículas na pele.  

 

Os objetivos específicos do trabalho foram: 

 

Escolha do polímero biodegradável e estudo das variáveis no método de 

nanoprecipitação. 

Funcionalização do polímero PLA com a molécula azul do Nilo. 

Preparação de nanocápsulas de palmitato de retinila. 

Caracterização das nanopartículas quanto à morfologia, quantidade total 

encapsulada, distribuição de tamanho de partículas e potencial zeta. 

Avaliação da citotoxicidade e fototoxicidade das nanoestruturas obtidas 

em fibroblastos e queratinócitos. 

Estudo da estabilidade física e química das nanopartículas. 

Obtenção de nanocápsulas de palmitato de retinila no carreamento de 

bioativos (baicaleína e benzofenona-3). 

Avaliação das propriedades térmicas das partículas por DSC. 

Estudo de liberação in vitro. 

Ensaios de extrusão em membranas sintéticas de policarbonato. 

Obtenção e caracterização de formulação semi-sólida. 
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Avaliação da permeação de nanoesferas e nanocápsulas em pele humana 

abdominal, doada de cirurgia plástica, através da técnica de microscopia 

de varredura a laser confocal (CLSM) e dosagem por HPLC. 
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III  PARTE EXPERIMENTAL 

III.1 Reagentes Utilizados 

 

A Tabela III.1 apresenta as procedências dos reagentes utilizados, os 

quais foram empregados sem purificação adicional. As fórmulas estruturais são 

apresentadas no Anexo (destacadas em negrito), juntamente com as 

estruturas químicas dos demais compostos mencionados no decorrer da Tese. 
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Tabela III.1: Procedência dos reagentes utilizados. 
Reagente Procedência Massa Molar 

Palmitato de retinila (palmitato de vitamina A) Sigma 524,89 

Baicaleína Sigma 270,24 

Benzofenona-3 (filtro UV) Delaware 228,24 

Poli(D,L-lactídeo) (PLA) Sigma 75000-120000 

Poli(ε-caprolactona) (PCL) Sigma ~65000 

Tinogard Q (filtro Químico) Ciba - 

Anfotericina B (Fungizona) Sigma 924.08 

Isotiocianato de fluoresceína (FITC) Sigma 389,38 

Tween 80 (monooleato de sorbitan) Oxiteno ~1300 

Pluronic F 68 (Poloxamer 188) Aldrich 8400 

Polioxietilenoglicol 8-lauril (PEG-8L) Lipo Chemicals 552 

Poli(vinil)álcool (PVA) Sigma 30000-70000 

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólico 

(MTT) 

Sigma 414,32 

Cloridrato de 3-amino-7- dimetilamino-2-metilfenazina 

(VN) 

Sigma 288,78 

Acetato de uranila di-hidratado Sigma 424,15 

Azul do Nilo (cloreto) (AN) Sigma 353,85 

N-hidroxisuccinimida (NHS) Sigma 115,10 

Carbopol 940 (polímero de ácido acrílico) BFGoodrish - 

Trietanolamina Sigma 149,19 

Dicicloexilcarbodiimida (DCC) Fluka 206,32 

Span 60 (Monoestearato de sorbitan) Oxiteno 430,62 
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III.2 Metodologia 

III.2.1 Teste de Inchamento e Dissolução dos Polímeros 

Filmes dos polímeros PCL e PLA foram obtidos através da utilização de 

uma prensa hidráulica, durante cerca de 5 minutos a 60 °C. Para cada 

experimento um filme de cerca de 150 mg foi colocado em contato com o óleo 

palmitato de retinila (PR) em quantidade suficiente para cobrir os filmes 

poliméricos, em frascos de vidro âmbar. Os frascos foram fechados e mantidos 

a temperatura ambiente por um total de 24 dias. Após 2, 4, 9, e 24 dias os 

filmes foram afastados do contato com o óleo, e este por sua vez retirado do 

óleo suavemente com um papel absorvente e, posteriormente pesados com a 

finalidade de verificar se houve alguma alteração na massa destes filmes. Após 

a pesagem os filmes foram novamente colocados em contato com o óleo. As 

análises foram realizadas em triplicata (GUTERRES e col., 2000).  

III.2.2 Estudo de Algumas Variáveis de Preparação no Método 

de Nanoprecipitação 

Foi realizado um planejamento fatorial 25-2 para investigação de algumas 

variáveis na obtenção de partículas de PLA pelo método de nanoprecipitação 

(Tabela III.2). 

Tabela III.2: Variáveis empregadas no planejamento 25-2. 

Variáveis Nível (-) Nível (+) 

1 Forma de agitação Magnética moderada Mecânica 300 rpm 

2 Solvente 15 mL de acetona 15 mL de acetona + 10 mL de 

etanol 

3 Massa de polímero 50 mg 100 mg 

4 Tipo de estabilizante Pluronic F68 Poli(vinil)álcool 

5 % surfactante 0,7 2 
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A partir destas variáveis, construiu-se a Tabela de planejamento 25-2 

(Tabela III.3), que deram origem a 8 ensaios realizados (BARROS NETO e col., 

2002). 

 

Tabela III.3: Planejamento Fatorial 25-2 empregado na obtenção de partículas pelo 

método de nanoprecipitação. 

Ensaios Variáveis 
 1 

forma de agitação 

2 

solvente 

3 

massa de polímero 

4 

surfactante 

5 

% surfactante 

1 - - - - + 
2 + - - + - 
3 - + - + - 
4 + + - - + 

5 - - + + + 
6 + - + - - 
7 - + + - - 
8 + + + + + 

  

Cabe mencionar que os ensaios foram feitos em ordem aleatória para se 

minimizar o efeito de erros sistemáticos. Tais ensaios foram realizados, 

adicionando-se a fase orgânica contendo polímero (PLA) e solvente orgânico 

(acetona ou acetona/etanol) em 40 mL de fase aquosa contendo surfactante 

com o auxílio de funil. Após a adição, manteve-se a suspensão sob agitação 

por 5 minutos. Eliminou-se o solvente orgânico em rotaevaparador. A 

suspensão resultante foi centrifugada a 15000 rpm por 40 min, descartando-se 

o sobrenadante e lavando as partículas com 10 mL de água deionizada. As 

partículas foram novamente centrifugadas o excesso de sobrenadante foi 

eliminado, sendo que o pelet formado foi ressuspendido com 10 mL de água 

deionizada, sendo que 5 mL foram, a seguir, liofilizados. 
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III.2.3 Obtenção do Derivativo Polimérico Fluorescente: 

Poli(D,L-Lactídeo)-Azul do Nilo (PLA-AN) 

A funcionalização polimérica foi realizada segundo adaptação da 

metodologia descrita por WEISSEBOECK e col. (2004) que consiste na ligação 

entre o grupo amina do composto fluorescente e o grupo carbonila do 

polímero. Em um balão de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 1 g 

(1,08 10-5 mol) de PLA e 10 mL de acetonitrila. Resfriou-se esta solução a 0 oC 

e adicionaram-se 20 mg (1,62 10-4 mol) de N-hidroxisuccinimida (NHS) 

solubilizados em 4 mL de acetonitrila. A seguir, foram adicionados 24 mg (1,15 

10-5 mol) de dicicloexilcarbodiimida (DCC) solubilizados em 4 mL de 

acetonitrila. Manteve-se esta solução sob agitação por 3 h. Após este período 

retirou-se o banho de gelo e à temperatura ambiente, foram adicionados 70 

mg (1,7 10-4 mol) de azul do Nilo em 4 mL de acetonitrila. Manteve-se esta 

reação sob agitação magnética vigorosa e ao abrigo de luz sob atmosfera de 

argônio por 24 h. A solução passa de azul para violeta. 

Para purificação do derivativo polimérico formado, evaporou-se o 

solvente da reação em rotaevaporador, ressuspendendo a seguir com 10 mL 

de clorofórmio. Em um funil de separação, lavou-se a fase orgânica 5 vezes 

com porções de 10 mL de HCl 1 mmol L-1, seguidas de 5 vezes com porções de 

água deionizada. Precipitou-se o polímero pela adição da solução em 200 mL 

de etanol a 0 oC. Para total sedimentação polimérica, centrifugou-se esta 

suspensão a 15000 rpm por 15 min. O precipitado formado foi lavado com 

água deionizada, congelado em N2(l) e liofilizado. 

A massa molar polimérica foi determinada pela técnica de cromatografia 

de permeação em gel (GPC) em equipamento Agilent 1100 sob fluxo isocrático 

de 0,7 mL min-1 de tetraidrofurano, detector de espalhamento de luz a laser 

multiângulo Dawn EOS, Optilab DSP refratômetro, em coluna Ultrastyragel 103 

Å, 7.8x300 mm Waters. A temperatura foi mantida a 30 oC no detector e na 

coluna. A calibração foi realizada com padrões de poliestireno. 
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III.2.4 Preparação das Nanopartículas 

A Tabela III.4 apresenta as formulações de nanocápsulas (NC), 

nanoesferas (NS), nanoemulsões (NE) e vesículas de surfactantes (NI) 

estudadas. As nanocápsulas foram obtidas pelo método de nanoprecipitação, 

que nesse caso é denominado deposição interfacial de polímeros pré-formados 

(FESSI e col.,1987).  Uma fase orgânica (15 mL de acetona e 5 mL de etanol), 

contendo de palmitato de retinila, 30 mg de monoestearato de sorbitan (Span 

60) e 50 mg de PLA, foi adicionada a fase aquosa (40 mL) contendo 1% (m/v) 

em relação ao volume final de surfactante hidrossolúvel (Tween 80 ou Pluronic 

F68). A suspensão foi mantida sob agitação magnética por 10 min. A seguir, 

evaporou-se o solvente orgânico e reduziu-se o volume da suspensão a baixa 

pressão para 10 mL. A formulação foi intitulada NC. Para estudos de 

estabilidade, foram adicionadas 10 µL de Tinogard Q  a fase aquosa e 0,1% 

de 3,5-di-terc-butil-4-hidroxi-tolueno (BHT) a fase orgânica. Além disso, após 

o preparo das NC, adicionou-se um fungicida, anfotericina B (1 ng mL-1). Esta 

formulação foi intitulada como NCEST  

Tabela III.4: Formulações de NC, NS, NE e NI. 

 Formulação 
Nomenclatura PLA / 

mg 
Span 

60 /mg 
PR / mg 

(óleo:polímero) 
Pluronic F68 ou 
Tween 80 (mg) 

Ativo (Bai ou 
BZ3) / mg 

NC_A 50 30 100 (2:1) 100 - 

NC1 50 30 125 (2,5:1) 100 - 

NC2 (= NC) 50 30 150 (3:1) 100 - 

NC3 50 30 175 (3,5:1) 100 - 

NS 50 30 - 100 - 

NE - 30 150 (3:1) 100 - 

NI - 30 - 100 - 

NCBAI 50 30 150 (3:1) 100 5 

NSBAI 50 - - 100 0,5 

NCBZ3 50 30 150 (3:1) 100 5 

NSBZ3 50 - - 100 0,5 

Formulações sem palmitato de retinila foram obtidas para algumas 

análises, sendo denominadas nanoesferas, NS. Algumas análises também 
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foram realizadas com nanoemulsões (NE, preparação sem a adição de 

polímero) e vesículas de surfactantes, niossomas (NI, sem a adição de 

polímero e óleo). Para o encapsulamento de demais ativos (baicaleína, BAI ou 

benzofenona, BZ3) nas NC ou NS, o ativo foi adicionado à fase orgânica.  

 

III.3 Caracterização 

III.3.1 Eficiência de Encapsulamento 

A eficiência de encapsulamento foi avaliada através da quantidade livre 

de ativo encontrada no filtrado das nanopartículas pelo método de 

filtração/centrifugação em filtro Millipore Microcon 100kDa.  Empregou-se a 

técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) em equipamento 

Shimadzu (detector SPD-M20A). As condições analíticas foram: 1) palmitato de 

retinila, coluna C18 Nova Pak Waters, 3,9 x 150 mm, fase móvel= 100% de 

metanol (MeOH), fluxo= 1 mL min-1, λ= 325 nm; 2) benzofenona-3, coluna 

C18 Varian, 4,6 � 250 mm, fase móvel = MeOH:H2O(ácido acético 1%) 70:30, 

fluxo= 1 mL min-1, λ= 289 nm; 3) baicaleína, coluna C18 Varian, 4,6 � 250 

mm, fase móvel = MeOH:H2O(ácido acético 2%) 70:30, fluxo= 1 mL min-1, λ= 

320 nm. 

III.3.2 Distribuição de Diâmetros e Potencial Zeta 

A distribuição de diâmetros de partículas foi avaliada por espectroscopia 

de correlação de fótons (PCS) e o potencial zeta através da mobilidade 

eletroforética em KCl 1 mmol L-1, ambas as técnicas em equipamento Zetasizer 

Nano ZS (Malvern Instruments).  

III.3.3 Morfologia 

Micrografias das partículas foram obtidas pela técnica de microscopia 

eletrônica de varredura (SEM) em um equipamento Jeol JSM-6063LV, 
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utilizando-se detector de elétrons secundários. O excesso de surfactante das 

amostras foi removido por centrifugações (2 x 15000 rpm, 40 minutos). As 

amostras foram dispostas sobre porta-amostras de latão, secas ao ar e 

recobertas com Au/Pd, depositadas por um equipamento Balk-Tec MED 020. 

Imagens por microscopia eletrônica de transmissão (TEM) microscópio 

Carl Zeiss CEM902, operando a 80kV. A preparação da amostra consistiu na 

deposição de uma gota das suspensões de nanocápsulas (33 mg mL-1 de 

sólidos) diluídas 50 vezes sobre um grid de cobre (400 mesh), contendo filme 

depositado de Formvar/carbono. Após 2 minutos, o excesso de fase aquosa foi 

removido por capilaridade através de um papel de filtro. A seguir, 1 gota de 

acetato de uranila 1% previamente filtrado foi adicionado e seu excesso 

removido após 1 minuto.  

As nanocápsulas foram adicionalmente caracterizadas por TEM após 

fratura criogênica (FFEM). As réplicas foram obtidas após congelamento rápido 

em porta-amostras duplos de cobre, obtendo-se um filme de amostras em 

ambos os lados do porta-amostra (Bal-tec AG, BUO 12 055-T). A fratura das 

amostras foi realizada a -150 oC, sendo depositado um filme de 

platina/carbono em um equipamento Polaron E7500 em Polaron E6000 

(Quorum Technologies). As réplicas foram recuperadas pela imersão das 

amostras durante 2 a 3 minutos em clorofórmio/metanol 2:1 v/v. As imagens 

foram obtidas em um microscópio de transmissão FEI Tecnai 12 TEM. As 

análises de FFEM foram realizadas no King’s College London (UK). 

III.3.4 Avaliação da Estabilidade Físico-Química 

A avaliação da estabilidade foi realizada através da dosagem da 

quantidade total de palmitato de retinila por HPLC (dissolução de 100 µL de 

suspensão em 10 mL de acetato de etila, seguida de diluição 1:10 em 

acetonitrila), medidas de pH, distribuição de tamanhos e potencial zeta. Além 

disso, utilizou-se o equipamento Turbiscan LAb, a 30 oC por 24 h,  que avalia 

fenômenos como floculação, cremagem ou sedimentação.  O equipamento 

Turbiscan LAb utilizado foi do grupo da Profa. Sílvia Guterres na UFRGS. 
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III.3.5 Medidas de Densidade 

As medidas de densidade das NC foram realizadas por método isopícnico 

em gradiente de Percoll (partículas coloidais de sílica recobertas com 

polivinilpirrolidona), formado in situ sob centrifugação a 18 000 x g por 1 h. 

Nos tubos de centrífuga, foram adicionados 0,5 mL de suspensão de NC para 

10 mL de Percoll. As densidades foram estimadas por comparação com o 

gradiente de Percoll contendo beads coloridos com densidades específicas. 

III.3.6 Estudos de Citotoxicidade/Fototoxicidade 

Os ensaios de citotoxicidade e fototoxicidade foram realizados 

empregando-se culturas de queratinócitos humanos (HaCat) e fibroblastos de 

embriões de camundongos (BALB/c 3T3). As linhagens de fibroblastos foram 

adquirida do NIH (National Institute of Health-Baltimore, USA) e de 

queratinócitos humanos HaCaT, gentilmente foram cedidas pela Dra. Ludmila 

Kodach (Academic Medical Center, Amsterdam University). O ensaio de 

captação de vermelho neutro utilizando células de fibroblastos BALB/c 3T3 

para avaliação da fototoxicidade é validado pela EU/COLIPA (European 

Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association, Brussels, Belgium) (OECD 

Guideline) e apresenta correlação de cerca de 95 a 100% com os resultados 

obtidos in vivo (BENAVIDES e col., 2004). 

As células BALB/c 3T3 e HaCaT foram cultivadas em meio DMEM e 

suplementadas com 15% e 10% de soro fetal bovino, respectivamente, e 1% 

de antibiótico. As células BALB/c 3T3 e HaCaT foram plaqueadas numa 

densidade de 1x105 células/mL e 7x104 células/mL, respectivamente, em 2 

placas de 96 poços, incubadas a 37oC, 5% CO2 por 24 h (BORENFREUND e 

PUERNER, 1984). Para os ensaios de citotoxicidade, após esse período, o meio 

foi removido e os poços foram lavados duas vezes com PBS. As células foram 

tratadas com diferentes concentrações das formulações e incubadas por 24 h. 

A seguir, a proliferação celular foi avaliada através da redução do MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólico, para avaliação da 

função mitocondrial) e captação de vermelho neutro (VN: cloridrato de 3-
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amino-7- dimetilamino-2-metilfenazina) para as formulações de estabilizantes 

(estudo preliminar) e nanopartículas, respectivamente. Os resultados foram 

expressos em relação ao controle (100%) e representam média ± desvio 

padrão de 2 experimentos independentes realizados em sextuplicata 

Para os testes de fototoxicidade, após o período inicial de incubação das 

células plaqueadas supracitado (24 h a 37 oC e 5% CO2), o meio foi removido e 

os poços foram lavados duas vezes com PBS. O tratamento foi feito em várias 

concentrações dos compostos testes (30 a 1150 µmol L-1), sendo utilizado 

como controle positivo de fototoxicidade a hematoporfirina I� (HP) e negativo, 

a tiouréia. O tempo de tratamento foi uma hora. Posteriormente uma placa 

contendo as amostras foi exposta à radiação UVA, dose de 5 J cm-2 

(determinada com utilização de radiômetro - Cole Parmer, UVA - 365 nm), por 

50 minutos utilizando uma lâmpada de UVA (Bellarium S 100 W - Wolff System 

- gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Francisco B. T. Pessine do Instituto de 

Química da Unicamp). Após exposição à radiação o meio foi removido, os 

poços foram lavados duas vezes com PBS, adicionado meio de cultura com 

soro e realizada incubação por 22 h (período de recuperação). Após esse 

período, o meio de cultura foi removido e em seguida avaliada a viabilidade 

celular pela captação do vermelho neutro Os resultados foram expressos em 

relação ao controle (100%) e representam média ± desvio padrão de 2 

experimentos independentes realizados em triplicata (BORENFREUND e 

PUERNER, 1984; LASAROW e col., 1992). Estes ensaios foram realizados no 

laboratório da Profa. Dra. Carmen Veríssima Ferreira do Instituto de Biologia 

da Unicamp. 

III.3.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) 

As medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram 

realizadas em um equipamento TA Instruments, modelo Q-10. Amostras de 

nanopartículas em suspensão concentradas (330 mg/mL) foram adicionadas a 

porta-amostras de alumínio. Cada gota foi seca sob capela de exaustão por 2 

h. Na etapa final, evaporou-se a água residual em linha de vácuo dinâmico, 

obtendo-se massas finais entre 14 e 16 mg. Os porta-amostras foram fechados 
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e um  fluxo de N2(g) no equipamento foi mantido a 50 mL min-1. Empregou-se 

uma taxa de resfriamento de 5 oC min-1 da temperatura ambiente à -3 oC, 

seguida de isoterma por 5 min. A seguir, aplicou-se uma taxa de aquecimento 

de 5 oC min-1 a 70 oC. 

III.3.8 Estudos de Liberação in Vitro 

Nos ensaios de liberação in vitro, suspensões de nanopartículas ou ativo 

livre com massa equivalente a 0,5 mg de ativo foram colocados em tubos de 

diálises (membrana SpectraPor de celulose regenerada, corte de massa molar 

= 3,5 kDa). O volume interno dos tubos de diálises foram completados para 5 

mL com PBS 20 mM, pH 7,4, contendo Tween 80 a 0,5%. A diálise foi realizada 

em um volume de PBS de 400 mL a 1000 rpm e 32 oC. Alíquotas de 3 mL 

foram retiradas após 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h, filtradas e 

analisadas por HPLC. Após a retirada de cada alíquota, o volume foi reposto 

pelo PBS. 

III.3.9 Preparação e Caracterização de Formulações Semi-

Sólidas 

As suspensões de nanopartículas foram incorporadas em gel de Carbopol 

940. Em um gral de porcelana contendo Carbopol 940 previamente 

macerado (equivalente a 0,5 wt%), adicionou-se a suspensão de 

nanopartículas. Após a homogeneização, o pH foi ajustado entre 6,5 e 7,0 

através da adição de 0,1 mL de trietanolamina. Adicionou-se propilenoglicol 

(umectante) a 0,5 wt%. 

A formulação do branco (somente solução de surfactantes sem 

nanopartículas) e a formulação contendo as nanocápsulas foram caracterizadas 

quanto à característica reológica em um viscosímetro do tipo Brookfield. 
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III.3.10 Estudos de Permeação Cutânea em Célula de Difusão 

de Franz 

A liberação dos ativos foi avaliada em célula de difusão vertical de Franz, 

em pele humana abdominal, a qual foi doada de cirurgia plástica. Os tecidos 

adiposos foram removidos imediatamente após a cirurgia e a pele foi 

armazenada a -18 oC por até 3 meses antes do uso.  A célula de difusão de 

Franz empregada tem uma área de 2,01 cm2 e capacidade do compartimento 

receptor de 7 mL (Figura III.1).  

 

Figura III.1: Célula de difusão de Franz utilizada no experimento de permeação em 

pele humana abdominal. 

A epiderme foi exposta à célula doadora, enquanto que a derme foi 

mantida em contato com tampão fosfato (PBS), pH 7,4, contendo 5 % de 

Tween 80 na célula receptora. Na célula doadora, empregou-se o gel de 

Carbopol 940 ® a 0,5 wt% com as nanopartículas. O sistema foi mantido sob 

agitação magnética na célula receptora, a 37 oC por 24 h. Após o período de 

incubação. A superfície da pele foi cuidadosamente lavada com água destilada 

e seca com algodão. Realizou-se a quantificação do ativo na camada córnea, 

removendo-a através da técnica de tap stripping (20 tapes). A extração do 

ativo foi realizada a 40 oC em 5 mL de metanol, alternando-se entre Vortex e 

ultrassom por 30 minutos. Realizou-se a extração do ativo do restante da 

epiderme e da derme pelo mesmo procedimento de extração. As amostras 

foram filtradas em filtro de 0,45 µm e analisadas por HPLC. Os resultados 

representam média ± desvio padrão de 6 células de Franz para cada 

formulação. 
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III.3.11 Microscopia de Varredura a Laser Confocal (CLSM) 

Para a avaliação por CLSM, utilizou-se diferentes períodos de incubação 

na célula de difusão de Franz (30 min., 1 h, 2 h e 4 h), utilizando a suspensão 

de partículas na célula doadora. Após o período de incubação, a superfície da 

pele foi enxaguada com água destilada e cuidadosamente seca com lenço de 

papel. A pele foi imediatamente cortada com bisturi no sentido do início da 

derme para a camada córnea. Um outro tipo de corte foi realizado no sentido 

paralelo a superfície de aplicação das nanopartículas com a finalidade de 

diminuir a espessura, adequando-se ao equipamento. As amostras foram 

depositadas em uma lamina de microscopia óptica e mantidas úmidas pela 

adição de PBS. As investigações nas amostras foram realizadas em um 

microscópio de varredura a laser confocal Carl Zeiss LSM510. O azul do Nilo foi 

excitado com laser He-Ne (543 nm) e a emissão foi detectada empregando 

filtro bypass (590-665 nm). O palmitato de retinila foi excitado com um laser 

coerente multifóton Ti-safira (720 nm), com excitação em 360 nm, e a emissão 

detectada através de um detector Zeiss meta (419-548 nm). Adicionalmente, o 

corante isotiocianato de fluoresceína foi excitado usando laser He-Ne (488 nm) 

e filtro 505-548 nm. As imagens foram sobrepostas em programa Zeiss LSM 

confocal. As amostras também foram avaliadas somente com o as nanoesferas 

sem funcionalização para observação de uma possível auto fluorescência nas 

mesmas condições que as amostras com corantes. As imagens confocal foram 

primeiramente obtidas no plano xy (ou seja, paralela ao plano da superfície). A 

superfície da pele foi definida em z = 0 µm, como o plano de início da 

fluorescência (ao longo do eixo z). Para gerar os cortes xz, uma linha 

horizontal foi delimitada ao longo do eixo xy em z = 0 µm, e então 

opticamente seccionada através da digitalização da imagem de cortes 

sucessivos xy para gerar o plano xz. As análises foram realizadas na 

Universidade Federal de São Paulo. 
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III.3.12 Estudos de Permeação em Membranas de 

Policarbonato 

A possibilidade de permeação das nanocápsulas em poros menores foi 

avaliada em membranas de policarbonato (50 nm de diâmetro, GE, Osmonics 

Inc.), a uma pressão de 2,5 atm e 6,0 atm através de N2(g) (Figura III.2). Para 

a extrusão, adicionou-se Polioxietilenoglicol 8-lauril (PEG-8L) à suspensão de 

NC (concentração final de PEG-8L 0,2 % m/v). O volume utilizado foi de 1 mL.  

 

Figura III.2: Extrusora utilizada na permeação em membranas de policarbonato. 

Avaliaram-se os diâmetros médios anteriores à permeação, além do 

filtrado e da suspensão superior após a permeação. Tal método é comumente 

empregado para avaliação de lipossomas elásticos (TROTTA e col., 2002; 

BOUWSTRA e HONEYWELL-NYGUYEN, 2002). Os ensaios de extrusão foram 

realizados no laboratório da Profa. Dra. Maria Helena Andrade Santana, 

Engenharia Química, UNICAMP. 

 

III.3.13 Análise dos Resultados 

As Análises estatísticas dos dados, quando pertinentes, foram realizadas 

através do teste “t de Student” através do programa Prisma, considerando-se 

como significativo P < 0,05.  
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IVRESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

IV.1 Escolha do Polímero Biodegradável 

 

A escolha do polímero para o encapsulamento do palmitato de retinila 

(óleo) foi feita com base no teste para se verificar a inchamento/dissolução de 

dois polímeros biocompatíveis e biodegradáveis, PCL e PLA. Esse teste foi 

proposto pela primeira vez por GUTERRES e col. (2000) como indicativo da 

formação de nanocápsulas. O PCL apresentou intumescimento do segundo ao 

vigésimo quarto dia. O PLA não apresentou diferença em sua massa nesse 

período (Figura IV.1). Desta maneira, o PLA foi o polímero de escolha no 

encapsulamento do palmitato de retinila. 

Cabe mencionar que após 24 dias os filmes de PCL se tornaram 

quebradiços indicando a dissolução do polímero após o intumescimento e 

perda de massa para a fase oleosa.  
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Figura IV.1: Testes de inchamento dos filmes poliméricos PCL e PLA em PR. 

Na literatura, as formas mais comuns de encapsulamento do palmitato 

de retinila são nanopartículas lipídicas sólidas, SLN (JENNING e col. (2000); 

SAPINO e col., 2005). Em nanopartículas poliméricas, o palmitato de retinila foi 

encapsulado apenas em PCL (CLEMMENSEN e col. 2007), no entanto, nesse 

caso, sugere-se, conforme observado na Figura IV.1, a formação de 

nanoemulsões ao invés de nanocápsulas devido à solubilidade do palmitato de 

retinila na matriz polimérica. 

IV.2 Estudo das Variáveis na Preparação de 

Nanopartículas de PLA 

O método de nanoprecipitação para a preparação de nanoesferas foi 

primeiramente descrito e patenteado por FESSI e col. (1988). Em nosso 

trabalho, foi realizado um planejamento fatorial 25-2 para investigar algumas 

variáveis deste processo. 

Nas Figuras IV.2 e IV.3, são apresentadas as imagens SEM 

representativas dos ensaios realizados. Observou-se morfologia esférica em 

todas as amostras, sendo que após a liofilização (Figura IV.3) ocorreu a 

formação de agregados. Tais agregados, não são totalmente redispersíveis, 

mesmo após serem ressuspendidos e submetidos à ultrassom por 15 min, o 

que provavelmente quebraria aglomerados onde não houvesse coalescência. 
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Figura IV.2: Imagens SEM representativas dos ensaios 1-8 anteriores à liofilização. 
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Figura IV.3: Imagens SEM representativas dos ensaios 1-8 após a liofilização. 
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Os diâmetros médios de partículas e índices de polidispersidades são 

mostrados na Tabela IV.1. As amostras foram analisadas anteriormente a 

lavagem das partículas por centrifugação e após a liofilização por DLS. Quando 

empregado o Pluronic F68 como surfactante, observou-se a formação de 

agregados após as lavagens que não foram totalmente redispersíveis. Os 

ensaios que empregaram PVA, no entanto, ensaios 2, 3, 5 e 8, mostraram 

agregados de tamanhos menores do que com Pluronic F68 após a liofilização. 

Isto evidencia um efeito crioprotetor relativamente maior do PVA em relação 

ao Pluronic quando empregados próximos de uma monocamada nas partículas, 

tendo em vista que as amostras foram lavadas após suas preparações. Quando 

utilizados em percentagens entre aproximadamente 0,5 e 2% em solução, 

sabe-se da literatura que o Pluronic F68 e o PVA podem ser empregados como 

crioprotetores (SAEZ e col., 2000; DONINI e col., 2002).  

 

Tabela IV.1: Diâmetros médios de partículas e (d) e índices de polidispersidades 

(P.D.I). 

Ensaios Partículas anteriores a remoção de 

estabilizante por centrifugação 

Liofilizadas 

 d/ nm P.D.I. d/ nm P.D.I. 

1 162 0,13 908 0,29 

2 177 0,12 251 0,14 

3 187 0,07 272 0,18 

4 166 0,05 135 0,33 

5 233 0,10 367 0,20 

6 185 0,03 711 0,26 

7 139 0,14 789 0,29 

8 238 0,06 205 0,13 

 

A Tabela IV.2 apresenta os resultados dos cálculos dos efeitos a partir 

dos diâmetros anteriores às lavagens das partículas. 
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Tabela IV.2: Efeitos calculados para os diâmetros médios de partículas no 

planejamento fatorial 25-2. 

Efeitos calculados para os diâmetros médios de 

partículas 

Diâmetros / nm (DLS) 

(S(efeito)*t = 11)# 

Média 186 

1 (modo de agitação) 45 

2 (solvente) -27 

3 (massa de polímero) 105 

4 (tipo de surfactante) 183 

5 (% surfactante) 11 

 # S(efeito) *t = erro padrão dos efeitos em intervalo de confiança de 99,95%, usando a 

distribuição t (BARROS NETO e col., 2002). 

 

Os cálculos dos efeitos (Tabela IV.2) indicam que são variáveis 

significativas o modo de agitação, solvente, massa de polímero e tipo de 

surfactante.  Quanto à forma de agitação, observou-se que uma agitação mais 

rápida e mecânica ocasionou a formação de alguns agregados interferindo nos 

valores de diâmetros efetivos e polidispersidades. De acordo com resultados 

prévios da literatura, solventes com parâmetros de solubilidade mais próximo 

ao parâmetro de solubilidade da água resultam em partículas menores e de 

tamanhos mais homogêneos. Comparando-se etanol e acetona, o etanol possui 

parâmetro de solubilidade mais próximo ao da água, resultando em menores 

tamanhos de partículas no primeiro caso (GALINDO-RODRIGUEZ e col., 2004). 

Nas preparações com o polímero PLA, foi empregada uma mistura de solventes 

etanol e acetona, pois o polímero não é totalmente solúvel em etanol. 

Verificou-se que tal mistura apresentou propriedade superior à da acetona na 

obtenção de partículas menores e menos polidispersas, uma vez que se espera 

que a mistura apresente parâmetro de solubilidade mais próximo ao da água 

do que a acetona pura. A concentração de polímeros na solução orgânica 

também é conhecida na literatura por ocasionar diferenças nos tamanhos de 

partículas. Em gotas mais diluídas adicionadas na fase aquosa, os tamanhos de 

partículas formados são menores, devido a menor possibilidade de formação 

de agregados durante a formação das partículas. No caso dos estabilizantes 
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empregados, tanto o Pluronic F68 quanto o PVA são conhecidos como bons 

estabilizantes, sendo empregados em uma faixa de concentração geralmente 

de 0,2 a 2% (LEGRAND e col., 1999). As fases aquosas com PVA têm maior 

viscosidade do que as com Pluronic F68. Este pequeno aumento na viscosidade 

pode ocasionar um pequeno aumento na polidispersão. 

Em suma, se obtêm partículas menores e menos polidispersas quando 

se emprega agitação magnética, a mistura de solventes acetona e etanol, uma 

massa de polímero menor, além do surfactante Pluronic F68. 

 

IV.3 Obtenção do Derivativo Polimérico Fluorescente 

Poly(D,L-Lactídeo)-Azul do Nilo (PLA-AN) 

No mecanismo proposto para a obtenção do derivativo polimérico 

fluorescente (Figura IV.4), primeiramente tem-se a ativação da carbonila de 

terminações poliméricas pelo DCC, obtendo-se a O-acilouréia (Figura IV.5a). 

Tal intermediário tem baixa seletividade para nucleófilos específicos. Além 

disso, pode se rearranjar em N-acilouréia (Figura IV.5b), resultando em 

contaminação do produto e baixo rendimento. Adicionalmente pode se 

rearranjar para S(4H-)oxazolonas (Figura IV.5c) que se tautomeriza 

prontamente, resultando em racemização. A formação da N-acilouréia é 

suprimida pelo emprego de alguns solventes como clorofórmio e acetonitrila, 

especialmente a baixa temperatura.  
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Figura IV.4: Mecanismo proposto para obtenção do derivativo fluorescente (CARRY, 

2005). R1= cadeia polimérica; RNH2  = corante azul do Nilo. 
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Figura IV.5: Possíveis intermediários na reação, onde R = cadeia carbodiimida, R1= 

cadeia polimérica, R2= grupos lateirais das cadeias poliméricas, R3= NH. 

(a) O-acilouréia, (b) N-acilouréia e (c) = S(4H-)oxazolonas. 
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O emprego de solventes de baixa constante dielétrica tende favorecer a 

dimerização dos ácidos carboxílicos terminais. Enquanto solventes com altas 

constantes dielétricas como dimetilformamida retardam a acetilação dos 

aminoácidos, e N-acilouréia pode ser, nesse caso, o produto majoritário. A 

utilização de agentes de trapping como o NHS reduz a extensão destas reações 

laterais, especialmente a formação da N-acilouréia. Além disso, a racemização 

é inibida na presença deste aditivo (PEARSON e ROUSH, 1999). 

A massa de polímero recuperado após a liofilização foi de 83 %. O 

produto foi caracterizado por espectroscopia de absorbância no UV/Vis e por 

fluorescência (Figura IV.6), empregando-se etanol como solvente. O máximo 

de absorção do PLA-azul do Nilo foi em 552 nm, enquanto que o azul do Nilo 

apresenta máximo de absorção em 636 nm. Os comprimentos de onda de 

emissão, no entanto, não são diferentes significativamente. O azul do Nilo 

mostrou excitação em 622 nm e emissão em 663 nm, enquanto que o 

derivativo PLA-azul do Nilo apresentou excitação em 566 nm e máximo de 

emissão em 668 nm. A análise da solução aquosa resultante da lavagem do 

polímero com água mostra dois máximos de absorção que correspondem ao 

azul do Nilo em excesso e ao polímero-azul do Nilo que não foi recuperado. 

Adicionalmente, o polímero funcionalizado foi caracterizado pelo método de 

cromatografia de permeação em gel (GPC), o qual indicou que o polímero não 

apresenta mudanças significativas em sua massa molar após a funcionalização. 
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Figura IV.6: Espectros de (1) absorbância no UV/VIS e (2) emissão de: (a) azul do 

Nilo e (b) PLA-azul do Nilo. 
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A Figura IV.7 apresenta os espectros de emissão e excitação para o 

palmitato de retinila em comparação ao PLA-azul do Nilo.    
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Figura IV.7: Espectros de excitação e emissão para (a) palmitato de retinila e (b) 

PLA-azul do Nilo em fase aquosa. 

Cabe mencionar que também foram obtidos espectros de ressonância 

magnética nuclear (RMN) e de infravermelho (FTIR), porém, como a reação de 

funcionalização ocorre apenas na carbonila terminal polimérica, os grupos 

funcionalizados representam uma percentagem em massa inferior a 1%, não 

apresentando mudanças nos espectros destas técnicas convencionais em 

relação ao polímero não-funcionalizado. 

O palmitato de retinila e o polímero funcionalizado com azul do Nilo 

apresentam excitações e emissões em comprimentos de ondas distintos, o que 

viabiliza a investigação tanto do carreador quanto do bioativo em estudo de 

permeação cutânea pela técnica de CLSM, conforme será apresentado no ítem 

IV. 13.2.  

 

IV.4 Preparação das Nanoestruturas 

Na obtenção de nanocápsulas, teve-se por base os ensaios realizados na 

preparação das nanoesferas de PLA (item IV.2), escolhendo-se as condições de 

preparação próximas aos níveis (-) dos ensaios. A mistura de solventes havia 

apresentado o melhor resultado, desta forma decidiu-se empregar acetona e 

(a) 

(b) 
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etanol na preparação de nanocápsulas. Além disso, utilizou-se a menor massa 

de polímero 50 mg e agitação magnética moderada. O PVA mostrou-se um 

excelente estabilizante, no entanto, tem algumas restrições de uso, como 

proibição no emprego intravenoso, devido a seu efeito carcinogênico 

(BOUILLOT e col., 1999). O Pluronic F68 apresentou a formação de agregados 

nas lavagens. Entretanto, esse surfactante pode ser empregado sem etapa de 

purificação das partículas (devido à baixa toxicidade). Outra classe de 

surfactantes amplamente empregada na preparação de partículas é a dos 

polissorbatos (Tweens e Spans). Em trabalho da literatura, na obtenção de 

nanocápsulas de PCL empregando o Pluronic F 68 e o Tween 85, observou-se 

que o Tween resultou em preparação com tamanhos de partículas menores. 

Além disso, após uma semana as partículas obtidas com Pluronic mostraram 

agregados (ALVAREZ-ROMÁN e col., 2001). Entretanto, alguns trabalhos da 

literatura mostram a obtenção de partículas uniformes e estáveis empregando-

se o Pluronic F68 (GAMISANS e col., 1999; TEI�EIRA e col., 2005; FRESTA e 

col., 1996). Cabe mencionar, que foram testados outros surfactantes que não 

são comumente empregados na preparação de partículas como alquil 

poliglicosídeos, álcool graxo etoxilado e óleo de mamona etoxilado (castor oil), 

porém as partículas evidenciaram a formação de agregados durante a lavagem 

após centrifugações. 

Segundo GALLARDO e col. (1993), os fatores que levam à formação das 

nanocápsulas são a difusão do solvente orgânico, com a miscibilidade completa 

na fase aquosa e insolubilidade do polímero em ambas as fases aquosas e 

óleo. Geralmente, a temperatura e agitação não parecem influenciar as 

características das partículas formadas. No entanto, a viscosidade inicial da 

fase oleosa pode influenciar o diâmetro médio das nanocápsulas. De fato, uma 

resistência devida à viscosidade alta é observada podendo aumentar o 

tamanho das gotas de óleo durante o processo de difusão (MOSQUEIRA e col., 

2000). Como o palmitato de retinila apresenta alto ponto de fusão (28 oC), 

aqueceu-se a fase orgânica e a fase aquosa entre 32 oC e 37 oC, para garantia 

de que o palmitato estivesse em sua forma fundida, possibilitando a formação 

das nanocápsulas. 
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Na preparação das nanocápsulas, empregou-se adicionalmente um 

surfactante de baixo balanço hidrofílico-lipofílico (HLB), o Span 60. Na 

verdade, a presença de tensoativos não é um fator primordial na formação dos 

sistemas coloidais por precipitação, uma vez que estes se formam 

espontaneamente. Eles conferem maior estabilidade, prevenindo a agregação 

com o passar do tempo. Estudos mostraram que formulações preparadas com 

apenas um dos tensoativos sedimentaram e formaram agregados não 

redispersíveis (MULLER e col., 2004; GUTERRES e col., 1995). A sedimentação 

das partículas e a passagem da substância ativa para o meio aquoso 

dispersante são evitadas pela presença do tensoativo lipossolúvel na 

formulação (MULLER e col., 2004; GUTERRES e col., 1995). 

Na obtenção de nanocápsulas, têm sido observadas na literatura razões 

de óleo/polímero entre 2,5 e 4 (m/m). Na primeira tentativa de obtenção de 

nanocápsulas, descrita no item III.2.4, no entanto, partiu-se da razão em 

massa óleo/polímero=2, pois seria esperada a obtenção de nanocápsulas com 

uma parede polimérica mais espessa. Entretanto, as microscopias eletrônicas 

de varredura (Figura IV.8) revelaram a obtenção, possivelmente, de um 

sistema bimodal de nanocápsulas e nanoesferas, podendo ainda ter 

nanoemulsões no sobrenadante. Sugere-se isto com base nas nanoesferas 

(NS, ‘branco’) obtido para estas partículas, sem a adição do óleo, que 

apresentou os menores tamanhos. Na Figura IV.8 sugere-se que as 

nanocápsulas são as esferas de tamanhos maiores, sendo que algumas se 

apresentaram com morfologia discóide. 

 

Figura IV.8: Imagens SEM representativas das preparações NS (branco) e NC_A.  

NS NC_A 
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Como na preparação NC_A foram observadas nanocápsulas e 

nanoesferas, mudaram-se algumas variáveis do processo para se obter um 

sistema mais homogêneo. Uma vez que a maioria das preparações 

encontradas na literatura tem razão óleo/polímero próxima de 3 (m/m), 

utilizou-se entre 2,5 e 3,5 (m/m) para o preparo das nanocápsulas.  

As preparações de nanocápsulas obtidas a seguir, NC1, NC2 e NC3, 

apresentam uma razão em massa óleo/polímero de 2,5, 3,0 e 3,5, 

respectivamente. As fotografias destas preparações de nanocápsulas (Figura 

IV.9) e das nanoesferas (NS) revelam um efeito Tyndal bem mais pronunciado 

para as nanocápsulas que além de terem comumente tamanhos maiores, 

também se encontram em maior número.  

 

Figura IV.9: Imagens das preparações de NS, NC1, NC2 e NC3 (da esquerda para a 

direita). 

 

Na preparação das nanocápsulas, observou-se que o sobrenadante 

apresenta um aspecto turvo, de maneira que nem todas as partículas 

sedimentam. Para confirmar este fato, fez-se uma ultracentrifugação a 48000 

rpm/2h, observando-se uma separação de fases pela formação de um pelet 

depositado e uma fase menos densa no sobrenadante (Figura IV.10). Neste 

caso, à fase do pelet foi atribuída a nanocápsulas, sendo que a fase superior 

pode ser devida a nanoemulsões ou nanocápsulas menos densas. Além disso, 

como a força centrífuga é alta no caso da ultracentrifugação, pode ocorrer 

“vazamento” do óleo em algumas estruturas. 

 

 

 

 



IV –RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

60 

 

 

Figura IV.10: Imagens das preparações de NS, NC1, NC2 e NC3 (da esquerda para a 

direita) após etapa de ultracentrifugação. 

A técnica de espalhamento de luz dinâmico (DLS) é amplamente 

empregada em sistemas coloidais. Nesta técnica, medem-se as intensidades 

de luz espalhada pelas partículas em função do tempo (ocasionadas devido ao 

movimento Browniano das partículas em suspensão), obtendo-se uma função 

de correlação. Partículas maiores movimentam-se mais lentamente do que 

partículas menores, de maneira que a função de correlação apresenta 

decaimento mais lento de partículas maiores em relação às menores. A 

velocidade do movimento Browniano é definida por uma propriedade conhecida 

como coeficiente de difusão transversal, DT. 

O coeficiente de difusão transversal, DT, de uma partícula é relacionada 

com seu raio hidrodinâmico (diâmetro de Stokes), d, e a viscosidade do meio, 

η, pela equação de Stokes-Einstein (SUGIMOTO, 2001): 

 

 
d

kT
DT

πη3
=   (IV.1) 

 
Dessa forma, o diâmetro de Stokes das partículas é calculado através da 

equação de Stokes-Einstein.  

Na Tabela IV.3, encontram-se descritos os valores de tamanhos de 

partículas para as preparações NS, NC1, NC2 e NC3, avaliados através da 

técnica de DLS. Observa-se uma diferença não significativa para as amostras 

NC1 e NS em relação aos tamanhos médios das amostras da suspensão 

original e obtidas após centrifugação. No caso das amostras NC2 e NC3 as 
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diferenças de tamanhos em torno de 8% podem referir-se à deposição por 

centrifugação de partículas menores, uma vez que, neste caso, as 

nanocápsulas maiores seriam menos densas devido ao maior conteúdo de óleo 

em relação ao polímero. O palmitato de retinila apresenta densidade entre 

0,90 e 0,95 g cm-3, enquanto que o PLA tem densidade igual a 1,17 g cm-3. 

Com relação aos índices de polidispersidade (P.D.I.), este índice é 

adimencional apresentando valores entre 0 e 1. Sistemas monodispersos são 

aqueles com P.D.I  menor que 0,05. No entanto, índices entre 0,05 e 0,2 

indicam baixa polidispersidade. Sistemas que apresentam P.D.I maiores do 

que 0,7 apresentam resultado de tamanhos de partículas por DLS incertos. 

 
Tabela IV.3: Diâmetros médios de partículas (d) e polidispersidades (P.D.I.) das 

preparações NS, NC1, NC2 e NC3. 

Preparações Suspensão Original Suspensão após centrifugações 

 d / nm P.D.I. d / nm P.D.I. 

NS 125,7 0,15 124,3 0,15 

NC1 238,3 0,11 232,7 0,06 

NC2 261,5 0,10 240,2 0,10 

NC3 265,9 0,07 245,1 0,18 

 
O potencial elétrico na superfície de cisalhamento de partículas (entre a 

parte fixa e difusa da dupla camada elétrica ou camada de Stern) é chamado 

de potencial zeta. Valores de potencial zeta expressivos contribuem para maior 

estabilidade das suspensões coloidais, devido à repulsão entre as partículas 

que previnem agregações durante colisões ocasionadas pelo movimento 

Browniano, conforme descrito no item I.5.3. O método mais comum nas 

medidas de potencial zeta é através de medida da mobilidade das partículas 

relativo a um líquido estacionário por aplicação de um campo elétrico (medidas 

eletroforéticas) (HUNTER, 1981). 

Os valores de potenciais zeta para estes sistemas estão descritos na 

Tabela IV.4. Para que a carga superficial de partículas confira estabilidade 

devido à repulsão, são relatados na literatura valores de potencial zeta acima 

de 30 mV em módulo (MOSQUEIRA e col., 2000). Portanto, uma vez que os 
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valores de potencial zeta são menores em módulo do que 30 mV, grande parte 

da estabilidade das partículas se deve a efeitos estéricos (efeito osmótico) e 

camada de hidratação (aumento da distância entre as partículas), conferida 

pelos estabilizante (Tween ou Pluronic). Os polímeros dentro da classe dos 

poliésteres são conhecidos na literatura apresentando carga superficial 

ligeiramente negativa devido aos grupamentos carboxílicos resultantes de 

hidrólises (MOSQUEIRA e col., 2000). Os surfactantes não-iônicos e 

estabilizantes poliméricos, no entanto, tendem a diminuir os valores da carga 

superficial polimérica.  

 

Tabela IV.4: Valores de potencial zeta para as preparações NS, NC1, NC2 e NC3. 

Preparações Potencial zeta / mV (±SD) 

 (suspensão original) (suspensão após centrifugações) 

NS -8,74 ± 0,51 -11,45 ± 0,98 

NC1 -9,56 ± 0,85 -21,31 ± 0,75 

NC2 -14,19 ± 1,47 -19,94 ± 1,62 

NC3 -14,00 ± 0,51 -18,18 ± 1,42 

 

As imagens SEM para estes sistemas é apresentada na Figura IV.11. A 

técnica SEM não foi adequada para a visualização das partículas, tendo em 

vista que necessita da lavagem prévia das partículas por centrifugação o que 

pode selecionar amostra, além de deformar as partículas ou favorecer 

coalescência (devido à aplicação de força centrífuga), ou ainda, ter surfactante 

residual formando filme sobre as partículas e prejudicando a análise. Desta 

maneira, foi empregado o método de TEM após seleção do sistema de 

nanocápsulas (apresentação em capítulo posterior).  

   

Figura IV.11: Imagens SEM representativas das preparações de  NC1 NC2 e NC3 (da 

direita para a esquerda). 
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Como as formulações não apresentaram diferenças significativas nas 

proporções de óleo/polímero estudadas, escolheu-se a formulação 

intermediária, NC2, para prosseguir os estudos, denominando-a como apenas 

NC. 

Em preparação de nanocápsulas pode ocorrer a formação de uma 

mistura dos sistemas: nanocápsulas, nanoesferas, niossomas e nanoemulsões, 

dependente das condições de preparação, conforme sugerido por MOSQUEIRA 

e col. (2000). Nesse trabalho da literatura, observou-se a obtenção de 

vesículas do surfactante lipofílico, além de nanoemulsões dependente da 

concentração e tipo do surfactante empregado. Em nosso sistema, sugere-se 

majoritariamente a formação das nanocápsulas, tendo em vista que a 

distribuição de diâmetros apresenta baixa polidispersidade (P.D.I. < 0,2) e o 

sistema não apresenta variação da distribuição de tamanhos conforme o 

surfactante hidrofílico empregado (Figura IV.12).  

 

 

Figura IV.12: Distribuição de diâmetros por número das nanocápsulas (NC), 

nanoesferas (NS), nanoemulsões (NE), e niossomas (NI). 

 

A Tabela IV.5 apresenta os resultados de distribuição de diâmetros e 

potencial zeta das nanocápsulas (NC), bem como dos sistemas comparativos 

de nanoesferas (NS), nanoemulsões (NE) e niossomas (NI) referentes a Figura 

IV.12. Observa-se que as NS e NI apresentam distribuição de tamanhos 
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similares. As NE e NC (independentemente do surfactante empregado) 

também apresentam distribuições de tamanhos similares entre si. 

 

Tabela IV.5: Valores de diâmetros e potencial zeta para as preparações NS, NI, NE e 

NC com tween 80 (Tw) e Pluronic F68 (Pl) a 1% (m/v). 

Amostra Diâmetros / nm (P.D.I.) Potencial Zeta / mV 

NS 132,1 (0,14) -9,2 ± 4.8 

NI 136,1 (0,11) -23,5 ± 5.5 

NE 209,3 (0,11) -17,1 ± 3.8 

NC Tw 219,7 (0,17) -7,2 ± 5.2 

NC Pl 219,6 (0,18) -14,9 ± 5.0 
 

Adicionalmente, a remoção do surfactante hidrofílico na obtenção das 

nanocápsulas resultou em tamanhos de partículas bem próximos aos de 

nanoemulsões e das partículas com adição de surfactante hidrofílico, o que 

também dá indícios de menor formação de mistura dos diferentes sistemas 

possíveis (Figura IV.13). Cabe mencionar que a preparação de partículas sem 

surfactante hidrofílico foi possível apenas em um lote do polímero 

(possivelmente mais hidrolisado) e apresenta coalescência aproximadamente 

após 1 h da preparação. 
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Figura IV.13: Comparação de sistema de nanoesferas (NS), nanoemulsões (NE) e 

nanocápsulas (NC), sendo que a preparação NC foi realizada sem 

adição de surfactante hidrofílico. 
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Desta forma, estabeleceu-se a formulação de razão óleo/polímero = 3 e 

como surfactante hidrofílico Tween 80 ou Pluronic F68 (sendo independente 

nas características finais do sistema). 

A eficiência de encapsulamento do palmitato de retinila foi avaliada 

através da dissolução do fármaco total, obtendo-se recuperação entre 90 e 110 

%, em relação à quantidade no filtrado (“livre” na suspensão) por HPLC. Sendo 

que a eficiência de encapsulamento foi de 99,9% para preparações de 

nanocápsulas empregando Tween 80 ou Pluronic F68.  

 

IV.5 Medidas de Densidade em Gradiente de Percoll 

As densidades de sistemas de nanocápsulas (com e sem Span 60) e 

nanoemulsões foram medidas em gradiente de Percoll (em NaCl), sendo que 

a densidade pode ser determinada entre 1,019 e 1,137 g cm-3 de acordo com a 

coloração dos beads (Figura IV.14). O método utilizando Percoll se dá por 

separação isopícnica (equilíbrio através de centrifugação onde a posição da 

partícula é igual à densidade no mesmo ponto).  

O gradiente de Percoll (partículas coloidais de sílica recobertas com 

polivinilpirrolidona) é formado devido a diferenças nos tamanhos de partículas 

de sílica, de acordo com a equação: 

 

 xgdV
lp

η

ρρ

18

)(
2

−
=  (IV.2) 

 
onde, a velocidade de sedimentação, V, é dependente do raio hidrodinâmico da 

partícula, d, densidades do solvente, ρl, e da partícula, ρp, além da viscosidade 

do meio, η, e a força centrifugacional, g (LAURENT e col., 1980; PERTOFT, 

2000). 
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Figura IV.14: Esquema representativo dos tubos após formação de gradiente de 

Percoll por centrifugação: nanoemulsões (NE), nanocápsulas (NC), 

nanocápsulas sem Span 60 (NC(-)Span60) e beads. 

 

A Figura IV.14 mostra apenas que o sistema de nanocápsulas possui 

uma faixa de densidades mais ampla do que nanoemulsões. As nanocápsulas 

sem Span 60 apresentam densidades mais próximas às nanoemulsões o que 

sugere que o surfactante lipossolúvel (mais denso do que o óleo) é solubilizado 

no núcleo. A densidade máxima observada no sistema das nanocápsulas é 

próxima a 1,019. A densidade (com Span 60 incorporado no núcleo) pelo 

método aditivo é entre 0,96 g cm-3 a 1,01 g cm-3, considerando a densidade do 

palmitato de retinila entre 0,90 g cm-3 e 0,95 g cm-3, respectivamente 

(densidades do Span 60 = 1,0 g cm-3 e do PLA= 1,17 g cm-1).  

 

IV.6 Ensaios de Citotoxicidade e Fototoxicidade 

A avaliação da citotoxicidade e fototoxicidade das nanoestruturas foi 

realizada em sistemas in vitro, compreendendo culturas de células das 

linhagens de fibroblastos BALB/c 3T3 e queratinócitos humanos HaCaT. Tais 

linhagens foram selecionadas em função dos fibroblastos e queratinócitos 

representarem os principais constituintes celulares da pele e por apresentarem 
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modelos bem definidos e amplamente utilizados para ensaios desta natureza 

(BOUKAMP e col., 1988; GARACH-JEHOSHUA e col., 1999; PIEPKORN e col., 

1998; BENAVIDES e col., 2004; DIJOU� e col., 2006). Um dos fatores da 

escolha dos surfactantes empregados foi o estudo prévio de citotoxicidade 

nestas linhagens celulares, conforme resultados apresentados na Figura IV.15. 

Este experimento foi essencial tendo em vista que optou-se por eliminar a 

lavagem das nanopartículas que constitui uma etapa adicional no processo, 

aumentando gastos e tempo, além de contribuir na seleção de amostra no 

caso de purificação por centrifugação. Os surfactantes empregados foram os 

não-iônicos Tween 60, Tween 80, Span 60 e Span 80, e os poliméricos álcool 

polivinílico (PVA) e Pluronic F68, os quais compreendem os mais empregados 

em preparações de nanopartículas, além do catiônico brometo de 

cetiltrimetilamônio (CTAB) (controle positivo) e aniônico dodecilsulfato de sódio 

(SDS) (QUINTANAR-GUERRERO, 1998; BASARKAR e col., 2007).  
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Figura IV.15: Avaliação dos efeitos de surfactantes sobre a proliferação celular em 

culturas de (a) fibroblastos (linhagem BALB/c 3T3) e (b) queratinócitos 

(linhagem HaCaT).  
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Um dos fatores de citotoxicidade das nanopartículas é o tipo de 

surfactante empregado. Os surfactantes não-iônicos, no geral, apresentam 

menor citotoxicidade do que os surfactantes iônicos (LIN e col., 2007). Os 

resultados obtidos na avaliação de citotoxicidade em culturas de células das 

linhagens de fibroblastos BALB/c 3T3 e queratinócitos humanos HaCaT (Figura 

IV.15) confirmaram esses achados, uma vez que tanto CTAB quanto SDS 

foram citotóxicos para ambas as linhagens, apresentando valores de IC50 de 

6,4 e 158,0 µg/mL (BALB/c 3T3) e 6,0 e 94,0 µg/mL (HaCaT) para CTAB e 

SDS, respectivamente. 

Além disso, observou-se maior sensibilidade das células BALB/c 3T3 aos 

surfactantes não-iônicos Tween nos fibroblastos em relação aos queratinócitos 

(Figura IV.15a), sendo obtidos valores de IC50 de 92,1 e 158,0 µg/mL após 24 

h de exposição dos fibroblastos a diferentes concentrações de Tween 60 e 

Tween 80, respectivamente. Redução significativa na viabilidade de 

queratinócitos (aproximadamente 40% em relação ao controle) somente foi 

observada após exposição das células a alta concentração de Tween 60 (300 

µg/mL) – (Figura IV.15b). Por outro lado, Pluronic F68 e Span 80 estimularam 

a proliferação das células fibroblásticas murinas, apresentando um aumento 

significativo na redução do sal de tetrazólio, em torno de 40% em relação ao 

controle, na maior concentração testada (300 µg/mL) – (Figura IV.15a), 

enquanto que, nenhum efeito foi observado nos queratinócitos para a mesma 

faixa de concentrações (Figura IV.15b). Curiosamente, Span 60, da mesma 

forma que Tween 60, apresentou toxicidade (35% em relação ao controle) aos 

queratinócitos quando utilizado na maior concentração testada (300 µg/mL) – 

(Figura IV.15b). 

As diferenças encontradas na sensibilidade das células BALB/c 3T3 e 

HaCaT aos surfactantes testados devem-se principalmente às características 

específicas das linhagens celulares. Porém, cabe ressaltar que o efeito protetor 

e proliferativo do Pluronic já está bem estabelecido na literatura (MEHIER-

HUMBERT e col., 2009; STEINHARDT e ALDERSON, 2006;  KAPARAKIS e 

ALDERSON, 2003), sendo um dos mecanismos propostos a proteção da 

membrana celular (STEINHARDT e ALDERSON, 2006).  
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A Figura IV.16 apresenta os resultados de citotoxicidade e fototoxicidade 

para os sistemas de nanocápsulas utilizando Pluronic F68 e Span 60 como 

surfactantes nas preparações, além dos controles positivo e negativo para 

esses ensaios. 

Avaliou-se o sistema para o branco (controle), nanoesferas (NS), 

nanoemulsões (NE) e nanocápsulas (NC). Apenas para alguns dos sistemas foi 

possível obter os valores de IC50(concentração do composto que diminui em 

50% a viabilidade celular). A fototoxicidade é classificada segundo o fator de 

fotoirritação (PIF), o qual é obtido pela razão entre os valores de IC50 obtidos 

no experimento na ausência de radiação UVA (-UVA) e os valores de IC50 

obtidos nos experimentos na presença de radiação UVA (+UVA), de acordo 

com a equação:  
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A equação IV.3 é utilizada em situações em que é possível determinar os 

dois valores de IC50, na presença e na ausência de radiação. Assim, o 

composto será considerado fototóxico se o valor de PIF for ≥ 5, e não 

fototóxico para PIF < 5. Células HaCaT tratadas com NC apresentaram valores 

de IC50 na presença (1068 µmol L-1) e na ausência de radiação (272,6 µmol L-

1), sendo o valor de PIF calculado < 5. Desta forma, pode-se concluir que as 

nanocápsulas não são fototóxicas aos queratinócitos. 

Nos casos em que não é possível a determinação dos valores de IC50 na 

ausência de radiação, o valor de IC50 (-UVA) é substituído pelo valor da 

concentração máxima testada [Cmax (-UVA)] (BORENFREUND e PUERNER, 

1984, LASAROW e col., 1992) e o valor de PIF é dado pela equação: 
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Caso o valor de PIF obtido pela equação IV.4 seja >1 o composto será 

considerado fototóxico e para o PIF ≤ 1, o composto será considerado não 

fototóxico.  

0 200 400 600 800 1000 1200

0

20

40

60

80

100

120

0 200 400 600 800 1000 1200

0

20

40

60

80

100

120

BALB/c 3T3

HaCaT

V
ia

b
ili

d
a

d
e

 c
e

lu
la

r 
%

 d
o

 c
o

n
tr

o
le

NE (µmol L
-1
)

 Citotoxicidade
 Fototoxicidade

 Citotoxicidade
 Fototoxicidade

0 200 400 600 800 1000 1200

0

20

40

60

80

100

120

0 200 400 600 800 1000 1200

0

20

40

60

80

100

120

 Citotoxicidade
 Fototoxicidade

NC / µmol L
-1

V
ia

b
ili

d
a
d
e

 c
e

lu
la

r 
/ 
%

 d
o

 c
o

n
tr

o
le

BALB/c 3T3

HaCaT Citotoxicidade
 Fototoxicidade

0

20

40

60

80

100

120

0,60,30,060,030,015

NS (mg mL
-1
)

C

BALB/c 3T3

V
ia

b
ili

d
a

d
e
 c

e
lu

la
r 

/ 
%

 d
o
 c

o
n

tr
o
le

 Citotoxicidade

 Fototoxicidade

0

20

40

60

80

100

120

0,60,30,060,030,015

NS (mg mL
-1
)

C

HaCaT  Citotoxicidade
 Fototoxicidade

 

0 2000 4000 6000 14000

0

25

50

75

100

125

 citotoxicidade

 fototoxicidade

BALB/c 3T3

Tiourea (µmol L
-1
)

HaCaT

 V
ia

b
ili

d
a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
 d

o
 c

o
n
tr

o
le

)

 citotoxicidade

 fototoxicidade

0

20

40

60

80

100

120

V
ia

b
ili

d
a
d
e
 C

e
lu

la
r 

/ 
%

 d
o
 c

o
n
tr

o
le

Hematoporfirina (µmol L-1)
0 2 4 6 8 10

0

20

40

60

80

100

120

 

Figura IV.16: Avaliação da citotoxicidade e fototoxicidade das diferentes formulações 

em células BALB/c 3T3 e HaCaT. (NE= nanoemulsões, NC= 

nanocápsulas, NS= nanoesferas; Tiouréia = controle negativo; 

Hematoporfirina = controle positivo). 
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Em contraste ao observado nas células HaCaT, não foi possível 

determinar o valor de IC50 na ausência de radiação nas culturas de 

fibroblastos, enquanto que para as células irradiadas o IC50 obtido foi de 108 

µmol L-1. Segundo a equação IV.4 conclui-se que PIF > 1 e, portanto, as 

nanocápsulas são fototóxicas aos fibroblastos.  

Por este método, observou-se que formulações de nanoemulsões 

apresentam fototoxicidade em ambas as linhagens, sendo que os IC50 na 

presença de radiação em queratinócitos e fibroblastos são de 498 µmol L-1e 

301 µmol L-1, respectivamente, ou seja, essa formulação apresenta maior 

fototoxicidade nos fibroblastos. 

A mesma equação é empregada para avaliar a hematoporfirina de 

maneira que PIF > 1, sendo fototóxica para ambas as linhagens celulares 

(controle positivo). 

Caso não seja possível a determinação do valor de IC50 na presença e na 

ausência de radiação, o PIF será calculado segundo a equação IV.5 e o valor 

de PIF será igual a 1.  
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 (IV.5) 

 
O controle negativo (tiouréia) e as nanoesferas não apresentaram 

valores de IC50 na presença e na ausência de radiação, sendo os valores de PIF 

iguais a 1 em ambos os modelos celulares e, portanto, não fototóxicas (Figura 

IV.16).  

Em função dos resultados apresentados acima, as nanocápsulas 

apresentaram fototoxicidade em fibroblastos BALB/c 3T3. Porém, deve-se 

considerar que essas células ficam abaixo da epiderme, o que poderia 

minimizar o efeito da radiação que supostamente atinge as camadas mais 

profundas da pele em menor dosagem. Desta forma, pode-se sugerir que as 

formulações são relativamente seguras e merecem ser consideradas para o 

emprego tópico. Como no caso de demais retinóides, no entanto, a exposição 

solar deve ser evitada. Em particular, as nanocápsulas são promissoras ao se 

considerar a terapia fotodinâmica e possível aplicação terapêutica. 
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IV.7 Avaliação da Estabilidade Físico-Química 

Quanto à estabilidade química (Figura IV.17), avaliada através do 

conteúdo total na suspensão por HPLC, observou-se que, mesmo encapsulado 

(razão em massa óleo:polímero 3:1), o palmitato de retinila apresenta uma 

degradação rápida em função do tempo. Foi possível, no entanto, estabilizar as 

suspensões formadas através da adição de um estabilizante lipossolúvel, 3,5-

di-terc-butil-4-hidroxi-tolueno (BHT), e um filtro UV, Tinogard Q. Somente na 

avaliação de estabilidade “acelerada”, ou seja, a 42oC observou-se perda 

significante do ativo no período avaliado nas formulações com estabilizantes. 
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Figura IV.17: Percentagens de palmitato de retinila nas nanocápsulas em relação à 

quantidade inicial em função do tempo (dosagem por HPLC). NC = 

nanocápsulas sem estabilizantes; NCEST = nanocápsulas com BHT e 

Tinogard Q. 

 

Com relação ao pH das suspensões (Figura IV.18), observa-se que o 

estabilizante hidrofílico inicialmente eleva o pH das suspensões. De maneira 
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geral, ocorre um decréscimo do pH em função do tempo. Nas formulações com 

estabilizantes a 4 oC e 28 oC, no entanto, não foi observado decréscimo 

significativo do pH (e da dosagem do ativo da Figura IV.17). Desta forma, 

atribui-se a diminuição do pH nos demais sistemas principalmente à hidrólise 

do palmitato de retinila na carbonila, gerando álcool e ácido carboxílico. 

No sistema de nanocápsulas Mygliol 810 em PLA, o decréscimo do pH 

em função do tempo foi observado, sendo atribuído à degradação do polímero 

(GUTERRES e col., 1995).  
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Figura IV.18: Medidas de pH das NC em função do tempo: NC = nanocápsulas sem 

estabilizantes; NCEST = nanocápsulas com BHT e Tinogard Q. 

 

A estabilidade física das partículas foi avaliada quanto aos diâmetros 

médios e potencial zeta. Os dados de potencial zeta apresentam um aumento 

em módulo em função do tempo (Figura IV.19). Considerando que a superfície 

das partículas é constituída de poliéster (PLA) e surfactantes, com o tempo, as 

cadeias de poliésteres são hidrolisadas e com isto ocorre a formação de ácidos 

carboxílicos na superfície. Com o aumento da temperatura, o polímero é 

degradado mais rapidamente, gerando maior número de ácidos carboxílicos, o 
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que induz a uma carga na superfície de cisalhamento (raio hidrodinâmico) mais 

negativa. Como exceção, na estabilidade acelerada (42 oC), observa-se que o 

potencial zeta vai par valores mais negativos apenas até 30 dias. O 

comportamento do potencial zeta para essas amostras pode estar relacionado 

a algum produto de degradação do óleo. 
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Figura IV.19: Potencial zeta das NC em função do tempo. NC = nanocápsulas sem 

estabilizantes; NCEST = nanocápsulas com BHT e Tinogard Q. 

 

Com relação aos diâmetros médios (Figura IV.20), observa-se que com 

o passar do tempo, pelo menos até 120 dias de análise, não ocorre grandes 

variações nos tamanhos das amostras com estabilizantes armazenadas a 

temperatura ambiente. No entanto, as amostras armazenadas em geladeira e 

amostras sem estabilizantes aumentam de tamanho já nos tempos iniciais. 

Isto pode ser devido a diferenças no comportamento reológico do Pluronic F68 

relacionados com a temperatura e o pH, o que implicaria em diferenças na 

estabilidade em função da temperatura. Cabe destacar que a variação com o 

tempo das amostras mantidas à temperatura ambiente e a 42 oC refere-se a 

formação de alguns agregados, sendo que quando se avalia os resultados de 

DLS por Número, não se observa variação significativa nesses casos. Cabe 
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mencionar que, os ensaios apresentados foram utilizando Pluronic F68 como 

surfactante. Na comparação com Tween 80, as curvas de degradação, pH e 

potencial zeta não mudam, entretanto, utilizando-se Tween 80 como 

surfactante não ocorre formação de agregados no mesmo período. 
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Figura IV.20: Distribuição de diâmetros de nanocápsulas de palmitato de retinila em 

relação ao tempo. NC = nanocápsulas sem estabilizantes; NCEST = 

nanocápsulas com BHT e Tinogard Q. 

 

A estabilidade física das nanocápsulas também foi avaliada em 

equipamento Turbiscan LAb por 24 h, em formulações empregando Tween 80 

como surfactante. O princípio de funcionamento do equipamento é a incidência 

de um feixe de luz (880 nm) sobre a amostra e medidas do retroespalhamento 

(detector a 45o) ou das transmitâncias (detector a 180o). O esquema 

experimental do Turbiscan é apresentado na Figura IV.21. Tal equipamento faz 

a previsão da estabilidade das partículas em tempos maiores, uma vez que 

detecta mínimos fenômenos de agregação, creaming ou sedimentação. A 

principal vantagem dessa técnica é a detecção de fenômenos de instabilidade 

muito antes da observação visual do analisador, especialmente no caso de 

sistemas opacos e concentrados (BURON e col., 2004; MENGUAL e col., 1999).  
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Figura IV.21: Esquema operacional do equipamento Turbiscan. 

 

Na figura IV.22a,  da esquerda para direita, observam-se as variações 

de retroespalhamento ao longo da cubeta. Variações na base, no meio e no 

topo da cubeta, normalmente referem-se a fenômeno de sedimentação, 

coalescência e creaming, respectivamente. Para o sistema de nanocápsulas, 

observa-se creaming da suspensão. Observa-se uma clarificação no início da 

cubeta que é relacionado à migração das partículas para a parte superior.  

 

Figura IV.22: (a) Variações de retroespalhamento (eixo Y) ao longo da cubeta (eixo �: 

de 0 a 50 mm). (b) Observação da cinética de creaming (altura da 

cubeta versus tempo). (# variações devidas ao menisco) 

# 

(a) 

(b) 
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 A variação de backscattering (BS) foi inferior a 0,01 %, o que indica 

que nas condições de análise, nenhuma variação significativa do tamanho de 

partícula foi detectada (ou seja, não há formação de agregados). A ocorrência 

de creaming possivelmente está relacionada com a variação na distribuição de 

tamanhos de partículas, sendo que conforme mencionado anteriormente 

espera-se uma densidade para as nanocápsulas de palmitato de retinila 

menores ou iguais a 1,01 g cm-3. A formação de nanoemulsões em pequena 

proporção pode estar presente no sistema, o que também contribuiria para 

este fenômeno. Cabe mencionar que na avaliação da cinética de creaming 

(Figura IV.22 b) observou-se uma migração de partículas mais rápida nos 

tempos iniciais da medida, tendendo a um platô entre 15 h e 24 h. 

 

IV.8 Caracterização Morfológica das Nanocápsulas por 

FFEM e TEM 

A microscopia eletrônica de transmissão (TEM) geralmente é a técnica 

de escolha aplicada na caracterização de nanopartículas poliméricas na 

avaliação de sua forma e tamanho de partículas. O diferencial desta técnica 

consiste na possibilidade de se distinguir nanocápsulas de nanoesferas e 

nanoemulsões. Na TEM, a técnica de criofatura também tem sido bastante 

empregada para o auxílio da análise morfológica o que possibilita uma 

estimativa das espessuras de paredes de nanocápsulas (BENITA e 

MAGHENHEIM, 2001).  

A Figura IV.23 ilustra as imagens obtidas por microscopia eletrônica de 

transmissão após fratura criogênica (FFEM). Esta técnica mostra-se de grande 

relevância na caracterização do sistema quanto à morfologia da parede 

polimérica. RÜBE e col. (2005) mediram a parede polimérica de nanocápsulas 

do óleo Miglyol 812 (comumente empregado na formação das nanocápsulas 

como carreador de ativos lipofílicos). Em tal trabalho, os autores observaram 

espessuras de paredes de 10 nm, o que foi corroborado por análise de 

espalhamento de nêutrons em pequenos ângulos (SANS). Em nosso sistema, 
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foi observado que a parede polimérica possui espessura que varia de acordo 

com o tamanho da partícula, sendo que partículas menores possuem parede 

polimérica menos espessas do que as maiores, obedecendo aproximadamente 

a razão das frações molares óleo:polímero, com espessuras de parede 

variando entre 5 e 9 nm. A parede polimérica foi atribuída à borda indicada 

pelas setas nas Figuras, enquanto que a parte mais clara (Figura IV.23a) 

provavelmente foi a parte em que ocorreu a remoção do polímero na fratura.  

 

 
 

Figura IV.23: Análise morfológica das nanocápsulas por FFEM. 

 

A Figura IV.24 apresenta a imagem TEM das nanoesferas de: (a) branco 

(surfactantes hidrofílicos) (b) niossomas (sem polímero e óleo), (c) 

nanoesferas (branco sem óleo), (d) da nanoemulsões (sem polímero) e (e) 

nanocápsulas. Algumas amostras apresentaram esferas bem pequenas (em 

torno de 20 nm). No entanto a Figura IV.24 (a) mostra que essas esferas são 

Pluronic (surfactante hidrofílico) secos sobre porta-amostras ou artefato.  

(a) (b) 
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Figura IV.24: Imagens TEM de (a) branco , (b) Niossomas, (c) Nanoesferas, (d) 

Nanoemulsões e (e) Nanocápsulas. 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 
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A amostra de nanocápsulas não é totalmente homogênea, observando-

se esferas menores (Figura IV.24e) que podem ser devidas à formação de 

nanoesferas ou ainda vesículas do surfactante lipofílicos Span 60. A formação 

de vesículas de surfactante é descrita na literatura possibilitando a preparação 

de sistemas de liberação sustentada (LAWRENCE, 1994). Observa-se, 

portanto, que o sistema de nanocápsulas pode apresentar-se como um sistema 

multicomponente onde as melhores condições são empregadas para que se 

tenha majoritariamente a formação de nanocápsulas, não impedindo, no 

entanto, a co-existência de outras fases com menores populações. Observa-se 

que ao contrário das nanoesferas e nanoemulsões, as nanocápsulas 

apresentam característica de deformação, sendo que ao secar sobre o porta-

amostras, o efeito de adesão capilar permite que elas se deformem sem que 

ocorra coalescência das partículas. O mecanismo de adesão capilar na 

secagem das amostras é ilustrado na Figura IV.25.  

Etapa de secagem Secagem completa

Nanocápsulas

Fase aquosa
R2<R1

R
P

γ2
=∆ ∆∆∆∆P2 < ∆∆∆∆P1

R1

R2

Etapa de secagem Secagem completa

Nanocápsulas

Fase aquosa
R2<R1

R
P

γ2
=∆ ∆∆∆∆P2 < ∆∆∆∆P1

R1

R2

 

 

Figura IV.25: Mecanismo proposto para a secagem de partículas: (1) adesão capilar 

segundo a equação I.7 de Young-Laplace; (2) comprovação do 

mecanismo através da comparação entre (a) amostras secas com 

vizinhança e (b) amostras secas isoladas. 

(1) 

(2) 

(a) (b) 
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Durante o processo de secagem da amostra (Figura IV.25-1), ocorre a 

diminuição dos raios dos meniscos formados pela fase aquosa que molha as 

partículas. Conforme mencionado no item 1.5, a diminuição do raio ocasiona 

um aumento da força de adesão capilar (∆P), sendo dependente apenas da 

tensão interfacial e do raio, segundo a equação de Young-Laplace (I.7), de 

maneira que a pressão externa é maior do que a pressão interna nas 

partículas, o que, neste caso, foi suficiente para causar deformação das 

nanocápsulas. Esse mecanismo pode ser comprovado através da Figura VI.25-

2 em que se observa que as partículas secas sobre o porta-amostras não 

apresentaram deformação na ausência de partículas vizinhas, portanto sem 

formação de capilar, mantendo a morfologia esférica. 

O único estudo similar encontrado na literatura até o momento é de 

RASTOGI e col. (2009) no sistema de vesículas poliméricas (em fase aquosa) 

obtidas por auto-organização do copolímero em bloco policaprolactona-

polietilenoglicol-policaprolactona. Nesse estudo, os autores sugerem que 

devido à flexibilidade das partículas, esses polimerossomas podem ser 

empregados para direcionamento a células basais de melanoma. 

 

IV.9 Estudo de Permeação em Membrana Sintética 

Em vista da observação de deformação das nanocápsulas, decidiu-se 

estudar a possibilidade da passagem por poros de menores diâmetros. A pele 

humana possui poros com diâmetros médios de 30 nm, com uma pressão 

transepidérmica de 2,5 atm. Dessa forma, montou-se um experimento visando 

mimetizar a passagem das partículas pela pele. Utilizaram-se duas membranas 

sobrepostas de policarbonato para simulação da tortuosidade da pele em duas 

pressões diferentes 2,5 e 6,0 atm geradas por N2(g). Em princípio, as 

nanocápsulas não passaram pela membrana, sendo que somente algumas 

esferas menores do que 50 nm permearam a membrana. A maior parte da 

fase aquosa ficou retida sobre o filtro, mostrando baixa molhabilidade do 

sistema. A seguir, utilizou-se PEG-8L a 0,2% (m/V) que é amplamente 
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empregado para a produção de lipossomas elásticos (CEVC e BLUME, 1992). 

Desta forma, a passagem das nanocápsulas (e todo o volume de suspensão) 

através dos poros foi possível, sendo que os resultados de tamanhos por 

intensidade são apresentados na Tabela IV.6. 

 
Tabela IV.6: Dados de diâmetros em estudo de permeação em membranas sintéticas. 

 Diâmetros em intensidades / nm (P.D.I.) 

 diâmetros das 
suspensões 

Filtrado Retido no filtro 

NC 227,(0,116) 1421,0 (1,00) 231,6(0,161) 

NC + PEG-8L 2,5 atm 220,0 (0,114) 296,0 (0,540) 604,3(0,606) 

NC + PEG-8L 6,0 atm 215,7 (0,066) 295,7 (0,268) 608,1(0,553) 

 
Para uma melhor ilustração, os resultados são apresentados na forma de 

gráficos na Figura IV.26. 

Como partículas maiores espalham mais luz do que partículas menores 

(intensidade é diretamente proporcional a d6), algumas vezes em sistemas 

polidispersos, usa-se o diâmetro das partículas em número, de maneira que a 

distribuição de partículas não muda, mas a população majoritária (máximo na 

distribuição), normalmente se desloca para valores de menores diâmetros 

(MALVERN INSTRUMENTS). Pode-se observar que, apesar dos valores por 

intensidade para a parte superior (não filtrada) serem maiores do que os de 

intensidades iniciais verifica-se por número que, na verdade, as partículas de 

menores tamanhos (possivelmente mais rígidas segundo as imagens TEM, 

Figura IV.24) ficaram retidas no filtro. 
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Figura IV.26: Distribuição de diâmetros (a) por intensidade e (b) por número das 

nanocápsulas anterior a permeação (NC PEG40), após a permeação 

(NCPEG40 permeado) e partículas retidas no filtro (NCPEG não-

permeado) (2,5 atm). 

 

A Figura IV.27 apresenta as imagens TEM para as partículas extrudadas 

(Figura IV.27a) e retidas na membrana (Figura IV.27b). As imagens de TEM 

corroboram com os resultados obtidos por DLS, ou seja, partículas em torno de 

220 nm se deformam e passam em poros menores. Além disso, retornam a 

uma configuração próxima da inicial (esférica), sugerindo característica elástica 

ao sistema. Partículas de menores tamanhos (mais rígidas) ou de tamanhos 

superiores a 300 nm ficam retidas no filtro. 
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(a) 

(b) 

  NC_PEG 8L       NC_PEG 8L permeado  

  NC_PEG 8L não-permeado 

  NC_PEG 8L       NC_PEG 8L permeado  

  NC_PEG 8L não-permeado 
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Figura IV.27: Imagens TEM das nanocápsulas após o experimento de permeação: (a) 

permeado; (b) retido no filtro. 

 

Os dados das Figuras IV.25-IV.27 permitem sugerir que o sistema de 

nanocápsulas apresenta característica elástica, tendo em vista que a diferença 

de pressão originada pela diminuição das gotas durante o processo de 

secagem das partículas sobre o porta-amostra (forças de adesão capilar, ∆P), 

além da pressão transepidérmica nos ensaios em membranas sintéticas, são 

suficiente para deformar as partículas. 

HONEYWELL-NGUYEN e col. (2003) investigaram as possibilidades de 

permeação de lipossomas utilizando PEG-8L. A primeira possibilidade seria de 

que o PEG-8L tivesse ação como “penetration enhancer”, permitindo a 

passagem dos lipossomas através da camada córnea. A segunda, seria de que 

o PEG pudesse atuar como carreador do fármaco, sendo que o lipossoma 

estaria na superfície da pele após permeação. Para investigação destas 

possibilidades, utilizou-se a pele pré-tratada com PEG-8L (anteriormente a 

(a) (b) 

Pressão 
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aplicação das vesículas sem o PEG), um sistema de micelas de PEG-8L sem 

lipossomas, e aplicação de vesículas com diferentes eficiências de 

encapsulamento. Como resultados, o pré-tratamento da pele com PEG-8L não 

resultou em aumento da permeação, sugerindo que o PEG não desestrutura a 

camada córnea e que deve estar na camada superficial dos lipossomas. Os 

autores observaram que as vesículas contendo PEG-8L são 5 vezes superiores 

às micelas de PEG-8L na permeação em pele, ou seja, o carreamento da droga 

é possivelmente pelos lipossomas. Altas eficiências de encapsulamento 

resultaram em maior penetração da droga, evidenciando que a droga livre em 

suspensão permeia menos, ou seja, de fato os lipossomas elásticos aumentam 

o carreamento para camadas mais profundas da pele. Dessa forma, sugeriu-se 

que a maior permeação dos lipossomas é devido à propriedade elástica do 

sistema. 

Em nosso trabalho, cabe mencionar que o PEG-8L, apesar de ser 

empregado acima de sua cmc não é detectado por DLS quando filtrado devido 

à diluição posterior do filtrado para análise, ou seja, as partículas medidas na 

suspensão são de fato as nanocápsulas. Apesar da característica elástica das 

nanocápsulas, há a necessidade de uso do PEG-8L para passagem em poros 

sintéticos, a qual possivelmente pode estar relacionada com fenômenos de 

repulsão capilar devido a baixa molhabilidade das partículas para passagem 

pelos poros de menores tamanhos na ausência desse surfactante. 

 

IV.10 Caracterização da Formulação Semi-Sólida 

Para avaliação de uma potencial aplicação das nanocápsulas em 

formulações dérmicas ou cosméticas, incorporou-se a suspensão de partículas 

em gel de Carbopol 940, sendo que nesse caso, torna-se importante avaliar se 

o comportamento reológico do semi-sólido é afetado pela incorporação das 

nanoestruturas. O comportamento reológico das formulações através das 

curvas de histerese apresentado na Figura IV.28. 
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Figura IV.28: Curvas de histerese do comportamento reológico das nanocápsulas 

incorporadas ao gel (NC) em comparação com o branco (gel sem a 

adição das nanocápsulas).  
(→→→→ = ponto inicial) 

 

O tipo de gel empregado influencia o comportamento reológico e 

estabilidade física do produto, bem como age como um meio de liberação dos 

ativos incorporados. O tipo de matriz empregada, Carbopol, pertence à classe 

de polímeros acrílicos ácidos que se transformam em géis na neutralização em 

meio aquoso devido a mudanças na conformação das cadeias poliméricas. Os 

carbopóis apresentam comportamento não newtoniano, o qual é caracterizado 

por uma dependência não linear entre a taxa de cisalhamento, γ, e a tensão de 

cisalhamento, τ (KIM e col., 2003). Fluxos não newtonianos podem ainda ser 

caracterizados por três tipos de curva: plástica, pseudoplástica e dilatante, 

sendo que os carbopóis geralmente apresentam comportamento 

pseudoplásticos (CORRÊA e col., 2005). As curvas de tensão de cisalhamento 

por taxa de cisalhamento podem ser descritas por equações de Bingham 

(linear, comportamento plástico perfeito), Casson (linear com as raízes 

quadradas, plástico), Ostwald (modelo exponencial, pseudoplástico) e 
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Herschel-Burkley (modelo exponencial, pseudoplástico com valor de cedência). 

Os modelos de Ostwald e Herschel-Burkley geralmente são os que melhor 

descrevem as curvas de carbopóis (KIM e col., 2003): 

 γττ n
o

+=  (Bingham) (IV.6) 

 5,05,05,05,0 γττ n
o

+= (Casson) (IV.7) 

 nKγτ =  (Ostwald) (IV.8) 

 n

o
Kγττ +=  (Herschel-Burkley) (IV.9) 

 
onde n = índice de potência e K = consistência (Pa sn), e τo = valor de 

cedência (KIM e col., 2003) 

 Os modelos para as curvas da Figura IV.28 foram de Ostwald e Herschel-

Burkley para o gel com e sem nanocápsulas (Tabela IV.7).  

 

Tabela IV.7: Modelagem do comportamento reológico do gel de carbopol contendo as 

nanocápsulas (NC) e gel contendo surfactante (Branco). 

 Formulação de Carbopol 

 Branco NC 

Modelo Herschel-Burkley Ostwald 

Fator de regressão linear, R2 (#) 0,9991 0,9994 

Consistência, K / (Pa sn) 20,5 ± 0,1 20,3 ± 0,6 

Índice de fluxo, n 0,206 ± 0,002 0,195 ± 0,002 

(#) (ajuste ao modelo) 

 
Os géis pseudoplásticos têm como principal característica a diminuição 

da viscosidade aparente com o aumento da tensão de cisalhamento. Esse 

comportamento reológico é de grande importância para produtos cosméticos 

durante a aplicação tópica, podendo ser classificado como de fácil aplicação. 

Além disso, os géis são tixoprópicos que significa “mudança com o toque”. 

Esse termo normalmente é associado ao comportamento pseudoplástico, tendo 

como vantagens um maior tempo de prateleira por apresentarem viscosidades 

constantes durante o armazenamento, o que dificulta a separação dos 

constituintes. Após a deformação durante a aplicação tópica, o produto 
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recupera a viscosidade inicial o que evita que o produto escorra. Os valores de 

tixotropia não devem ser muito altos para que o produto escorra após a 

aplicação devido ao longo tempo para recuperar a configuração original e nem 

muito baixo para não dificultar a aplicação (CORRÊA e col., 2005). 

Qualitativamente, podemos observar a formulação do gel de nanocápsulas 

apresenta uma tixotropia adequada devido à pequena mudança nas 

viscosidades observadas através da curva de histerese (Figura IV.28). 

ALVES e col. (2005) estudaram o comportamento reológico de géis de 

carbopol incorporando nanocápsulas, nanoemulsões e nanoesferas, 

encapsulando nimesulida (polímero PCL e óleo Miglyol), sendo que as 

nanopartículas não alteraram significativamente as características reológicas 

do sistema. Os comportamentos observados foram pseudoplásticos, melhor 

ajustados no modelo de Ostwald para todas as formulações. 

Em nossas formulações, na comparação entre Branco e nanocápsulas, 

observamos uma diferença apenas no comportamento inicial da formulação 

contendo somente surfactantes, o qual segue o modelo de Herschel-Burkley 

(apresentando um valor de cedência). Esse comportamento pode ser devido à 

organização do surfactante, o qual foi empregado acima da cmc podendo 

desestruturar o gel.  

A incorporação de surfactantes como Pluronic F127 e Tween 80 em géis 

de Carbopol 934 alteraram as características reológicas e difusão de 

nanopartículas de poliestireno de 162 nm de diâmetro. Em pequenas 

concentrações (abaixo da cmc), os surfactantes aumentaram a viscosidade e 

elasticidade do sistema. Moléculas de surfactante formam micelas 

interpoliméricas e criam uma estrutura tridimensional mais conectada do que 

apenas as redes de Carbopol. O volume livre entre as cadeias de carbopol é 

pouco alterado de maneira que não afeta a difusão das partículas de 

poliestireno. Quando a concentração de surfactantes é maior, acima da 

concentração de agregação crítica, ocorre a formação de micelas 

intrapoliméricas e diminui a conecção interpolimérica (rompendo pontos da 

rede tridimensional). Desta forma, a macroviscosidade do sistema diminui, 

porém a difusão das partículas se torna mais lenta devido ao caminho mais 
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tortuoso devido às micelas ou agregados de carbopol/surfactantes (BARREIRO-

IGLESIAS, 2001). 

Em nosso sistema, sugere-se que a introdução de partículas no sistema 

atue de maneira semelhante à diminuição da concentração de surfactantes 

(tendo em vista que parte do surfactante está localizado na superfície das 

partículas). Desta forma, observa-se uma tensão de cisalhamento inicial um 

pouco maior no caso das nanocápsulas em relação ao branco.  

 

IV.11 Obtenção das Nanocápsulas de Palmitato de 

Retinila no Encapsulamento da Benzofenona-3 e 

Baicaleína 

Dois bioativos modelos foram encapsulados no sistema de nanocápsulas 

deformáveis: o filtro UV benzofenona-3 (BZ3) e o flavonóide baicaleína (BAI). 

O método experimental consistiu na solubilização do bioativo na fase orgânica 

na preparação das nanocápsulas. 

A Tabela IV.8 mostra as principais características físico-químicas do 

sistema (distribuição de diâmetros e potencial zeta) e a incorporação de 

bioativos com alta eficiência de encapsulamento. O sistema de nanocápsulas 

apresenta como principal vantagem uma maior incorporação da droga em 

relação a nanoesferas. A incorporação da droga não alterou significativamente 

os diâmetros de partículas e potencial zeta. 

 

Tabela IV.8: Valores de diâmetros e potencial zeta para as preparações nanoesferas 

(NS) e nanocápsulas (NC) no encapsulamento dos ativos BAI e BZ3. 

Formulação Eficiência de 

Encapsulamento % 

Diâmetros das 

suspensões / nm (PDI) 

Potencial Zeta / mV 

NCBZ3 99,8 210,7 (0,06) -17,0 ± 1,0 

NSBZ3 99,7 112,2 (0,04) -27,5 ± 2,1 

NCBAI 99,6 226,2 (0,14) -26,7 ± 6,6 

NSBAI 95,6 154,7 (0,04) -11,1 ± 5,1 

 



IV –RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

90 

Tais resultados mostram que o sistema de NC é bastante eficiente como 

sistema reservatório de bioativos.  

 

IV.12 Análise Térmica Diferencial das Nanocápsulas 

Técnicas de análises térmicas têm sido empregadas para definir 

possíveis interações entre princípio ativo e polímeros em sistemas poliméricos 

no encapsulamento, além de fornecer informações importantes concernentes a 

dispersões moleculares ou estados físicos de princípios ativos (BENITA E 

MAGHENHEIM, 2003). 

MU e FENG (2003) avaliaram as curvas de DSC de nanopartículas de 

PLGA recobertas com o surfactante succinato de polietilenoglicol α-tocoferol  

(TPGS), sendo que o comportamento das nanopartículas foi próximo ao dos 

materiais sólidos amorfos, sem pico de fusão adicional. 

GÓMEZ-GAETE e col. (2007) avaliaram nanopartículas de PLGA 

encapsulando dexametasona, sendo que não foi observado nenhum evento 

que pudesse ser atribuído à interação droga-polímero, indicando que a droga 

está molecularmente dispersa ou a quantidade encapsulada é muito baixa para 

indicar qualquer alteração. Foram detectados cristais de dexametasona na 

suspensão, além da eficiência de encapsulamento ter sido baixa: 0,2 mg de 

droga em 100 mg de polímero, sendo que foram adicionados 5 mg de droga na 

preparação. 

A caracterização das nanoestruturas por calorimentria diferencial de 

varredura (DSC) é apresentada na Figura IV.29, a qual indica um ponto de 

fusão adicional (evento endotérmico) nas partículas (próximo a 30 oC). Tal 

evento poderia ser atribuído ao palmitato de retinila, tendo em vista que sem a 

adição de BHT sua fusão ocorre a 28 oC. Entretanto, este pico também é 

observado nas nanoesferas (apesar de estar deslocado para temperaturas um 

pouco maiores).  
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Figura IV.29: Gráficos de DSC para as matérias primas utilizadas, misturas físicas e 

nanoestruturas. Mist(-span)= mistura física de palmitato de retinila (PR), 

PLA e  Pluronic F68  (sem Span 60); Mist= mistura física; Mist(+BZ3)= 

adição de benzofenona-3.; NC(-span)= nanocápsulas sem Span60; NC = 

Nanocápsulas; NCBZ3= nanocápsulas encapsulando BZ3; NS = 

nanoesferas; NE= nanoemulsões. 

A mistura física apresenta comportamento térmico que difere das 

nanoestruturas e se assemelha a soma das matérias-primas. Como molécula 

modelo, supostamente solubilizada no palmitato de retinila, utilizou-se a BZ3. 

Observa-se, no entanto, que para a mistura física e nanoestruturas, não ocorre 

deslocamento significativo nos fenômenos físicos observados, o que pode ser 

devido a baixa concentração da BZ3 em relação aos demais componentes da 

formulação. Comparando-se as nanocápsulas com e sem Span 60, observa-se 

que ocorre um alargamento no pico de fusão do palmitato de retinila quando 

se emprega este surfactante lipofílico o que pode ser atribuído a sua 

solubilização no núcleo oleoso. Além disso, ocorre um abaixamento na 

temperatura dos eventos subsequentes (fusão) que pode ser relacionado à 
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menor temperatura de fusão do Span 60 em relação ao surfactante 

hidrossolúvel e polímero. 

 

IV.13 Estudos de Liberação In Vitro 

Além da possibilidade de associação com outros ativos, investigou-se 

também uma vantagem adicional das nanocápsulas em relação às 

nanoemulsões que consiste, supostamente, em uma liberação mais lenta do 

ativo nas nanocápsulas devido à presença da parede polimérica, similarmente 

ao observado na liberação de xantona em nanocápsulas e nanoemulsões de 

PLGA (TEI�EIRA e col., 2004). 

Os estudos de cinética de liberação in vitro dependem do estado físico 

das moléculas encapsuladas no carreador coloidal. Cinéticas diferentes de 

liberação são esperadas de drogas solubilizadas em um núcleo oleoso nas 

nanocápsulas ou molecularmente dispersas em uma matriz polimérica. A 

caracterização da liberação de drogas sob condições sink (de não-saturação da 

droga no meio) é tecnicamente difícil de ser obtida. Isto pode ser atribuído a 

dificuldade de se separar efetivamente e rapidamente as partículas de droga 

dissolvida ou liberada na solução sink devido às pequenas dosagens. Esforços 

têm sido feitos para avaliar a liberação de drogas utilizando várias técnicas 

como tubo de diálise sob ambas as condições dinâmica ou estática. Além disso, 

filtros e membranas devem ser empregados de maneira que se evitem perdas 

por degradação ou adsorção de partículas de fração de droga liberada. Os 

principais métodos para estudos de liberação in vitro são: tubo de diálise sob 

condições dinâmicas ou estáticas e técnicas de separação baseadas em 

filtração ou ultracentrifugação (BENITA e col., 1991;SOPPIMATH e col., 2001). 

O perfil de liberação in vitro (através de membrana de diálise) em 

condições sink é apresentado na Figura IV.30. As nanocápsulas apresentam o 

perfil de liberação mais lento enquanto que a nanoesferas apresentam perfil 

lento no início, mas ao final do período a liberação se acentua (quase 100% do 

ativo).  
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Figura IV.30: Perfil de liberação da benzofenona (BZ3) livre, incorporada em 

nanoemulsões (NEBZ3), nanocápsulas (NCBZ3) e nanoesferas 

(NSBZ3). 

 

A liberação de ativos encapsulados pode ser tanto por erosão quanto por 

difusão (HOLLAND e TIGHE, 1992). No geral, no entanto, observa-se que a 

difusão é a principal força dirigente para a liberação tanto in vivo quanto in 

vitro. Além disso, cabe mencionar que um efeito burst acentuado não é 

observado nos sistemas propostos devido à alta eficiência de encapsulamento, 

ou seja, não há uma proporção significativa de fármaco livre ou adsorvido para 

elevar acentuadamente a concentração inicial em suspensão. Mesmo o fármaco 

livre, apresenta uma dissolução relativamente lenta por ter sido empregado na 

forma cristalina, ou seja, a liberação no caso envolveu a dissolução dos 

cristais. Como exemplo da literatura, MUSUMECI e col. (2006) observaram 

uma fase burst próxima a 50% nas primeiras 24 h em nanopartículas de PLGA 

e PLA encapsulando docetaxel. As eficiências de encapsulamento nesses 

sistemas, no entanto, foram bem menores, entre 10% e 23% para massas de 

droga de 0,5 % e 1% em relação à massa de polímero. 

A liberação mais lenta do ativo nas nanocápsulas em relação às 

nanoemulsões pode ser devida à presença da parede polimérica. Em relação às 
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nanoesferas, atribui-se às diferenças observadas a diferentes interações 

ativos-óleo e ativo-polímero. 

 

IV.14 Estudo de Permeação Cutânea em Célula de 

Difusão Vertical de Franz da Nanocápsulas 

IV.14.1Análise por HPLC 

A Figura IV. 31 apresenta um conjunto de cromatogramas ilustrativos das 

análises feitas no estudo de permeação cutânea, mostrando que no tempo de 

retenção do palmitato de retinila (16,4 minutos), não há interferentes. Para 

otimização do método, as curvas de calibração foram construídas desde o 

limite de quantificação (200 ng mL-1) a 10 µg mL-1, mostrando uma ampla 

faixa de linearidade com R2 superior ou igual a 0,99 em todas as curvas. 
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Figura IV.31: Ilustração de cromatogramas após os ensaios de permeação: tape, 

receptor e pele sem palmitato de retinila (Brancos), e utilizando 

nanocápsulas de palmitato de retinila (NC_Pele). 
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A Figura IV.32 apresenta os resultados dos estudos de permeação em 

célula de difusão vertical de Franz das nanocápsulas incorporadas em gel de 

Carbopol após 24 h de experimento. As nanocápsulas atingem em alta 

concentração a epiderme viável e derme, além da solução receptora, indicando 

que as nanocápsulas apresentam permeação cutânea muito eficiente. Nestes 

experimentos, realizou-se a extração do ativo retido na camada córnea através 

da técnica de tape striping. Na literatura são empregados entre 10 e 20 tapes 

(TOUITOU e col., 1998). Empregamos 20 tapes para garantia de remoção do 

máximo possível da camada córnea.  
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Figura IV.32: Permeação das nanocápsulas em pele humana abdominal após 24 h de 

permeação em célula de difusão vertical de Franz. 

A pele é uma barreira bastante efetiva frente a permeação de diversas 

substâncias, sendo que a camada córnea (células anucleadas de 

queratinócitos) apresenta-se como a principal barreira quanto a permeação de 

ativos (ABURJAI e NATSHET, 2003). Uma vez que atinge-se camadas mais 

profundas da epiderme ou derme, o ativo pode facilmente atingir a corrente 

sanguínea (nesse caso mimetizado pela célula receptora). Quando a 

permeação é uniforme e o ativo não-tóxico, a quantidade em que se atinge a 

corrente sanguínea pode ser desprezível. Além disso, dependendo da ação 

desejada dos produtos dermatológicos ou cosméticos, faz-se necessário que o 
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ativo atinja as células viáveis da pele (queratinócitos na epiderme e/ou 

fibroblastos na derme). 

No geral os retinóides apresentam baixa permeação em pele 

(GOLLNICKE col. 1997), sendo que o sistema de nanocápsulas mostra-se 

promissor para o carreamento do palmitato de retinila para camadas mais 

profundas da pele. Na literatura, as SLN também são relacionadas ao aumento 

da permeação do palmitato de vitamina A em pele (JENNING e col., 2000).  

A permeação de ativos no sistema de nanocápsulas de palmitato de 

retinila foi avaliada empregando-se a BZ3 como molécula modelo tanto no 

sistema de nanoesferas quanto de nanocápsulas. A Figura IV.33 apresenta o 

resultado das análises com um cromatograma ilustrativo no inset , sendo que 

as curvas foram construídas na faixa de 100 ng mL-1 a 5 µg mL-1 (tempo de 

retenção= 10,7 min), e a análise quanto a possíveis interferentes também foi o 

parâmetro primordial na escolha do método.  
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Figura IV.33: Permeação da BZ3 encapsulada em nanoesferas (NS) e nanocápsulas 

(NC) em pele humana abdominal após 24 h de permeação em célula de 

difusão vertical de Franz. 
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Desta forma, observa-se que as nanocápsulas permitem uma maior 

permeação do ativo em relação à nanoesferas, o que pode ser devido a uma 

maior permeação do carreador (devido à flexibilidade das nanocápsulas) 

conforme os dados observados por TEM. Cabe mencionar que a BZ3 não foi 

detectada na célula receptora devido a baixa concentração utilizada. No caso 

do palmitato de retinila (Figura IV.32), pôde ser detectado na célula receptora 

por encontrar-se em uma concentração maior na formulação (15 vezes em 

massa). 

O único estudo comparativo de nanoesferas e nanocápsulas na 

literatura, encapsulando nimesulida em PCL, também apresentou resultado de 

maior permeação da droga empregando o sistema de nanocápsulas (ALVES e 

col., 2007). Os autores sugeriram este fato a diferenças nos sistemas de 

liberação empregados (vesicular ou matriz polimérica).  

 

IV.14.2Avaliação por Microscopia de Varredura a Laser Confocal 

A técnica de microscopia de varredura a laser confocal (CLSM) apresenta 

como principal vantagem a análise da amostra sem necessidade de 

congelamento ou evaporação, além da possibilidade de cortes em diferentes 

planos focais ao longo do eixo z (profundidade) (ALVAREZ-ROMÁN e col., 

2004a).  

Inicialmente avaliamos a integridade das peles utilizadas através da luz 

transmitida em cortes transversais da pele (Figura IV.34), indicando a 

diferença morfológica entre derme e epiderme.   
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Figura IV.34: Corte transversal na pele indicando a integridade da epiderme e da 

derme. A seta indica a divisão entre derme (esquerda) e epiderme 

(direita).  

 

A análise das partículas na pele, no entanto, foi realizada ao longo do 

eixo z (profundidade na pele) devido à dificuldade em se obter cortes 

transversais uniformes. A desvantagem desta análise é a perda de orientação 

quanto à morfologia; porém se tem um melhor indicativo da permeação das 

partículas em pele. A Figura IV.35 fornece um indício de morfologia devido a 

marcação de corneócitos pelo isotiocianato de fluoresceína (FITC) após 2 h de 

permeação.  

 

Figura IV.35: Permeação de uma amostra de Nanoesferas PLA-azul do Nilo 

encapsulando FITC após 2 h de permeação em célula de difusão vertical 

de Franz: (�,Y)= superfície. As imagens mostram a marcação do FITC, 

azul do Nilo (AN) e a sobreposição das imagens (FITC-AN). 

 

Na Figura IV.35 verifica-se que o corante FITC possui afinidade pelos 

corneócitos, marcando-os uniformemente quando encapsulado em 

nanopartículas. As nanoesferas, no entanto, são removidas da superfície na 

(X, Y) 

FITC FITC-ANAN
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lavagem após o experimento de permeação, não apresentando a mesma 

colocalização do que o FITC. Resultado bastante similar foi observado no 

trabalho de RASTOGI e col. (2009), dada a marcação de corneócitos pelo 

vermelho do Nilo, a qual foi atribuída à afinidade do corante livre. 

A Figura IV. 36 mostra que o palmitato de retinila (PR) permeia a 

camada córnea, corroborando com o resultado obtido por HPLC. Cabe destacar 

que não foi possível observar colocalização do verde e vermelho, sendo que o 

PR (verde) forma o núcleo das NC e o PLA-AN (vermelho), a parede polimérica. 

Nas condições experimentais usadas o palmitato está presente em alta 

concentração, apresentando o fenômeno de supressão (“quenching”). Sendo 

assim, pode-se atribuir a marcação em verde observada ao palmitato livre 

(0,1% não-encapsulado).  

 

Figura IV.36: Pele após 4h de permeação com a suspensão de nanocápsulas com 

polímero funcionalizado, analisada em sentido horizontal (�,Y) e  

seccionamento óptico do microscópio no eixo de profundidade Z (�,Z). 

 

10 µm 

(X, Y) 
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Desta forma, as nanocápsulas são melhor caracterizadas pela 

permeação do vermelho. Observa-se que parte do palmitato de retinila, 

possivelmente “livre”, permanece na superfície, enquanto que as nanocápsulas 

(com palmitato de retinila encapsulado e possivelmente livre, proveniente de 

liberação), permeiam em camadas mais profundas, sendo nesse caso, 

caracterizadas pelo vermelho da parede polimérica. 

A Figura IV. 37 apresenta as imagens representativas para os sitemas 

de nanoesferas e nanoemulsões após 2h de permeação. 

A comparação entre nanoesferas, nanoemulsões e nanocápsulas quanto 

a profundidade de permeação, no entanto, não apresentou variações 

significativas nos tempos estudados pela técnica de CLSM. Algumas amostras 

de tempos de 1 a 4 h de nanoesferas apresentaram menor permeação do que 

as nanocápsulas, sugerindo uma eficiência maior das nanocápsulas em relação 

a este parâmetro. Entretanto, não foi possível obter reprodutibilidade no 

ensaio, possivelmente devido ao tempo de permeação relativamente baixo, o 

qual contribui para aumentar o erro associado às diferenças na rugosidade das 

peles utilizadas (que pode ser confundida com permeação de tempos iniciais). 

 

Figura IV.37: Pele após 2 h de experimento de permeação com a suspensão de (a) 

nanoesferas NS com polímero funcionalizado e (b) e nanoemulsões NE. 

10 µµµµm 

(a)(X, Y) (b)(X, Y) 

 (X, Y) 

 (X, Z) 
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Os tempos de permeação foram escolhidos com base em ensaios da 

literatura (RASTOGI e col., 2009; ALVAREZ-ROMÁN e col., 2004a), mas não foi 

adequado para nosso sistema. No trabalho de RASTOGI e col. (2009), os 

autores observaram fluorescência em profundidade de 45 µm na pele após 2 h 

de permeação, porém apenas a epiderme (remoção após banho a 60 h por 1 

minuto), tratada posteriormente com FITC em glicerol e PBS, foi utilizada no 

experimento. Além disso, os autores observam a permeação do corante 

encapsulado e não do carreador. No trabalho de Alvarez-Román, os tempos 

utilizados variaram entre 30 minutos e 2 h, sem que fosse observado aumento 

de permeação nesse período.  

A pele apresenta rugosidades que podem ser as principais responsáveis 

pelo erro experimental neste caso. Sugere-se assim, como trabalho futuro, a 

investigação após 6 h e 12 h de permeação (podendo apresentar menor 

variação nas profundidades). Ainda assim, com base no resultado de 

permeação apresentado na Figura IV.38 que indica que o palmitato livre ou 

encapsulado permeia juntamente com o polímero, pode-se sugerir que o 

principal mecanismo de permeação das nanocápsulas é por via intercelular e 

através de finos poros da pele, pois a permeação apresenta-se bastante 

uniforme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV –RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

102 

 



V - CONCLUSÕES 

 

103 

 

V CONCLUSÕES 

Foram obtidas pela primeira vez nanocápsulas de poli(D,L-lactídeo) no 

encapsulamento do palmitato de retinila, apresentando baixa polidispersidade, 

baixa citotoxicidade, além de estabilidade física e química. Por DSC, observou-

se que as nanoestruturas apresentam um pico adicional endotérmico próximo 

a 30 oC que difere das misturas físicas, as quais fundem apenas em 

temperaturas maiores, além de aumento da largura do pico de fusão de 

palmitato de retinila, sugerindo a solubilização do Span 60 no núcleo oleoso. 

As nanocápsulas investigadas nesse trabalho de Tese mostraram-se sistemas 

potenciais não somente para o carreamento de vitamina A, mas também como 

carreador de outros ativos lipofílicos solubilizados no núcleo oleoso, como a 

baicaleína e a benzofenona-3. As estruturas das nanocápsulas foram ainda 

investigadas pela técnica de FFEM, elucidando-se espessuras de parede entre 5 

e 9 nm, dependente do diâmetro das nanocápsulas. A análise morfológica por 

TEM mostrou que a força de adesão capilar é suficiente para deformar as 

partículas durante a secagem, sugerindo uma característica elástica ao 

sistema. A extrusão em membranas sintéticas de poros de menores diâmetros 

do que as nanocápsulas indicaram que à pressão transepidérmica, as 

nanocápsulas sofrem deformação e passam por poros das membranas, os 

quais simulam os poros da pele. A investigação da permeação cutânea em pele 

humana abdominal corrobora com este fato, tendo em vista que a dosagem 

por HPLC evidencia que as nanocápsulas, de fato, apresentam alta capacidade 

de permeação cutânea. A comparação, no encapsulamento da benzofenona-3 
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como molécula modelo, de nanoesferas e nanocápsulas mostram que o ativo 

apresenta maior absorção cutânea quando incorporado nas nanocápsulas (de 

maiores tamanhos), o que pode ser atribuído em parte à característica elástica 

do sistema de nanocápsulas. Obteve-se um derivativo polimérico fluorescente 

PLA-azul do Nilo pioneiramente neste trabalho para ivestigação da permeação 

do carreador (polímero) em comparação com o ativo fluorescente escolhido 

(palmitato de retinila) de distintos comprimentos de onda de excitação e 

emissão. A investigação da permeação das nanocápsulas por CLSM mostrou 

que o polímero é encontrado na mesma profundidade na pele do que o ativo 

(óleo), sugerindo uma permeação do ativo juntamente com o carreador, 

diferentemente da revisão de estudo de permeação de partículas poliméricas 

em pele, na qual as conclusões são de que os carreadores permanecem na 

superfície. As análises indicaram também que a permeação das nanocápsulas é 

bastante uniforme, o que sugere que o mecanismo de permeação é por via 

intercelular e por poros da pele. Dessa forma, as nanocápsulas mostraram-se 

como um sistema novo e versátil devido a característica elástica que as tornam 

promissoras para passagem através de barreiras biológicas, como na aplicação 

transdérmica. 
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VI  TRABALHOS FUTUROS 

  

Como proposta para trabalhos futuros, destacam-se: 

 

- Caracterização das nanocápsulas poliméricas por espalhamento de 

nêutrons em pequenos ângulos (SANS). 

- Investigação do mecanismo de internalização celular das nanocápsulas 

em queratinócitos por CLSM. 

- Investigação do mecanismo de permeação por CLSM das nanocápsulas 

e nanoesferas após 6 h e 12 h de experimento comparando-se amostras com e 

sem PEG-8L. 

- Avaliação das nanocápsulas e nanocápsulas com baicaleína em 

experimentos de cicatrização cutânea. 

- Encapsulamento de outros bioativos nas NC para liberação uniforme 

nas diversas camadas da pele. 

- Utilização das nanocápsulas de palmitato de retinila ou nanocápsulas 

de palmitato de retinila encapsulando bioativos para aplicação oral ou 

parenteral. 
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VIII  ANEXO 

As estruturas químicas dos compostos utilizados nesse trabalho (em 

negrito), bem como das demais moléculas mencionadas no decorrer do texto 

são apresentadas a seguir: 

 

α-Tocopherol 

 

 

Acetato de uranila di-

hidratado 
H3C

O

O-      UO2
2+        H2O

2
*

 

Ácido flufenâmico 

 

 

Ácido hialurônico 
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Álcool polivinílico (PVA) 

 

Ampicilina 

 

 

Anfotericina B (fungizona) 
 

 

Azul do Nilo 

 

Baicaleína 

OHO

HO

OH O  

Baicalina 

 

Benzofenona-3 (BZ3) O OH

OCH3  
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Brometo de 

cetiltrimetilamônio  

(CTAB)  

Brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólico (MTT) 

 

Carbopol (ácido 

poliacrílico) 

 

Cloridrato de 3-amino-7- 

dimetilamino-2-

metilfenazina (VN)   

Dexametasona 

 

 

Dicicloexilcarbodiimina 

(DCC) 
CN N

 

2,2-Difenil-1-picril-hidrazila 

(DPPH) 

 

Di-terc-butil-4-hidroxi-

tolueno (BHT) 
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Docetaxel 

 

Dodecilsulfato de sódio 

(SDS) 

 

Formvar (polivinil formal) 

O O

H2C

R

R=C3H7

n  

Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) 

 

 

Hematoporfirina 

 

Melatonina 

 

Metoxinamato de Octila 

(OMC) 
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Miglyol 810 (65-80% ácido 

caprico, 20-35% ácido 

caprílico) 

Miglyol 812 (30-45% de 

ácido cáprico, 30-45% de 

ácido caprílico) 

OH

O

   

 OH

O

 

Minoxidil 

 

N-hidroxisuccinimida 

(NHS) N
O

O
OH

 

Nimesulida 

 

O

NO2

CH3SO2NH

 

Palmitato de Retinila 

O (CH2)14CH3 

O

Pluronic F 68 (Polaxamer 

188) 

 

Podofilotoxina 
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Poliacrilamida 

 

Policarbonato 

 

Poli(D,L-lactídeo) 

O

CH3

O

n 

Poli(D,L-lactídeo-co-

glicolídeo) (PLGA) 
O

CH3

O

O

O
x y 

Poli(εεεε-caprolactona) 

O

O

n 

Polietilenoglicol 
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Polioxietilenoglicol 8-

lauril (PEG-8L) 
O

O

O H

8  

Poliestireno 
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Poli(hidroxibutirato-co-

hidroxivalerato) (PHBV) 
O

O O

O
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Polimetilmetacrilato (PMMA) 

OO

n  

Poliuretano 

 

Propilenoglicol 

 

Quercetina 

 

Quitosana 

 

Rodamina B 

 

Span 60 
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Span 80 

 

 

Succinato de polietilenoglicol 

α-tocoferol 

(TPGS) 

 

 

Sulfato de condroitina 
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Tiouréia 

 

Trietanolamina 

 

Tween 60 
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Tween 80 

 

 

Vermelho do Nilo 

 

Wogonina 
 

 

Wogonosídeo 

 

 

�antona 

 

 


