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RESUMO

NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS: ENCAPSULACAO DE
TRETINOINA PARA APLICACAO TOPICA

Tretinoina (acido todo-trans-retindico) € empregada no tratamento tépico de vérias
doencas de pele, no entanto sua utilizacdo é fortemente limitada pelos efeitos
colaterais que apresenta e pela sua alta instabilidade quimica. Neste trabalho
tretinoina foi encapsulada em nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS-TRE) e em
NLS recobertas com quitosana (NLS-Quitosana-TRE). Ambas as particulas
apresentaram alta eficiéncia de encapsulacdo, alta estabilidade fisica e morfologia
esférica. As NLS-Quitosana-TRE apresentaram menor cristalinidade em relacéao
as NLS sem quitosana. A capacidade de transporte das nanoparticulas foi limitada
pela baixa taxa de solubilizagdo da tretinoina no lipidio fundido, nas condi¢des de
preparagado. A adicdo de etanol na preparagdo das nanoparticulas aumentou a
capacidade de transporte, no entanto a estabilidade das dispersdes foi alterada
(as NLS sem quitosana permaneceram estaveis por apenas um més e as NLS
com quitosana se desestabilizaram logo ap6s a preparagdo). Ambas as particulas
nao apresentaram potencial citotoxico em células de fibroblastos e queratindcitos.
A encapsulagdo de tretinoina em NLS reduziu de forma significativa sua
fototoxicidade, o que evidencia o efeito protetor da matriz lipidica. As NLS-
Quitosana-TRE apresentaram alta atividade antibacteriana contra as principais
bactérias envolvidas na acne (S. epidermidis e P. acnes) e contra a S. aureus,
também envolvida em infeccbes de pele. Os resultados obtidos neste trabalho
permitem concluir que as NLS, com e sem recobrimento com quitosana, possuem
um grande potencial para encapsulacdo de tretinoina em aplicagdes dérmicas. O
recobrimento com quitosana pode melhorar ainda mais as propriedades das NLS
como sistema carreador de tretinoina, uma vez que as NLS-Quitosana-TRE
apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias envolvidas em infeccdes
de pele e desta forma podem aumentar a eficacia terapéutica no tratamento tépico

da acne e de outras doencas de pele.
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ABSTRACT

SOLID LIPID NANOPARTICLES: ENCAPSULATION OF TRETINOIN
FOR TOPICAL APPLICATION

Tretinoin (all-trans retinoic acid) is employed in the topical treatment of various skin
diseases, however, its uses is strongly limited by their side effects and high
chemical instability. In this work tretinoin was encapsulated in solid lipid
nanoparticles (SLN-TRE) and SLN coated with chitosan (SLN-Chitosan-TRE). Both
particles exhibited high entrapment efficiency, high physical stability and spherical
morphology. The SLN-chitosan-TRE presented lower crystallinity compared to SLN
without chitosan. The loading capacity of nanoparticles was limited by the low
solubilization rate of tretinoin in the melted lipid at the preparation’s conditions. The
addition of ethanol in the nanoparticles preparation increased the loading capacity,
however the dispersion stability was altered (the SLN without chitosan remained
stable by only one month and the SLN with chitosan destabilized after preparation).
Both particles were not cytotoxic to either fibroblasts or keratinocytes cells. The
tretinoin encapsulation in SLN decreased significantly its phototoxicity, which
shows a protector effect by the lipid matrix. The SLN-Chitosan-TRE exhibited high
antibacterial activity against the main bacteria involved in the acne (S. epidermidis
and P. acnes) and against the S. aureus which is involved in skin infections. The
results obtained in this work allows us to conclude that the SLN, with and without
coating with chitosan, have a great potential for encapsulation of tretinoin in dermal
application. The coating with chitosan can improve the SLN properties as carrier
for tretinoin because the SLN-Chitosan-TRE exhibited antibacterial activity against
bacteria involved in skin infections and therefore can improve the therapeutic
efficacy in the topical treatment of acne and other skin diseases.
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1. INTRODUCAO

1.1. Retinoides

O termo “retindide” € largamente utilizado para se referir as moléculas de
ocorréncia natural e compostos sintéticos com agdes caracteristica da vitamina A
(retinol). De acordo com a IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada) os retindides sdo definidos como compostos contendo quatro unidades
de isopreno (Figura 1) unidas de uma maneira cabeca-cauda (Darlenski et al.,

2010).
CHs

P

H,C

Figura 1. Estrutura do isopreno

1.2. Tretinoina

A tretinoina (Figura 2), ou acido todo-trans-retindico, é o principal metabdlito
enddgeno da vitamina A (o mais ativo metabolicamente) que encontra aplicacoes
em terapia e prevencdo de cancer e no tratamento de doengas dermatol6gicas
(Njar et al., 2006). A tretinoina desempenha um papel importante na regulagéo da
expressao génica, em diferenciacao celular, proliferacdo de células epiteliais (Njar
et al., 2006), producédo de sebo e sintese de colageno (Shah et al., 2007). O
mecanismo pelo qual a tretinoina produz essa variedade de efeitos fisioldgicos
ocorre pela interacdo com receptores nucleares especificos (Abu et al., 2005).

Devido a esses multiplos efeitos fisioldégicos atualmente a tretinoina esta
sendo testada em ensaios clinicos para o tratamento de linfoma, leucemia,
melanoma, cancer de pulmao, colo do utero e outros (Bushue and Wan, 2010) e é
empregada no tratamento tépico de varias doencas inflamatérias e proliferativas
da pele tais como psoriase, acne, fotoenvelhecimento e cancer de pele epitelial
(Shah et al., 2007).



Apesar de ser largamente utilizada no tratamento tépico de doencas de
pele, a tretinoina é altamente instavel na presenca de oxigénio, luz e calor
excessivo e apresenta efeitos indesejados como irritacdo cutanea, escamacgao e
eritema (Rigopoulos et al., 2004). A encapsulagdo em sistemas nanoestruturados
tem diminuido os efeitos adversos e protegido contra a degradacéao (Darlenski et

al., 2010).
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Figura 2. Estrutura da tretinoina

1.3. Sistemas nanoestruturados e encapsulacao de Tretinoina
para aplicacao topica

Os sistemas nanoestruturados incluem estruturas como os lipossomas,
niossomas, ciclodextrinas, dendrimeros e nanoparticulas poliméricas que sao
utilizados no transporte e liberacdo de farmacos de forma sustentada ou
controlada. Quando o veiculo empregado promove apenas uma liberagdo em
tempo prolongado este € denominado sistema de liberagdo sustentada. Estes
sistemas constituem uma importante estratégia dentro da tecnologia farmacéutica
pois apresentam vantagens em relacdo as formas de dosagens convencionais
como, por exemplo, maior eficacia terapéutica, diminuigdo do numero de doses e
diminuicdo de efeitos colaterais com a possibilidade de direcionar o farmaco a
alvos especificos, além de protecdo contra processos de instabilidade e
decomposicao (Duran et al., 2009).

Para a tretinoina, a incorporagdo em lipossomas mostrou aumento da sua
estabilidade quimica diminuindo a sua foto-degradacao. Além disso, a atividade
comedolitica da tretinoina, isto € a capacidade de penetrar no foliculo

pilossebaceo auxiliando a dissolver o sebo dos microcomedbées e comeddes
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(foliculos pilosos aumentados e cheios de sebo), em lipossomas foi de 5 a 10
vezes maior em relacao as preparacdes convencionais (géis alcodlicos) e também
aumentou a tolerabilidade local (Brisaert et al.,, 2001). Resultados de testes de
permeacao in vitro realizados em pele de porco mostraram que formulacdes de
tretinoina incorporada em niossomas sao capazes de promover uma maior
retencdo cutdnea da tretinoina em relagdo a formulacdao comercial e lipossomal
(Marconi et al., 2006). Nanoparticulas poliméricas também tém sido estudadas
como veiculo para tretinoina. Um aumento na fotoestabilidade da tretinoina foi
observado quando esta foi encapsulada em nanocapsulas de poli (s-caprolactona)
(Qurique et al., 2008).

1.4. Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) para encapsulacao de
tretinoina

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) sdo particulas feitas de lipidios
solidos a temperatura ambiente e corporal (Wissing et al., 2004). Estas particulas
foram desenvolvidas no comeco da década de 90 como um sistema lipidico
coloidal alternativo para liberagao sustentada e, atualmente, vém sendo estudadas
para varias rotas de administragdo (Mehnert et al., 2001). As principais vantagens
em relagdo aos outros sistemas coloidais s&o: adequada tolerabilidade fisiologica,
facilidade de producdo em larga escala por uma técnica ja bem estabelecida na
industria (homogeneizacao a alta pressdo) e sem o uso de solventes organicos e
alta estabilidade fisica durante o tempo de estocagem (Mehnert et al., 2001; Muller
et al., 2000, 2007). As limitacées que as NLS apresentam sao baixa capacidade de
transporte (NLS preparadas com lipidios sélidos puros tendem a formar matrizes
altamente cristalinas, limitando o espacgo para acomodar o farmaco) e expulsao do
farmaco devido a transicoes polimérficas durante o tempo de estocagem (Mdiller et
al., 2002; Wissing et al., 2004). Essas limitacbes podem ser superadas criando
imperfeicdbes na matriz, formando os chamados “carreadores lipidicos
nanoestruturados” (CLN). Os CLN surgiram no final da década de 90 com o

objetivo de aumentar a capacidade de incorporacdo e prevenir a expulsao do



farmaco. Os CLN podem ser obtidos por mistura de lipidios diferentes (com
cadeias de diferentes tamanhos) que distorce a formacédo de um cristal perfeito,
gerando, desta forma, mais espaco para acomodar uma maior quantidade de
farmaco. Outra possibilidade é a mistura de lipidios solidos com lipidios liquidos
(6leo), como, por exemplo, Migliol (triglicerideo caprico/caprilico) que reduz a
cristalinidade das nanoparticulas. Isto evita a expulsdo do farmaco das particulas
durante a estocagem, j4 que o processo de cristalizacdo do lipidio para forma
polimérfica mais estavel (forma B) ndo ocorre nessas condicoes (Muller et al.,
2005, 2007; Uner, 2006; Wissing et al., 2004).

As NLS tém sido utilizadas na encapsulacdo de diversas moléculas entre
elas a tretinoina. Um trabalho realizado com tretinoina encapsulada em NLS
mostrou um aumento significativo de sua fotoestabilidade em comparacao a sua
forma livre. Neste mesmo trabalho, testes de irritacdo dérmica foram realizados
em coelhos e a formulacdo de tretinoina encapsulada em NLS mostrou-se
significativamente menos irritante que a formulagéao de tretinoina comercial (Shah
et al., 2007). Resultados similares foram obtidos por Mandawgade et al. (2008).
Neste trabalho também foram feitos testes in vitro de oclusividade e de
permeacdo. As formulagdes em gel contendo tretinoina encapsulada em NLS
mostraram uma diminuicdo da perda de agua transepidermal significativamente
maior do que as formulacées comerciais além de apresentarem uma liberacao
lenta da tretinoina. Os resultados obtidos nestes trabalhos sugerem um grande
potencial das NLS para a encapsulagao de tretinoina.

1.4.1. Preparacao de NLS

NLS podem ser preparadas por diversas técnicas, no entanto uma delas se
destaca por ser uma técnica de facil escalonamento, que nao utiliza solventes
organicos e muito utilizada desde os anos 50 em industrias farmacéuticas e
cosmeéticas. Esta técnica é a chamada homogeneizacao a alta pressao e tem sido
utilizada ha anos para a producao de nanoemulsées para nutricdo parenteral.
Existem dois tipos de homogeneizacao: a quente e a frio. Em ambas as técnicas o

4



lipidio é fundido (a uma temperatura de aproximadamente 5-10°C acima do ponto
de fusao do lipidio) e, em seguida, o farmaco é adicionado. Na homogeneizacéao a
quente o lipidio fundido contendo o farmaco dissolvido € disperso sob agitagdo em
uma solugdo aquosa quente de surfactante na mesma temperatura do lipidio
formando uma pré-emulsdo 6leo em agua. Esta pré-emulsdo é homogeneizada a
alta pressdo por um ou mais ciclos. Apdés a homogeneizacdo, a dispersao é
resfriada a uma temperatura abaixo da temperatura ambiente formando as NLS.
Na homogeneizacdo a frio, o lipidio fundido contendo o farmaco dissolvido é
solidificado em gelo seco ou nitrogénio liquido e, em seguida, triturado formando
microparticulas lipidicas soélidas. Apés a moagem das particulas, estas sao
adicionadas a uma solucdo aquosa de surfactante sob agitacao e, em seguida,
homogeneizada a alta pressdao (Mehnert et al., 2001; Mdaller et al., 2000). A
homogeneizacdo a frio é adequada para farmacos muito sensiveis a alta
temperatura e/ou hidrofilicos. Neste ultimo caso, o processo de homogeneizacao a
frio evita, ou minimiza, a migracdo do farmaco para a fase aquosa aumentando a
sua eficiéncia de encapsulagdo. A homogeneizagédo a quente também é adequada
para farmacos que apresentam alguma sensibilidade a temperatura pois a
exposicao a uma temperatura alta é relativamente curta (Mdller, et al. 2000). A
distribuicdo de tamanho das particulas formadas em ambos o0s processos
(homogeneizacao a quente ou a frio) é influenciada pelo tipo de homogeneizador,
a pressao aplicada, o numero de ciclos de homogeneizacdo e a temperatura
durante o processo de homogeneizagdo (Mehnert et al., 2001; Wissing et al.,
2004). Em geral, a homogeneizagéo a frio produz particulas maiores e com uma

distribuicao larga de tamanhos (Mehnert et al., 2001).

1.4.2. NLS em aplicacoes dermicas

Desde a segunda metade da década de 90 vem crescendo o interesse em
investigar o uso de NLS em aplicacées dérmicas devido aos beneficios trazidos
por estes sistemas como, por exemplo, 0 aumento da estabilidade quimica do
composto encapsulado, aumento da hidratacdo da pele devido ao efeito oclusivo



destas particulas sobre a pele, aumento da biodisponibilidade de farmacos na pele
e estabilidade fisica em formulacbes topicas (Muller et al., 2002; Muller et al.,
2007). Diversas moléculas de interesse farmacéutico e cosmético vém sendo
incorporadas em NLS para aplicagao topica e ja ha produtos langados no mercado
com esta tecnologia desde 2005 (Pardeike et al., 2009).

1.5. Recobrimento de NLS com Quitosana

1.5.1. Quitosana

A quitosana € um copolimero constituido por unidades N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina em proporgdes variaveis (Figura 3) tipicamente
obtida pela desacetilacdo da quitina apresentando, predominantemente, unidades
D-glicosamina. A quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza
depois da celulose, considerando a quantidade produzida anualmente no mundo,
encontrada em diversos seres vivos, como por exemplo, em exoesqueletos de
artropodes e paredes celulares de fungos e leveduras. Atualmente as principais
fontes de quitina exploradas comercialmente sdo as carapacas de camarao e
caranguejo (Rinaudo, 2006).
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Figura 3. Estrutura da Quitosana. A proporcao entre as unidades D-glicosamina

(x) e N-acetil-D-glicosamina (y) variam.



1.5.2. Propriedades e aplicacées da Quitosana

Quitosana e quitina, bem como derivados da quitosana, sdo empregados
em diversas dareas, como na agricultura, na industria de alimentos, no
desenvolvimento de biomateriais e de sistemas de transporte de farmacos
(Khoushab et al., 2010).

Além de ser um polimero biocompativel, biodegradavel e atbxico, a
quitosana possui propriedades bioldégicas interessantes como atividade
antimicrobiana (Khoushab et al., 2010), potente agdo analgésica topica (Okamoto
et al., 2002) e propriedades de aceleracao do processo de cicatrizagdo (Khoushab
et al., 2010). Outra propriedade muito importante para a area farmacéutica e
cosmética da quitosana € a bioadesdo. Devido as cargas positivas em pH
fisioldgico (grupos amino protonados) a quitosana tem a capacidade de aderir a
superficies carregadas negativamente como pele e mucosas, aumentando a
retencdo do principio ativo no local de aplicacdo, melhorando desta forma a
biodisponibilidade do farmaco (Berger et al., 2004). Além disso, a quitosana tem a
capacidade de induzir uma abertura temporaria das juncdes epiteliais e portanto
pode aumentar a permeabilidade especialmente para farmacos polares, incluindo
peptideos e proteinas (Nagpal et. al, 2010).

As propriedades fisico-quimicas e, consequientemente, as propriedades
bioldgicas da quitosana dependem do seu grau de desacetilacdo, da distribuicdo
média dos grupos acetil ao longo da cadeia principal e de sua massa molar
(Azevedo et al., 2007).

O mecanismo de agado antimicrobiana da quitosana ainda nao foi
completamente elucidado, no entanto algumas hip6teses foram propostas como
forte interag&o eletrostatica com a membrana celular das bactérias, causando sua
ruptura e liberando os conteldos celulares, efeito quelante sobre ions metalicos e
outros nutrientes essenciais para a sobrevivéncia da bactéria e inibicao de sintese
protéica (Kong et. al, 2010).

Na area farmacéutica as nano e microparticulas de quitosana sao utilizadas

em diversas aplicacées como na terapia de cancer, na terapia génica, na liberagao



de farmacos em mucosas € pele e em aplicagcdes oculares (Agnihotri et. al, 2004,
Nagpal et. al, 2010).

Na area de sistemas de transporte de farmacos, a quitosana também é
utilizada como material de recobrimento (Agnihotri et. al, 2004). NLS tém sido
recobertas com quitosana para associar as vantagens das NLS e as propriedades
biolégicas da quitosana. Por exemplo, no trabalho de Fuentes et al. (2005) NLS
recobertas com quitosana foram desenvolvidas para administragdo oral de
peptideos devido a habilidade das NLS em proteger peptideos da degradacéo e a
propriedade da quitosana em aumentar o transporte através da mucosa devido a
maior interacdo com o epitélio. Outro exemplo de associacdo entre NLS e
quitosana envolveu a encapsulagdo do 7-dehidrocolesterol (7-DHC) que possui
restricio ao uso devido a sua baixa solubilidade e estabilidade quimica.
Inicialmente o 7-DHC foi incorporado em NLS utilizando lecitina hidrogenada e
polisorbato 60 como estabilizante e, em seguida, foi adicionado quitosana na
dispersdao de NLS, obtendo-se particulas carregadas positivamente. Comparadas
com nanoemulsées e NLS sem quitosana, as NLS-Quitosana foram mais efetivas
para estabilizar o 7-DHC (Lee et al., 2005). Um trabalho mais recente desenvolveu
NLS associada com quitosana contendo ciclosporina A (CsA) para aplicacao
ocular. As propriedades de penetracdo e permeacdo das NLS foram avaliadas
através de testes in vitro (cultura de células) e ex vivo (c6rnea de porco). A
captacdo das NLS pelas células foi estudada por meio de microscopia confocal.
As NLS associadas com quitosana foram biocompativeis e aumentaram a
permeacgao/penetracdo de CsA juntamente com um possivel mecanismo de
internalizacao/captacao das nanoparticulas in vitro e ex vivo (Sandri et al., 2010).

1.6. Citotoxicidade de nanoparticulas

Nanoparticulas podem causar citotoxicidade por aderéncia da particula a
membrana celular, degradacdo e subsequente liberacdo de produtos de
degradacao téxicos. Outro mecanismo é a internalizagdo de nanoparticulas pelas

células, degradacao intracelular e subsequiente efeitos téxicos dentro da célula



(Pardeike et al., 2009). A citotoxicidade das NLS é considerada baixa quando
comparada com nanoparticulas poliméricas (Miller et al., 1997a), no entanto
podem apresentar alta citotoxicidade dependendo do lipidio e surfactante
utilizados e também da concentragdo de nanoparticulas (Mdller et al., 1997b;
Scholer et al., 2002; Weyenberg et al., 2007). Portanto, a escolha da matriz lipidica
e do surfactante é essencial para preparar uma formulacao segura.

Para avaliar a seguranca de uma nova formulacdo a primeira etapa
freqientemente envolve testes de citotoxicidade in vitro (Lewinski et al., 2008).
Estes testes podem ser realizados com diferentes tipos de células que sao
escolhidas dependendo do tipo de aplicacao das mesmas. Por exemplo, para uma
aplicagéo topica em geral sédo utilizadas células de fibroblastos e queratinocitos

que séo as células predominantes na derme e epiderme, respectivamente.



2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Além dos beneficios proporcionados pela matriz sélida das NLS (protecao
contra degradacgao da tretinoina e liberagdo sustentada), as NLS recobertas com
quitosana tém o potencial de aumentar a eficacia terapéutica da tretinoina no
tratamento tépico de doencas de pele devido a propriedade de bioadesao da
quitosana. Além disso, a atividade antimicrobiana da quitosana é particularmente
importante para o tratamento da acne, pois uma das etapas envolvidas no
desenvolvimento desta doenca é a colonizacdo bacteriana (Castro et al., 2007).
Portanto, considerando o grande potencial dessas particulas como sistemas de
transporte de tretinoina, as vantagens das NLS em relacdo aos outros sistemas
coloidais, do ponto de vista tecnoldgico e terapéutico, e que até o0 momento nao
foram encontradas na literatura NLS recobertas com quitosana para encapsulacao
de tretinoina, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o potencial de NLS, com e
sem recobrimento de quitosana, para a encapsulacao de tretinoina em aplicagdes

tépicas.

2.1. Objetivos Especificos

e Prepararacdo de NLS, com e sem recobrimento de quitosana, contendo
tretinoina pelo método de homogeneizacgéo a alta pressao;

e Caracterizacdo das nanoparticulas quanto ao didmetro médio, potencial
zeta, eficiéncia de encapsulacéao e capacidade de transporte de tretinoina;

e Avaliacao da estabilidade fisica das dispersdes de nanoparticulas;

e Avaliacdo da morfologia, comportamento térmico e cristalinidade;

¢ Avaliacao do potencial citototoxico e fototoxico das nanoparticulas;

e Avaliacdo e quantificacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas
recobertas com quitosana.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiais

3.1.1. Lipidios

Os lipidios sélidos utilizados (Tabela 1) foram doados pela Croda (Brasil).

Tabela 1. Formula quimica e faixa de ponto de fusédo dos lipidios solidos utilizados
na preparacao de NLS.

Nome comercial Descricao Férmula Quimica | Ponto de fusdo’
Crodamol MM Miristato de miristila CogHs602 37-39°C
Crodamol CP Palmitato de cetila C3oHesOo 50-54°C

. , Cs2He4Oo,
Crodamol SS Mistura qe esteres C34H6302 e 43-47°C
cetilicos
CsoHs0O2

* Fonte: FISPQ do fabricante

3.1.2. Quitosana

Foi utilizada quitosana com massa molar média de 296,6 kDa e grau de
desacetilcdo 82,83 + 3,63% (Severino, 2008), doada pelo grupo da Prof. Dr. Maria
Helena Andrade Santana, da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp.

3.1.3. Estabilizante

Como estabilizante foi utilizado o Pluronic F68 que € aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) para aplicacbes médicas e farmacéuticas. Este
surfactante € um copolimero tribloco constituido por um bloco central composto de
poli (oxido de propileno) (PPO) ligado em ambos os lados por um grupo de poli
(oxido de etileno) (PEO) (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura quimica do Pluronic F68, onde n=75 unidades poli (oxido de
etileno) (PEO) e m=30 unidades de poli (oxido de propileno) (PPO) (Croy e Kwon,
2004).

3.2. Preparacao das nanoparticulas

As nanoparticulas foram preparadas pela técnica de homogeneizagéao a alta

pressao a quente.

3.2.1. Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS-TRE)

O lipidio (miristato de miristila) foi aquecido a 65 °C e, em seguida, a
tretinoina foi adicionada. Esta mistura foi mantida a 65 °C sob agitacdo magnética
por 5 minutos para a solubilizagdo da tretinoina no lipidio fundido e, entdo, foi
adicionada a uma solucao aquosa de Pluronic F68 (0,5%) na mesma temperatura
do lipidio sob agitagdo de 6000 rpm em Ultra-Turrax (Ultra-turrax® T18) formando
uma pré-emulsdo 6leo em agua. Em seguida, esta pré-emulsdo foi adicionada
ainda quente ao homogeneizador de alta pressdo (Panda 2k da Niro Soavi, Italia).
A homogeneizacao foi feita com pressdao no primeiro estagio de 600-1000 bar e
pressao no segundo estagio de 10% da pressao do primeiro estagio por trés
ciclos. Apos os ciclos a dispersao foi resfriada a 25°C, formando as NLS (Uner,
2006).
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3.2.2. NLS com Quitosana (NLS-Quitosana-TRE)

Inicialmente foi preparada uma fase aquosa contendo 0,5% de Pluronic F68
e 1% de quitosana. O pH desta solucao foi ajustado para 4,3 com adi¢do de acido
cloridrico concentrado. O lipidio (miristato de miristila) fundido (65°C) contendo
tretinoina foi adicionado a fase aquosa na mesma temperatura do lipidio sob
agitacao de 6000 rpm em UltraTurrax formando uma pré-emulsao éleo em agua.
Esta pré-emulsdo foi homogeneizada a alta pressdo sob pressao (600/60 bar -
1°/2°estagio). Em seguida, a dispersdo foi resfriada a 25 °C, formando as
nanoparticulas (Marcato et al., 2010).

3.2.3. NLS preparadas com adicdo de etanol

Primeiramente o etanol (4 mL) foi aquecido e quando atingida a
temperatura de 65°C a tretinoina foi adicionada. Apdés 2 minutos, tempo
necessario para a solubilizacdo dos cristais de tretinoina, o lipidio foi adicionado e
a mistura foi mantida a 65°C por 5 minutos para a evaporagido de parte do etanol.
Essa mistura foi adicionada a fase aquosa na mesma temperatura e o restante do
procedimento foi o mesmo descrito nos itens 3.2.1 e 3.2.2, para as NLS e NLS-

Quitosana, respectivamente.

3.3. Caracterizacao das nanoparticulas

3.3.1. Didmetro médio e potencial zeta

A dispersado de nanoparticulas foi diluida em agua deionizada (1:100) e o
didmetro médio (Z-average) e o potencial zeta foram medidos no equipamento
Nano ZS Zetasizer Malvern® a 25°C. Neste equipamento, as medidas de diametro
médio sao obtidas pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS), onde se
obtém o coeficiente de difusdo das particulas que, pela equacado de Stokes-
Einstein (Equacéo 1), esta relacionado com o didmetro hidrodindmico das mesmas
(Levine, 2002). O potencial zeta é obtido através de medidas de mobilidade
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eletroforética de acordo com a Equacéo 2 (Shaw, 1992). Todas as medidas foram

feitas em triplicata e os dados foram expressos como a média + desvio padrao.

dy = didmetro hidrodinamico
D = coeficiente de difusao
du= KT k = constante de Boltzmann (Equacao 1)
3mnD n = viscosidade
T = temperatura

Ue = mobilidade eletroforética

€ = constante dielétrica

U= 2 € z f(ka) (Equacéo 2)

z = potencial zeta
3n f(ka) = funcdo de Henry

n = viscosidade

3.3.2. Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacao (EE) foi obtida medindo-se a concentracao de
tretinoina livre no meio de dispersdo. Para isso, uma aliquota de 50 pL da
dispersao de NLS foi diluida em 950 pyL de solucdo 0,5% de Tween (para
solubilizacao de possiveis cristais de tretinoina na dispersao) e 500 pL desta
mistura foi transferido para tubos de centrifugacédo acoplados a filtros Microcon,
para a retencdo das particulas, contendo uma membrana de ultrafiltracdo (MWCO
10.000, Millipore®). Os tubos foram centrifugados a 4000 rcf em uma centrifuga
5424 Eppendorf® por 10 minutos. A quantificacdo da tretinoina no filtrado foi feita
por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando um cromatégrafo Shimadzu-
10A® conectado a um detector de absorbancia UV/Vis da Shimadzu (modelo SPD
10A®). Foram realizadas inje¢des de 20 puL da amostra, e a separagao foi feita
utilizando-se uma fase moével de metanol/acetato de aménio (0,1 mol /L, pH 6.0)
(85:15), coluna C18 (4.6 mm x 250 mm i.d., Varian) e fluxo de 1 mL/min. A
absorbancia foi lida no comprimento de onda de 348 nm (Qin, 1996). A curva
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analitica utilizada para a quantificacao foi obtida por padronizacao externa, a partir
de solucdes de tretinoina em metanol na faixa de concentracdao de 0,03 a 0,60
png/mL.

O calculo da EE foi feito através da Equacao 3, na qual “Ct” corresponde a
concentragao total de tretinoina, considerando a massa inicial adicionada e o
volume da fase aquosa, e “C” corresponde a concentragdao encontrada no filtrado.
As medidas de EE foram feitas em triplicata e os dados foram expressos como a

média *+ desvio padréo.

EE (%) = [(Ct— C)/C1] x 10 (Equacao 3)

3.3.3. Quantificacdo do etanol nas dispersoes de NLS

O residuo de etanol nas formulagbes foi quantificado por cromatografia
gasosa (CG) com amostragem em Headspace. O modelo do instrumento utilizado
foi HP 6890 Series, com detector por ionizagdo em chama, utilizando gas hélio
como gas de arraste (1,0 mL/min), temperatura do injetor e detector 250°C, coluna
HP-5, com programacao do forno 40-250°C (20°C/min). A fibra utilizada para a
extragédo do etanol foi PDMS 100 (polidimetilsiloxano-100 pum) da Supelco. A curva
analitica utilizada para a quantificacao foi obtida por padronizagédo externa, a partir
de misturas contendo de 0 a 1% de etanol. Estas misturas foram preparadas
adicionando-se etanol a dispersdes de NLS preparadas sem etanol.

3.3.4. Ensaios de liberacdo in vitro de tretinoina

Uma aliquota de 70 plL das dispersdes de NLS foi diluida em 50 mL de uma
mistura de tampao fosfato 50 mmol.L™ (pH 7,4), contendo 5% de Tween 80, e
etanol a 30 %. Um volume de 1,7 mL desta mistura foi adicionado em frascos

pequenos que foram mantidos em uma incubadora orbital a 32,0 + 0,1°C sob
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agitacao de 110 rpm. Em determinados intervalos de tempo, os tubos foram
recolhidos para a quantificacao da tretinoina conforme descrito no item 3.3.2.

3.3.5. Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

As analises foram feitas utilizando o microscépio eletrénico de transmissao
Zeiss-LIBRA 120. Uma gota da dispersao de nanoparticulas diluida foi adicionada
sobre a grade de ouro. Apos 5 min o excesso foi retirado com papel de filtro. Uma
gota de acetato de uranila (1% (m/m) em agua deionizada) foi adicionada sobre a
grade para melhorar o contraste das imagens. Apés 1 min o excesso foi retirado

com papel de filtro e as amostras foram deixadas secar a temperatura ambiente.

3.3.6. Microscopia de Forca Atémica (AFM)

Para a andlise de AFM a dispersao de nanoparticulas foi diluida 20 vezes
em agua deionizada e uma gota dessa dispersao foi adicionada sobre mica fixada
em um porta-amostra de latdo e secas por 24 h a temperatura ambiente. As
imagens foram obtidas em um microscépio de AFM (SPM-9600, Shimadzu)
utilizando o modo dindmico (modo intermitente). Foi utilizado cantilever comercial

de silicio e a freqiiéncia de ressonancia da ponta foi de 210-230 khz.

3.3.7. Estabilidade fisica

A estabilidade fisica das NLS foi avaliada por medidas do diametro médio e
potencial zeta das dispersées, como descrito no item 3.3.1., armazenadas sob
refrigeracao (4°C) e protegidas da luz.

3.3.8. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os termogramas das NLS liofilizadas assim como o de cada componente
utilizado para a preparacado das particulas foram obtidos por DSC (DSC Q100
V9.9 Build 303, TA instruments) utilizando porta-amostras de aluminio do tipo
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selado. As andlises foram feitas sob fluxo gasoso de argdénio (50.0 mL/min) e taxa
de aquecimento de 5°C/min.

3.4. Ensaios de citotoxicidade in vitro

Neste trabalho, os testes de citotoxicidade foram feitos em células de
fibroblastos de camundongo (3T3) e de queratinécios humanos (HaCaT).
Fibroblastos e queratinécitos sédo as células predominantes na derme e epiderme,
respectivamente. Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelo método de
reducao do corante 3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-tetrazélio (MTT),
onde a viabilidade celular é avaliada através da medida da capacidade das células
de reduzir este corante a formazan (Figura 5). A reducdo do MTT é catalisada
principalmente pelas desidrogenases mitocondriais e também do citoplasma.
Portanto, a alteracdo da funcdo mitocondrial pode ser detectada através da
variagdo da capacidade de reducdao do MTT. Foram utilizadas as linhagens
celulares de fibroblastos de embrido de camundongo BALB/c 3T3, adquirida do
NIH (National Institute of Health-Baltimore, USA) e de queratinécitos humanos
HaCaT, gentiimente cedida pela Dra. Liudmila Kodach (Academic Medical Center,
Amsterdam University). 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 antibidtico. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, na
densidade de 1 x 10* células/mL para células BALB/c 3T3 e 0,7 x 10* células/mL
para HaCaT e incubadas a 37°C sob atmosfera umida com 5% de CO,. O meio foi
substituido por diferentes concentragdes de tretinoina e de nanoparticulas (vazias
e com ftretinoina) diluidas em meio suplementado (para a solubilizacdo da
tretinoina foi utilizado dimetilsulfoxido). Apbés 24 horas de incubagcdao, o0 meio de
tratamento foi removido, os pogos foram lavados com tampéo fosfato salino (PBS)
e foi adicionado meio sem soro contendo o corante MTT (0,5 mg/mL). Apds
incubacao por 4 horas a 37°C, o meio foi retirado cuidadosamente e adicionado
100 pL de etanol para solubilizacdo do formazan. As placas foram agitadas por 10
minutos e a absorbancia correspondente a cada poco foi lida no espectrofotometro
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(ELx 800 BIO-TEK) em A = 570 nm. Os valores foram expressos em porcentagens
de reducdo de MTT em relacado ao controle, onde as células ndao foram expostas
aos agentes testes (Mosmann, 1983). Os resultados representam as médias e

desvio padréo do experimento.

N_N/© Enzimas ©
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células viaveis
MTT formazan

Figura 5. Reacdo de redugédo do corante 3-brometo de (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-tetrazélio (MTT) a formazan. Esta reacao ocorre somente em células viaveis
e portanto é um indicativo de viabilidade celular (Fotakis and Timbrell et al.,
2006).

3.5. Ensaios de fototoxicidade in vitro

Os ensaios de fototoxicidade foram realizados pelo método de captacao de
vermelho neutro (VN: hidrocloreto de amino-m-dimetilamino-2-metil-fenazina) onde
a viabilidade celular é avaliada através da medida da capacidade das células de
captar este corante. A captacdo do VN é realizada pelos lisossomos e entéo, este
teste reflete a integridade da membrana lisossomal e conseqlentemente, € um
indicativo da viabilidade celular. As células BALB/c 3T3 e HaCaT foram
plaqueadas numa densidade de 1x10° células/mL e 7x10* células/mL,
respectivamente, em duas placas de 96 pogos, incubadas a 37°C, 5% CO. por 24
horas (Borenfreund e Puerner, 1984). Apds esse periodo, o meio foi removido e os
pocos foram lavados duas vezes com o PBS. O tratamento foi feito em varias
concentracdes de tretinoina e nanoparticulas, sendo utilizado como controle
positivo de fototoxicidade a hematoporfirina IX (HP) e negativo, a tiourea. O tempo

de tratamento foi uma hora. Posteriormente uma placa contendo as amostras foi
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exposta a radiagdo UVA, dose de 5 J/cm? (determinada com utilizacdo de
radibmetro - Cole Parmer, UVA - 365 nm), por 50 min utilizando-se uma lampada
de UVA (Bellarium S 100 W - Wolff System). Outra placa contendo as amostras
nao foi exposta a radiagdo UVA. Apss exposicao a radiagdo o meio foi removido,
os pocos foram lavados duas vezes com PBS, adicionado meio de cultura com
soro e realizada incubagédo por 22 horas (periodo de recuperacdo). Apds esse
periodo, o meio de cultura foi removido e em seguida foram adicionados 100 pL do
VN, e incubado a 37°C, 5% CO, por 3 horas. Apos a incubagao, a solugédo de VN
foi removida e as células foram lavadas com PBS, fixadas com solucdo de
formol/célcio (formol 4% acrescido de CaCl, 1%) por 2 minutos e o corante
captado pelos lisossomos foi extraido com solucdo de acido acético 1%/etanol
50% (Borenfreund e Puerner, 1984). A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem em relagcdo ao controle, a densidade Optica foi quantificada em
espectrofotdmetro (ELx 800 BIO-TEK) em 540 nm. Os resultados representam as

médias e desvio padrdo do experimento.

3.6. Determinacao da atividade antibacteriana das NLS-Quitosana-
TRE

A atividade antibacteriana das NLS-Quitosana foi quantificada através da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) que é a concentracao
minima do composto capaz de inibir o crescimento de um dado microrganismo. O
valor do CIM foi determinado para as bactérias Propionibacterium acnes (ATCC
6919) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), que estdo envolvidas no
processo de desenvolvimento da acne e, Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
que geralmente esta envolvida em infeccées de pele. Foi utilizado o método das
diluicbes sucessivas, em placas de 96 pocos, e plaqueamento. As bactérias foram
adicionadas aos pocos (10° UFC/mL, de acordo com a escala MacFarland)
contendo o meio de -cultura (Mueller Hinton) e as nanoparticulas em
concentracdes decrescente. Cada concentracao foi testada em triplicata. Um
controle positivo, contendo meio de cultura e bactérias, e um negativo, contendo
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as nanoparticulas em meio de cultura sem bactérias, foram incluidos nos testes
para cada bactéria testada. Apdés 24 horas de incubagdo a 37°C em estufa
bacterioldgica, foi feito o plagueamento em meio de cultura sélido (Mueller Hinton)
e as placas foram incubadas novamente a 37°C por 24 horas para avaliar o
crescimento ou ndo das cepas. O CIM foi definido como a menor concentragao de
NLS capaz de inibir o crescimento visivel ap6s 24 horas de incubacao (Fontana et
al., 1998).

3.7. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita pelo teste ANOVA e teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5% (a = 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao das nanoparticulas

4.1.1. Diametro médio, potencial zeta e eficiéncia de encapsulacio

O lipidio utilizado para a preparacao das NLS foi o miristato de miristila
(Figura 6), o qual foi escolhido devido ao seu baixo ponto de fusdo (Tabela 1) que
permite a preparacdo das particulas a temperaturas mais baixas, o que é
importante no caso de compostos termosensiveis como a tretinoina. Os valores de
didmetro médio (Z-Average), indice de polidispersidade (Pl), potencial zeta e
eficiéncia de encapsulagdo (EE) obtidos apds a preparacao das NLS sem e com
quitosana (NLS-TRE e NLS-Quitosana-TRE) estdo apresentados na Tabela 2. A
equacao da reta correspondente a curva de calibracdo utilizada na quantificacao
da tretinoina para o calculo da EE esta apresentada no anexo 1. Nos anexos 2 e 3
estdo apresentadas curvas representativas de distribuicdo de tamanhos, obtidas
por numero, intensidade e volume, de cada tipo de particula.

'\-\._\_ ﬁ#ﬁxa"rhvwwn‘\n;’gﬁqﬂh ##ﬂvﬁvﬂﬂhg’-ﬂW'#
Q

Figura 6. Estrutura do miristato de miristila.

As NLS preparadas sem quitosana apresentaram uma distribuicdo estreita
de tamanhos (baixo Pl) e potencial zeta negativo. A adigdo de quitosana na
producdo de NLS resultou em particulas maiores, com uma distribuicdo mais
polidispersa e potencial zeta positivo. A mudancga de potencial zeta negativo para
positivo confirma o recobrimento da superficie das particulas com quitosana que
possui carga positiva, no pH das dispersdes, devido a protonacdo dos grupos
amina. A presencga desta carga resultou em um potencial zeta maior, em médulo,
em relacdo as NLS sem quitosana, o que produz uma maior repulsao eletrostatica
entre as particulas e pode resultar em uma maior estabilidade das dispersdes. A
EE foi alta tanto para as NLS-TRE quanto para as NLS-Quitosana-TRE, o que
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pode ser explicado pela maior afinidade da tretinoina pelo lipidio em relacao a fase

aguosa.

Tabela 2. Diametro médio (Z-Average), PI, potencial zeta e EE das dispersées de
NLS sem e com quitosana.

Diametro Potencial
NLS médio (nm) PI zeta (mV) EE (%)
Sem
Quitosana 162,7t1,4 0,133+£0,014 -31,9+20 96,8 +1,2
Com
Quitosana 284,8 +15,0 0,376 £0,033 55,9 + 3,1 99,6 +£0,3

Dados mostrados como média + desvio padrao, n=3.

4.1.2. Capacidade de transporte

A capacidade de transporte é definida como a quantidade de farmaco que
se consegue encapsular em relagdo a massa de lipidio utilizada e depende de
fatores como solubilidade do farmaco no lipidio fundido, estrutura quimica e
estado polimorfico do lipidio (Mdller et al., 2000). Uma das desvantagens das NLS
€ que a capacidade de transporte geralmente € baixa, principalmente quando o
farmaco apresenta somente uma lipofilicidade moderada, devido a natureza soélida
da matriz lipidica (Korting et al., 2007).

A capacidade de transporte obtida para as NLS com e sem quitosana foi
0,5%, 0 que representa a quantidade maxima de tretinoina solubilizada no lipidio
fundido, em relagdo a massa lipidica, nas condigdes de preparacao das NLS, ou
seja, 65°C e 5 min de agitacdo magnética. Estas condigcdes foram determinadas
de modo a evitar a degradagao térmica da tretinoina e devido a baixa taxa de
solubilizagcédo da tretinoina no lipidio fundido, a capacidade de transporte obtida foi
relativamente baixa, no entanto, estd de acordo com os resultados obtidos no
trabalho de Jenning e Gohla (2001). Neste trabalho foi verificado uma baixa
incorporacao de retinoides (retinol, palmitato de retinila e tretinoina) em NLS,
preparadas com diferentes matrizes lipidicas. Para a tretinoina foi obtida uma
capacidade de transporte menor que 1%, sendo a mais baixa entre os retinoides.
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O autor atribuiu esta baixa capacidade de transporte a maior polaridade da
tretinoina em relacdo aos outros retinoides. Ainda neste trabalho, para tentar
aumentar a taxa de incorporacdo dos retinoides, foi adicionado 6leo na
preparagao das NLS, formando os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN),
no entanto para a tretinoina a adicdo de 6leo ndo aumentou suficientemente a
capacidade de transporte. No trabalho de Lim e Kim (2002) foi obtida uma
capacidade de transporte de 2,5% no entanto foi utilizada uma alta razao
surfactante/lipidio o que favorece a localizagdo interfacial da tretinoina e
conseqlentemente diminui os beneficios obtidos pela encapsulacdo na matriz
lipidica como a protecao contra a degradacéao e a liberacao prolongada (Castro et
al., 2007). A formacao de par ibnico entre a tretinoina e aminas € outra estratégia
encontrada na literatura para aumentar a capacidade de transporte da tretinoina
em NLS (Castro et al.,, 2007; Castro et al., 2009). Também foi verificado, em
trabalhos envolvendo tretinoina e NLS, a utilizagdo de solventes organicos para
auxiliar na solubilizagdo da tretinoina e consequentemente aumentar a
incorporacdo na matriz lipidica (Hu et al., 2004; Lim and Kim, 2002).

Neste trabalho, foi utilizado etanol para auxiliar a solubilizagdo da tretinoina,
o qual foi escolhido por ser normalmente utilizado em formulagdes cosméticas e,
portanto, os residuos que eventualmente pudessem ficar nas dispersées néo
causariam problemas em relacao a toxicidade. Os valores de didmetro médio, Pl e
potencial zeta das dispersdes sem quitosana encontram-se na Tabela 3. No anexo
4 estdo apresentadas curvas representativas de distribuicdo de tamanhos, obtidas
por numero, intensidade e volume, das NLS preparadas com etanol.

A EE foi maior do que 99%, sendo que foi possivel solubilizar 100 mg de
tretinoina, resultando em wuma capacidade de transporte de 1,7%,
aproximadamente trés vezes maior que a capacidade de transporte obtida sem a
adicao de etanol. No entanto as dispersdes de NLS sem quitosana foram estaveis
por apenas 30 dias sendo que depois deste periodo nao foi mais possivel medir o
didmetro das particulas devido a separacao de fases que ocorreu na formulacao
(Tabela 3). Nas dispersbes com quitosana a separacao de fases ocorreu algumas
horas ap6s a preparacao. O residuo de etanol nas NLS sem quitosana foi
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quantificado apds a preparacdo e a concentragdo média de etanol obtida nas
formulacdes foi de 0,6% (v/v). Apesar de estar em baixa concentracéo, o etanol

residual interferiu na estabilidade das dispersdes de NLS.

Tabela 3. Diametro médio (Z-Average), Pl e potencial zeta das dispersées de NLS
sem quitosana preparadas com etanol armazenadas sob refrigeracdo (4°C) e

protegidas da luz.

. Diametro médio Potencial zeta
Tempo (dias) PI
(nm) (mV)
0 173,9+3,3 0,175 £ 0,042 -33,3£1,6
194,0 £ 11,0 0,141 £0,018 -33,9+1,6
7 188,8 £6,0 0,176 £ 0,033 -349 £1,7
30 182,4 +1,8 0,199 £+ 0,008 -28,7 £2,5
45* - - -

Dados mostrados como média * desvio padrdo, n=3; *Nao foi possivel medir devido a

desestabilizacdo da formulacao (separacao de fases).

4.1.2.1. Estudos de liberag&o in vitro da tretinoina

Os estudos de liberagédo in vitro sdo importantes para se ter informagdes
sobre a distribuicdo do composto encapsulado nas dispersdes. Por exemplo, se
uma parte do composto estiver adsorvida na superficie da particula e/ou no meio
de dispersao, sera observada uma liberagao rapida no inicio (geralmente chamada
de “burst”) e depois uma liberagdo mais lenta correspondente a parte do composto
que esta no interior da particula que pode estar distribuido homogeneamente
(solucéo sélida) ou formando uma fase diferente. O “burst” é importante quando se
requer uma dose inicial rapida (Mdller et al., 2000).

Para comparar as dispersdes feitas com e sem etanol em relagdo a
distribuicdo da tretinoina, foram feitos os estudos de liberagcdo com a dispersao
feita com adicdo de etanol e com outra dispersdo contendo a mesma quantidade
de tretinoina (1,7% m/m), mas sem adicao de etanol. Primeiramente foi testado o
método de dialise que nao foi adequado para a tretinoina, pois a etapa adicional
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de difusdo através da membrana torna o processo mais lento e aumenta o erro
das medidas devido ao processo de degradacdo da tretinoina. Portanto, as
dispersdes foram somente colocadas no meio de liberagdo e também foi
adicionado etanol ao meio a uma concentragcdo de 30% (v/v) para favorecer a
liberacao da tretinoina e tornar o processo de liberacdo mais rapido. O grafico da
porcentagem de tretinoina liberada em funcdo do tempo esta apresentado na
Figura 7.
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Figura 7. Liberacao da tretinoina das NLS feitas com e sem etanol (contendo
1.7% m/m de tretinoina).

O perfil de liberagao das NLS feitas sem etanol apresenta um “burst”, com
liberagéo de aproximadamente 74% de tretinoina em 30 minutos e posteriormente
uma liberacdo muito lenta. O “burst” pode estar relacionado com a solubilizagéo
dos cristais de tretinoina que ficaram fora das particulas (detectados por
microscopia de luz polarizada). Este excesso de tretinoina fora das particulas esta
relacionado a grande quantidade de tretinoina (1,7%) utilizado no processo de
producéo as NLS acima da sua capacidade de transporte (0,5%). Ja as NLS feitas
com etanol apresentaram uma liberacdo mais lenta, sendo que apenas 13% da
tretinoina foi liberada nos primeiros 30 minutos, e demorou cerca de cinco horas

para que fosse liberado aproximadamente a mesma porcentagem correspondente
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ao “burst” das NLS preparadas sem etanol. Estes resultados indicam que a
utilizacao de etanol para a solubilizacdo dos cristais resultou em uma melhor
incorporagdo da tretinoina na fase lipidica e consequentemente prolongou a
liberacao.

E importante ressaltar que neste teste de liberacdo in vitro a tretinoina foi
liberada apenas por processo de difusdo. In vivo também ocorre liberagdo por
degradacdo enzimatica da matriz lipidica e, portanto, o perfil de liberacao
provavelmente seria diferente. A degradacao enzimatica das NLS é dependente
da composicao da matriz lipidica e do surfactante e é realizada principalmente por
lipases (Olbrich and Muller, 1999). Mesmo em uma aplicacado tdpica ha uma
contribuicdo da degradacéo enzimatica para a liberacao do farmaco devido a flora
microbiana da pele (Miller et al., 2005).

Embora a possibilidade de utilizacdo de etanol para aumentar a capacidade
de transporte seja bastante promissora optamos por utilizar as NLS preparadas
sem etanol (com 0,5% de tretinoina) para a continuidade do projeto devido a maior
estabilidade em relacdo as NLS preparadas com etanol.

4.1.3. Morfologia

As Figuras 8 e 9 apresentam as imagens obtidas por microscopia de forga
atdmica (AFM) das NLS recobertas com quitosana. Nao foi possivel obter imagens
das NLS sem quitosana por esta técnica, pois elas se deformaram durante a
secagem, o que nao ocorreu com as NLS recobertas com quitosana
provavelmente devido a presenca da quitosana na superficie das particulas que
manteve a integridade das mesmas durante o processo de secagem necessario
para a preparagdo das amostras. Todas as imagens mostraram particulas com
morfologia esférica, com excecao da imagem da Figura 9 que além de particulas
esféricas foi observado também uma estrutura com morfologia tubular que pode

ter sido formada por agregacéao das nanoparticulas durante a secagem.
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Figura 8. Micrografia de AFM das NLS recobertas com quitosana: A) Imagem
topogréfica, B) Representacédo 3D da topografia.
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Figura 9. Micrografia de AFM das NLS recobertas com quitosana: A) Imagem
topogréfica, B) Representacédo 3D da topografia.
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A Figura 10 apresenta a imagem das NLS sem quitosana obtidas por
microscopia eletronica de transmissao (TEM). Foi utilizado acetato de uranila para
melhorar o contraste das imagens, pois as NLS nao sao eletronicamente densas o
suficiente para serem facilmente visiveis em TEM e, portanto, precisam ser
“coradas” com um metal pesado (Bello et al., 2010). Apesar de nesta técnica as
amostras também passarem por processo de secagem, o acetato de uranila fica
ao redor das particulas e mantém a forma das mesmas durante a secagem. As
imagens de NLS com quitosana obtidas por TEM nao foram apresentadas pois
nao ficaram boas, provavelmente devido a interagdo com o acetato de uranila que
favoreceu a agregacao das mesmas. A imagem obtida por TEM das NLS sem
quitosana também mostrou particulas com morfologia esférica, no entanto elas
parecem estar levemente agregadas em algumas regibes e também aparecem
particulas grandes. Essa aparente agregacao provavelmente foi decorrente do
processo de secagem ou induzida pelo acetato de uranila, jA que medidas de
distribuicdo de tamanhos feitas por espalhamento dindmico de luz (DLS) no
mesmo dia da analise ndo apresentaram alteragdes no sistema. A preparagéao da
amostra é uma das limitacbes de TEM ja que pode induzir alteracbes no sistema

como, por exemplo, a agregacao de particulas (Bello et al., 2010).

Figura 10. Micrografia de TEM das NLS sem quitosana, tratadas com acetato de

uranila.
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Foram feitas medidas de didmetro de algumas particulas das imagens
obtidas por AFM e por TEM e as médias estdo apresentadas na Tabela 4. Os
didmetros obtidos por microscopia sao menores que os obtidos por DLS, pois este
ultimo mede o didmetro hidrodinamico das particulas (Equagédo 1), que inclui o
didametro da particula mais a camada de hidratacdo que a envolve, enquanto que
para as analises de microscopia as amostras sao secas. Os diametros das NLS
com e sem quitosana secas ndo sao tao diferentes entre si como sé&o os didmetros
hidrodinamicos, 0 que é explicado pela camada altamente hidratada das NLS

recobertas com quitosana.

Tabela 4. Didmetro médio das NLS sem e com recobrimento
de quitosana, obtidos por TEM e AFM, respectivamente.

NLS Diametro médio (nm)
Sem Quitosana 116 + 38
Com Quitosana 122 +9

Além das varias informagdes sobre o sistema que as analises de diferentes
tipos de microscopia podem fornecer, a avaliacdo da morfologia das particulas
também é importante ja que as medidas de tamanho obtidas por DLS séao feitas
considerando as particulas como sistemas esféricos. Portanto é necessario

verificar a morfologia das particulas por microscopia (Heurtault et al., 2003).

4.1.4. Estabilidade fisica

Os valores de didmetro médio e potencial zeta das NLS vazias (sem
tretinoina), com e sem quitosana, em funcao do tempo de armazenamento estao
apresentados nas Figuras 11 e 12. Nos anexos 5 e 6 estdo apresentadas curvas
representativas de distribuicdo de tamanhos, obtidas por numero, intensidade e

volume, de cada tipo de particula.
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Figura 11. Valores de diametro médio (Z-Average) das dispersdes de NLS vazias
(sem tretinoina), com e sem quitosana, em fungado do tempo decorrido apds a

preparacao. Dados mostrados como média + desvio padrao, n=3.
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Figura 12. Valores de potencial zeta das dispersdes de NLS vazias (sem
tretinoina), com e sem quitosana, em fungdo do tempo decorrido apds a

preparacao. Dados mostrados como média + desvio padrao, n=3.
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Durante o periodo acompanhado, ndo houve variagdes estatisticamente
significativas, conforme verificado pelo teste ANOVA e teste de Tukey, nos valores
de diametro médio e potencial zeta das NLS sem quitosana, com excegao do valor
de potencial zeta no ultimo periodo acompanhado que foi maior que os outros, o
que pode ser explicado pela ocorréncia de hidrélise do lipidio. As NLS vazias com
quitosana apresentaram um aumento estatisticamente significativo no valor de
didmetro médio e potencial zeta apds o primeiro més, no entanto nos periodos
seguintes ndo houve mudanca significativa nestes valores.

Os valores de diametro médio e potencial zeta das NLS com tretinoina, com
e sem quitosana, em fungdo do tempo de armazenamento estdo apresentados

nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13. Valores de diametro médio (Z-Average) das dispersdes de NLS com
tretinoina, com e sem quitosana, em funcdo do tempo decorrido apds a

preparacao. Dados mostrados como média + desvio padrao, n=3.
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Figura 14. Valores de potencial zeta das dispersdes de NLS com tretinoina, com e
sem quitosana, em funcdo do tempo decorrido apdés a preparacao. Dados

mostrados como média * desvio padrao, n=3.

As NLS-TRE apresentaram um aumento estatisticamente significativo no
valor de diametro médio a partir do primeiro més, no entanto nos periodos
seguintes ndo houve mudanca significativa nestes valores. Os valores de potencial
zeta nado sofreram alteragdes. J& as NLS-Quitosana-TRE n&do apresentaram
mudancas estatisticamente significativas nos valores de didmetro médio e o
valores de potencial zeta sofreram um aumento em relacdo ao dia da preparagao
mas nos periodos seguintes ndo houve mudanga estatisticamente significativa.

A polidispersidade das dispersdes de NLS vazias e com tretinoina, com e
sem quitosana, também nao foi alterada durante os periodos acompanhados
sendo que os valores de Pl foram mantidos proximos de 0,2 para as NLS sem
quitosana e préximos de 0,3 para as NLS com quitosana.

Os resultados apresentados acima indicam uma alta estabilidade fisica das
dispersdes de NLS e os fatores que podem contribuir para esta estabilidade sao:
homogeneidade das dispersoes (baixo PIl) que evita o envelhecimento de Ostwald

(crescimento de particulas grandes a custa de particulas menores), alto potencial
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zeta que produz repulsdo eletrostatica entre as particulas e estabilizacdo estérica
proporcionada pelo surfactante utilizado, Pluronic F68.

A quitosana também pode contribuir para a estabilizacdo da dispersao de
NLS. Por ter natureza anfifilica ela contribui agindo tanto na superficie das
particulas quanto no meio de dispersao. Na superficie das particulas a quitosana
promove estabilizacdo eletroestérica (combina os mecanismos de repulsdo
eletrostatica e impedimento estérico) por ser um polieletrolito e no meio
dispersante aumenta a viscosidade o que também é um mecanismo de
estabilizacdo, pois reduz a taxa de colisbes entre as particulas e
consequentemente retarda os processos que levam a perda da estabilidade
coloidal, como a coagulacdo, sedimentagdo e etc (Rodriguez et al., 2002).
Portanto, a adicdo de quitosana pode prolongar a estabilidade das dispersdes de
NLS.

4.1.5. Comportamento térmico e cristalinidade

Os termogramas dos componentes utilizados na preparacdo das NLS
encontram-se na Figura 15 e o das NLS liofilizadas na Figura 16. Para a obtencgéo
do termograma do lipidio sélido foram feitos dois aquecimentos para simular as
condicoes de preparacao das NLS e o termograma da Figura 15 corresponde a
curva obtida no segundo aquecimento. Conforme pode ser observado na Figura
15 a tretinoina apresenta dois picos no termograma, um correspondente a fusao,
em 186 °C, e o outro a uma transi¢ao de estado sélido, em 153°C (Berbenni et al.,
2001). Estes picos ndao apareceram nos termogramas das NLS (Figura 16) o que
pode estar relacionado com uma distribuicdo homogénea da tretinoina na matriz
lipidica. Outra possibilidade seria os cristais de tretinoina estarem abaixo do limite
de detecgao do equipamento de analise térmica.
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Figura 15. Termogramas obtidos por DSC dos componentes utilizados na
preparagdo das NLS: miristato de miristila (MM), Pluronic F68, Quitosana e
Tretinoina (TRE).
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Figura 16. Termogramas das NLS sem quitosana (NLS-TRE) e com Quitosana
(NLS-Quitosana-TRE).
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A entalpia de fusédo (AHy,s) do lipidio foi calculada para o lipidio puro (“bulk”)
e para as NLS corrigindo a entalpia de fusdo obtida do termograma (AHis ), de
acordo com a porcentagem de lipidio (% lipidio) na dispersdao (Equagéao 6). Os
valores utilizados para o calculo e os valores obtidos de AH;s encontram-se na

Tabela 5 e os termogramas com os valores de AHy,s estdo no Anexo 9.

AHsus = (AHgs X 100)/(% lipidio) (Equacéo 6)

Tabela 5. Entalpias de fusao calculadas para o lipidio (MM), para as NLS-TRE e

NLS-Quitosana-TRE e dados utilizados para o calculo.

Material AHis (J/g) % lipidio AHzys (J/9)
MM 185,2 100,0 185,2
NLS-TRE 159,7 78,9 202,3
NLS-Quitosana-TRE 51,1 56,6 90,2

Comparando os valores da ultima coluna da Tabela 5 nota-se que a
cristalinidade da NLS-TRE foi proxima da cristalinidade do lipidio puro, enquanto
que as NLS-Quitosana-TRE apresentaram uma cristalinidade bem mais baixa,
apresentando um valor de AHys correspondente a aproximadamente metade do
valor de AHy,s do lipidio puro. Como a unica diferenca entre as formulagoes é a
presenca da quitosana, esta provavelmente dificulta a cristalizacao do lipidio.

Uma baixa cristalinidade € importante, pois evita ou minimiza a expulsdo do
farmaco durante a estocagem, que ocorre em virtude das transformagdes
polimoérficas do lipidio em matrizes de NLS altamente cristalinas (Pardeike et al.,
2009).
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4.2. Citotoxicidade

4.2.1. Efeito da matriz lipidica

O potencial citotoxico de NLS preparadas com trés lipidios soélidos
diferentes, palmitato de cetila (PC), miristato de miristila (MM) e uma mistura de
ésteres cetilicos (EC), foi avaliado para verificar o efeito da matriz lipidica sobre a
viabilidade celular. Os valores de diametro médio, Pl e potencial zeta das
dispersdes encontram-se na Tabela 6 e os resultados dos testes de citotoxicidade
na Figura 17. Nos anexos 7 e 8 estdo apresentadas curvas representativas de
distribuicao de tamanhos, obtidas por numero, intensidade e volume, das NLS
preparadas com PC e EC, respectivamente. Os diametros e potencial zeta obtidos
foram préximos para as trés dispersdes de NLS. O efeito citotdxico foi dependente
da matriz lipidica, conforme foi verificado pelo teste ANOVA e teste de Tukey (p <
0,05). Os trés lipidios mostraram-se adequados para a utilizacdo na preparagao de
NLS para aplicagédo dérmica pois embora a viabilidade celular tenha sido reduzida
em algumas concentracées de NLS a reducgdo foi pequena. Além disso, até a
maior concentracao testada (500 pg/mL) néo foi atingido o 1Cso (concentracao que
reduz em 50% a viabilidade celular) em ambas as células. Estes resultados
indicam que as NLS nao possuem potencial citotoxico para as células avaliadas.

Tabela 6. Diametro médio (Z-Average), Pl e potencial zeta das dispersdes de NLS

vazias.
NLS Diametro médio (nm) PI Potencial zeta (mV)
CP 189,0+1,8 0,149 + 0,037 -34,7 + 41
MM 185,4 + 6,3 0,188 £ 0,012 -31,9+2,1
EC 197,5+ 3,5 0,234 + 0,023 -30,5+15

Dados mostrados como média + desvio padrdo, n=3.
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Figura 17. Citotoxicidade de NLS vazias preparadas com palmitato de cetila (PC),
miristato de miristila (MM) e éster cetilico (EC) em células (A) 3T3 e (B) HaCaT.

Dados mostrados como media * desvio padrao, n=>5.
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4.2.2. Citotoxicidade da tretinoina livre

A tretinoina livre (ndo encapsulada) ndao apresentou potencial citotéxico na
faixa de concentracdo testada (2-10 pg/mL), conforme pode ser verificado na

Figura 18.
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Figura 18. Citotoxicidade da tretinoina em células BALB/c 3T3 e HaCaT. Dados
mostrados como média * desvio padrao, n=>5.

4.2.3. Citotoxicidade das nanoparticulas

Os resultados dos testes de citotoxicidade realizados com as NLS sem
quitosana e com tretinoina (NLS-TRE) estdo apresentados na Figura 19 e os
resultados das NLS sem quitosana vazias ja foram apresentados na Figura 17. Em
todos os testes a reducao na viabilidade celular foi menor que 50% (portanto nao
foi atingido o ICsp), 0 que indica que as particulas ndo apresentam potencial
citotéxico na faixa de concentragao testada.

Particulas carregadas positivamente interagem mais fortemente com as
células e por isso sao internalizadas mais facilmente que particulas neutras e
carregadas negativamente (Verma and Stellacci, 2010). Portanto, a natureza
catibnica das NLS recobertas com quitosana poderia contribuir para a
citotoxicidade das mesmas. No entanto, nos testes realizados estas particulas
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também nao apresentaram efeitos téxicos para as células avaliadas (Figuras 20 e
21).
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Figura 19. Citotoxicidade das NLS-TRE em células BALB/c 3T3 e HaCaT. Dados

mostrados como meédia * desvio padrao, n=>5.
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Figura 20. Citotoxicidade das NLS-Quitosana vazias em células BALB/c 3T3 e
HaCaT. Dados mostrados como média + desvio padrao, n=5.
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Figura 21. Citotoxicidade das NLS-Quitosana-TRE em células BALB/c 3T3 e
HaCaT. Dados mostrados como média + desvio padrao, n=>5.

4.3. Fototoxicidade

Efeitos tdéxicos também podem ser desencadeados por exposicdo de uma
substancia a luz. Quando uma substéncia tornar-se toxica as células na presenca
de luz, diz-se que a substancia apresenta fototoxicidade. A tretinoina é fotoreativa,
portanto quando aplicada topicamente pode apresentar fototoxicidade (Slade et
al., 2009). Neste teste o potencial fototdxico da tretinoina livre e encapsulada em
NLS foi avaliado. A tretinoina nao é citotéxica na faixa de 2-10 pg/mL, conforme
foi verificado nos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade (Figura 18). Os
resultados obtidos nos testes de fototoxicidade nesta mesma faixa de
concentracao (Figuras 22) mostraram que quando a tretinoina € exposta a luz
(UVA) ela passa a exercer efeitos tdxicos as células e, portanto, é fototdxica. No
entanto, quando encapsulada em NLS, a fototoxicidade praticamente desaparece.
Nas células de fibroblastos 3T3 a diferenga entre a curva correspondente as NLS
com tretinoina expostas a radiagdo (TRE-NLS+UVA) e as ndo expostas (TRE-
NLS-UVA) foi muito pequena e nas células de queratinécitos HaCaT praticamente

nao teve diferenca entre as duas curvas.
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Figura 22. Ensaio de fototoxicidade em células BALB/c 3T3 da tretinoina livre
(TRE) e encapsulada em NLS (TRE-NLS). O gréafico mostra a viabilidade celular
sem exposicao a radiacao (-UVA) e com exposicao (+UVA). Dados mostrados

como média + desvio padrao, n=>5.

42



Os resultados apresentados acima evidenciam o efeito protetor da matriz
sélida das NLS, pois a tretinoina que esta dentro da matriz fica protegida do efeito
da radiagdo e consequentemente ndo causa fototoxicidade. Estes resultados
indicam que a maior parte da tretinoina esta dentro da matriz lipidica, ao invés de
adsorvida na superficie das particulas ou livre no meio de dispersdo, o que
concorda com a alta eficiéncia de encapsulagéo obtida.

4.4. Atividade Antibacteriana

A atividade antimicrobiana da quitosana depende de fatores como tipo de
microorganismo, presenca ou auséncia de cations metalicos, pKa, peso molecular,
grau de desacetilcdo, estado fisico (quitosana solUvel ou no estado sélido),
concentragcdo e fatores ambientais incluindo for¢ca ibénica do meio, pH e
temperatura (Kong et. al, 2010). Portanto, € necessario avaliar para cada
formulacédo o efeito da quitosana sobre os microorganismos de interesse.

Antes da determinagéao da concentracgao inibitéria minima (CIM) foi feito um
teste inicial para verificar se as NLS-Quitosana apresentavam efeito
antibacteriano. O teste foi feito com duas bactérias gram-positivas,
Staphylococcus aureus, geralmente envolvida em infeccoes de pele, e
Staphylococcus epidermidis que normalmente encontra-se presente em peles e
mucosas e também causa infec¢des. As Figuras 23 e 24 mostram a diferengca em
relacdo ao crescimento bacteriano das placas correspondentes ao tratamento das
bactérias com NLS sem quitosana (Figura 23-A e 24-A) e com quitosana (Figura
24-3 e 24-B). Visualmente pode-se observar que ndo ha crescimento bacteriano
na placas correspondentes as NLS-Quitosana.

Para quantificar a atividade antibacteriana das NLS-Quitosana, foram feitos
testes para a determinagdo da CIM com a P. acnes e S. epidermidis que estao
entre 0s principais microorganismos envolvidos na acne, sendo a P. acnes a
bactéria mais importante (Hassun, 2000), e com a S. aureus que é responsavel
por varios tipos de infeccbes, sendo as infeccbes de pele as mais comuns. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 7. Os valores de CIM foram obtidos em
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concentracdes baixas de nanoparticulas, o que indica uma alta atividade

antimicrobiana contra as bactérias de interesse.

Figura 23. Placas correspondentes ao tratamento da bactéria S. aureus com (A)

NLS sem quitosana e (B) NLS recobertas com quitosana.

Figura 24. Placas correspondentes ao tratamento da bactéria S. epidermidis com
(A) NLS sem quitosana e (B) NLS recobertas com quitosana.
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Tabela 7. Concentracao inibitéria minima (CIM) das NLS-Quitosana-TRE (em

unidades de concentragédo de quitosana).

Bactéria CIM (mg/mL)
Propionibacterium acnes 0,039
Staphylococcus aureus 0,32

Staphylococcus epidermidis <0,15*

*Até a menor concentracao testada em um primeiro teste (0.15 mg/mL) ndo houve crescimento
bacteriano; nao foi possivel repetir os experimentos devido a problemas com a reativacao da

bactéria.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que as NLS, com e
sem recobrimento de quitosana, possuem um grande potencial para aplicacoes
dérmicas de tretinoina por apresentarem alta eficiéncia de encapsulagéao e alta
estabilidade fisica e nao apresentarem potencial citotéxico em células de
fibroblastos e queratindcitos. Além disso, a encapsulacao em NLS praticamente
eliminou os efeitos fototéxicos da tretinoina, mostrando um efeito de protecao da
matriz lipidica e, portanto, uma grande vantagem da encapsulagdo de tretinoina
nestes sistemas. A capacidade de transporte das NLS foi limitada pela baixa taxa
de solubilizagdo da tretinoina no lipidio fundido, no entanto o valor obtido esta
dentro do esperado. Etanol pode ser utilizado para aumentar a capacidade de
transporte somente para as NLS sem quitosana, embora a estabilidade fisica das
dispersdes seja reduzida para apenas um més. As NLS-Quitosana apresentaram
atividade antibacteriana contra as principais bactérias envolvidas na acne,
oferecendo, portanto, uma vantagem em relacdo as NLS sem recobrimento uma
vez que este efeito sobre a proliferacdo bacteriana seria somado ao efeito
comedolitico da tretinoina, podendo resultar em uma maior eficacia no tratamento
da doenca. As NLS-Quitosana também apresentaram atividade antibacteriana
contra a S. aureus, que geralmente esta envolvida em infec¢des de pele, e desta
forma podem aumentar a eficacia terapéutica no tratamento tépico de outras

doencas de pele que envolvam proliferacdo bacteriana.
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