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RESUMO

As formulacdes de filtros solares sdo compostas geralmente por particulas inorganicas
e moléculas organicas para proteger a pele de forma eficiente contra os raios solares.
Entre os compostos atualmente utilizados, pode-se citar o éxido de zinco (ZnO) como
protetor fisico e o octocrileno, como protetor quimico sintético. Além disso, alguns
compostos naturais como a quercetina, e Oleos vegetais apresentam potencial
capacidade antioxidante e fotoprotetora, podendo elevar o FPS de logbes
fotoprotetoras e agir de forma benéfica na pele. Apesar de serem muito utilizados
devido ao seu baixo potencial alergénico, os compostos inorganicos possuem
aparéncia esbranquicada e opaca ao serem aplicados na pele. A utilizacdo de
particulas nanométricas possibilita a obtencdo de um produto mais translucido, porém
existe uma grande preocupacgao relacionada a toxicidade que as mesmas podem
causar, pela capacidade de gerar radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)
durante exposicao a radiacao UV. A encapsulacao de nanoparticulas inorganicas
pode ser utilizada para reduzir esta capacidade de gerar ROS, além de melhorar a
fotoestabilidade e seguranga dos compostos organicos. Sendo assim este trabalho
avaliou a encapsulagdo de NPs-ZnO-MPS simultaneamente com octocrileno em
nanoparticulas de PBMA-PMMA-PS e a encapsulacdo do composto quercetina em
nanoparticulas de PBMA-PMMA-PS e PMMA-PS, utilizando a técnica de
polimerizacdo em miniemulsdo, com o objetivo de obter nanoparticulas com fator de
protecdo solar e atividade antioxidante para aplicagdo conjunta em locoes
fotoprotetoras. Em ambas as formulacdes, 6leos vegetais com potencial atividade
antioxidante e fotoprotetora foram testados como agentes coestabilizadores da
miniemulsdo, sendo também encapsulados nos latexes finais. Nanoparticulas
esféricas de tamanho homogéneo, na faixa de 160-215 nm, e superficies regulares
foram obtidas, permanecendo estaveis apds 30 dias. Aproximadamente 50% da
quercetina adicionada a formulacdo permaneceu nos latexes, e acima de 85% dos
Oleos vegetais foi encapsulado. A eficiéncia de encapsulacao do ZnO foi obtida entre
60 e 87%, enquanto o octocrileno e 6leo de café verde tiveram cerca 80 e 89% de
encapsulacdo respectivamente nas NPs-ZnO. A quercetina manteve elevada
atividade antioxidante quando encapsulada em NPs poliméricas, e obteve resultados
ainda melhores quando encapsulada simultaneamente com o 6leo de café verde. O
valor de FPS in vitro, foi satisfatério apenas para as formulacées contendo NPs-ZnO,
obtendo-se o melhor resultado para a nanoencapsulagao simultanea de NPs-ZnO e
octocrileno (FPS 2515). No entanto, a aplicacdo das NPs de quercetina e OCV
mostram-se promissores para aplicagcdo em fotoprotetores juntamente com NPs de
Zn0O e octocrileno, podendo contribuir para o incremento do FPS in vivo e reduzir os
danos causados a pele pelos raios UV. Assim, a técnica de encapsulacdo por
polimerizacdo em miniemulsdo mostrou-se uma alternativa para a encapsulagéo de
filtros fisicos, quimicos, além de compostos naturais com potencial atividade
antioxidante e fotoprotetora para aplicagcdo em protetores solares.

Palavras-chave: Nanoencapsulagéo. Polimerizagcéao em miniemulsao.
Nanoparticulas. ZnO. Quercetina. Octocrileno. Filtro solar.






ABSTRACT

Sunscreen formulations are usually composed of inorganic particles, as Zinc oxide
(Zn0O), and organic particles, as octocrylene, to protect the skin effectively against the
ultra violet radiation. In addition, some natural compounds such as quercetin and
vegetable oils have a potential antioxidant and photoprotective properties, which can
elevate SPF and act in a beneficial way on the skin when applied in sunscreen
formulations. Although widely used because of their low allergenic potential, inorganic
compounds have an opaque appearance when applied on the skin. Using nanometric
particles, it is possible to obtain a more translucent product, but there is great concern
related to the toxicity that nanomaterials can cause by the ability to generate free
radicals and reactive oxygen species (ROS) during exposure to UV radiation. The
encapsulation of inorganic nanoparticles can be used to reduce this ability to generate
ROR, in addition to improving the photostability and safety of organic compounds.
Thus, this work evaluated the encapsulation of NPs-ZnO-MPS simultaneously with
octocrylene in PBMA-PMMA-PS nanoparticles and the encapsulation of quercetin in
nanoparticles of PBMA-PMMA-PS and PMMA-PS wusing the miniemulsion
polymerization technique, aiming to develop nanopatrticles with sun protection factor
and antioxidant activity for application in photoprotective lotions. In both formulations,
vegetable oils with potential antioxidant and photoprotective activity were tested as co-
stabilizing agents of the miniemulsion and also encapsulated in the latexes. Spherical
nanoparticles of homogeneous size, from 160 to 215 nm, and regular surfaces were
obtained, remaining stable after 30 days. Approximately 50% of the quercetin added
to the formulation remained in the latexes, and over 85% of the vegetable oils were
encapsulated. The encapsulation efficiency of ZnO was between 60 and 87%, while
octocrylene and green coffee oil had about 80 and 89% encapsulation respectively in
the ZnO-NPs. The quercetin presented high antioxidant activity when encapsulated in
polymeric NPs, having even better results when encapsulated simultaneously with
green coffee oil. The values of FPS in vitro was satisfactory only for formulations
containing NPs-ZnO, with the best result for the simultaneous nanoencapsulation of
NPs-ZnO and octocrylene (SPF 25 + 5). However, the application of the NPs of
quercetin and OCV in sunscreen lotions with NPs-ZnO-octocrylene, may promote an
increment on FPS in vivo, reducing the damage caused to the skin by UV radiation.
Thus, the encapsulation by miniemulsion polymerization is an alternative for
encapsulation of physical, chemical and natural compounds for application in
sunscreens.

Keywords: Nanoencapsulation. Miniemulsion. Polymerization. ZnO. Nanoparticles.
Quercetin, Octocrylene. Sunscreen.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

O consumo de filtros solares para protegao contra efeitos adversos, agudos e
cronicos, da radiacao solar vem crescendo nos ultimos anos. Inicialmente os filtros
eram empregados apenas para proteger a pele contra o desenvolvimento de resposta
eritematosa, mas atualmente os protetores solares também tém sido utilizados para
prevenir o fotoenvelhecimento precoce, fotossensibilidade, cancer de pele e danos
causados por radicais livres (GONZALEZ et al., 2006). No mercado existem filtros
solares na forma de logcdes hidroalcodlicas, 6leos, géis, emulsdes 6leo em agua (O/A)
ou agua em 6leo (A/O), bastbes, aerossois, além de produtos cosméticos, (BALOGH
et al., 2011) e téxteis (HUSSEIN e ELHASSANEEN, 2014) incorporados de filtros
solares.

Os filtros solares visam proteger a pele de ambas as radiacées UVA e UVB,
diminuindo os efeitos maléficos das mesmas sobre a pele. Sendo assim, um protetor
solar eficiente deve prevenir ndo apenas uma possivel queimadura, mas também
reduzir o acumulo de lesdes causada por toda a faixa da radiagdo UV, prevenindo
assim o risco de alteragdes fatais e o surgimento de doencas crénicas (FLOR e
DAVOLOS, 2007). Para ser efetivo, o filtro deve ser estavel fotoquimicamente quando
exposto a luz solar, dispersar facilmente e permanentemente no veiculo, permanecer
na pele apéds transpiracdo ou contato com a agua, ser atdéxico e ndo causar irritacao
ou alergia de contato.

O mecanismo de protecao contra os raios solares pode ser obtido através de
filtros inorganicos e organicos. Entre os filtros inorganicos podemos citar o 6xido de
zinco (ZnO) e o dioxido e Titanio (TiO2) (LAUTENSCHLAGER et al., 2007). Existem
diversos filtros organicos sintéticos utilizados em fotoprotetores em conjunto com os
filtros inorgénicos. Entre os filtros organicos comerciais mais utilizados pode-se citar
o etilhexil dimetil acido p-aminobenzéico (PABA), etilhexil salicilato, etilhexil

metoxicinamato e octocrileno, com absorcdo na regido UVB; benzofenona-3 com
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absorcdo em ambas as regides UVB e UVA; butil-metoxi-dibenzoil-metano com
absorcao na regiao UVA (MAIER e KORTING, 2005).

Os compostos inorganicos apresentam um baixo potencial alergénico em
comparacdo aos organicos, porém possuem como desvantagem a aparéncia
esbranquicada e opaca ao serem aplicados na pele. A utilizacdo de particulas
nanomeétricas possibilita a obtengdo de um produto mais translicido, porém existe
uma grande preocupacado relacionada a toxicidade que as nanoparticulas podem
causar quando aplicadas na pele, devido a sua capacidade de formar complexos com
proteinas e, principalmente, a capacidade de induzir a formacdo de radicais livres
(LAUTENSCHLAGER et al., 2007; NEWMAN et al., 2009).

A encapsulagcdo de nanoparticulas inorganicas torna-se uma técnica
promissora para reduzir a formagdo de radicais livres através da oxidacdo das
moléculas quando expostas a radiacao UV, permanecendo com a aparéncia estética
que as nanoparticulas conferem aos filtros solares (ZHANG et al., 2006). Ja em
relacdo aos compostos organicos, a encapsulagéo pode melhorar a fotoestabilidade,
fotoprotecéo e seguranca dos compostos quando expostos aos raios UV (MULLER
et al., 2004).

Estudos relataram os efeitos sinérgico de compostos naturais derivados de
plantas em protetores solares, entre eles a quercetina, um polifenol com elevado
potencial antioxidante e fotoprotetor (DONGLIKAR e DEORE, 2017).

Existem diversas técnicas utilizadas para encapsular compostos de interesse,
dependendo do tamanho, formato das particulas a serem obtidas, propriedades fisicas
e quimicas, aplicagdo do produto e custos finais do processo. A polimerizacdo em
miniemulsao é uma técnica de encapsulagao in situ na qual a sintese do polimero e a
encapsulacao do componente de interesse sao realizadas em uma Unica etapa.
(LANDFESTER, 2009).

No presente estudo, foram sintetizados dois tipos de nanoparticulas. NPs-ZnO
hidrofobizadas com MPS foram encapsuladas simultaneamente com octocrileno em
nanoparticulas de PBMA-PMMA-PS, e o composto quercetina foi encapsulado em
nanoparticulas de PBMA-PMMA-PS e PMMA-PS, utilizando a técnica de
polimerizacdo em miniemulsdo, com o objetivo de obter nanoparticulas com fator de

protecéo solar e atividade antioxidante, apresentando boa espalhabilidade e retengao
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para aplicacdo em logbes fotoprotetoras. Em ambas as formulagdes, foi avaliada a
utilizacéo de dleos vegetais com potencial atividade fotoprotetora e antioxidante como
coestabilizadores na miniemulsdo. As nanoparticulas foram avaliadas quanto a
conversao das reagdes através da técnica de gravimetria, tamanho de particula por
Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), morfologia por Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET) e temperatura de transicdo Vitrea por Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC). Além disso, foram determinadas a eficiéncia de encapsulagéo dos
compostos organicos e inorganico utilizados, fator de protecao solar e atividade
antioxidante dos latex obtidos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo a encapsulagédo de compostos com fator de
protecdo solar e atividade antioxidante em nanoparticulas poliméricas utilizando a

técnica de polimerizagdo em miniemulsao.

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Modificacdo da superficie das nanoparticulas (NPs) inorgénicas de ZnO
com 3-trimetoxisilil-propil metacrilato (MPS) e posterior caracterizacao.

2. Encapsulacao das NPs-ZnO/MPS em nanoparticulas de PBMA-PMMA-PS
pela técnica de polimerizagdo em miniemulsao.

3. Encapsulacao de quercetina em nanoparticulas de PBMA-PMMA-PS e em
nanoparticulas de PMMA-PS pela técnica de polimerizagdo em miniemulsdo

4. Utilizacdo de Oleos vegetais com potencial atividade antioxidante e
fotoprotetora como coestabilizador nas formulagoes.
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5.Caracterizacdao das nanoparticulas poliméricas obtidas, avaliando a
eficiéncia de encapsulagao dos compostos encapsulados e as propriedades obtidas.

6. Avaliacao do fator de protecdo solar e atividade antioxidante dos latexes
produzidos.
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CAPITULO Il

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentado o referencial tedrico usado como base para
o desenvolvimento deste trabalho. Serdo abordados pontos importantes sobre a
radiacao ultravioleta (UV) e os maleficios que a mesma pode causar ao organismo.
Além disso, serao abordados tipos de filtros solares utilizados atualmente e outros
compostos com fator de protecdo, com énfase nos componentes estudados neste
trabalho, quercetina (QUE), éleo de semente de roma (OSR), 6éleo de café verde
(OCV) e oxido de zinco (ZnO). A seguir, a polimerizagdo via miniemulsdo é
apresentada como uma técnica promissora para encapsular compostos com fator de
protecao para aplicacdo em filtros solares. A etapa de modificagdo da superficie de
nanoparticulas inorganicas também é apresentada, ja que a mesma é necessaria para

a incorporacao de nanoparticulas de éxido de zinco em matrizes poliméricas.

2.1 RADIACAO SOLAR

A radiacao solar que atinge a superficie da Terra é composta por um espectro
de comprimentos de onda dividido em trés principais regides. A regido de raios
infravermelhos, com comprimento de onda acima de 800 nm, a regido visivel (UV-Vis),
com raios entre 400-800 nm e a regiao ultravioleta (UV), entre 100 e 400 nm. A
presenca da radiacao solar é perceptivel ao organismo de maneira distinta para cada
uma destas trés regides (BALOGH et al., 2011). A radiacao infravermelha (IV) é
percebida sob a forma de calor. A exposicdo a radiagdo solar pode elevar a
temperatura da pele acima de 40°C, podendo ocasionar uma desidratagdo. A luz
visivel (Vis) penetra apenas a camada cérnea da pele e possibilita ao cérebro a
distincdo das cores ao atingir o sistema 6ptico. Ja a radiacao ultravioleta (UV), é

percebida através de reacdes fotoquimicas, como por exemplo, a produgcdo de
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melanina, resultando no bronzeamento da pele. Outras reagbes podem levar a
producdo de inflamacbes leves, graves queimaduras, mutagdes genéticas e
comportamentos anormais das células (BALOGH et al., 2011; PAESE, 2008).

Devido ao seu menor comprimento de onda, as radiagbes UV sdo as mais
energéticas e que mais penetram na pele, sendo as mais prejudiciais a saude e as
responsaveis pelo fotoenvelhecimento. Esta regido é dividida em outras quatro sub-
regides, UVAI (340 - 400 nm), UVAII (320 — 340 nm), UVB (290 — 320 nm) e UVC
(100- 290) nm. Os raios UVA sdo os responsaveis pelo bronzeamento direto, pois
penetram profundamente na pele, alcangcando a derme. Essa radiacdo possui
capacidade muito menor de danificar a pele, quando comparada a UVB. Porém, por
penetrar mais profundamente na derme, seus efeitos s&do cumulativos, e estdo
relacionados ao desenvolvimento de doencas crOnicas. Além disso, ela ndo é
absorvida pela camada de o0z6nio. Periodos longos e frequentes de exposi¢ao ao sol
de forma inadequada favorecem os fenémenos de fotoenvelhecimento, aparecimento
de manchas, rugas, flacidez, aumento de células inflamatérias na derme e cancer de
pele (BALOGH et al., 2011; FLOR e DAVOLOS, 2007). Os raios UVB sao mais
energéticos se comparados aos raios UVA, mas sado parcialmente absorvidos pela
camada de ozbnio, atingindo a pele superficialmente. Provocam o bronzeamento de
forma indireta, podem causar vermelhiddo e eritemas. S&o responsaveis pela
transformacao do ergosterol epidérmico em vitamina D, benéfica para saude. Porém,
exposicao intensa e frequente a radiacao UVB pode causar les6es no DNA e danificar
a resposta imunoldgica da pele, aumentando o risco de mutagdes, sob a forma de
carcinoma. Ja a radiacao UVC é altamente energética, porém é totalmente absorvida
pela camada de oz6nio. Os raios UVC nao tem efeito sobre a pigmentacao da pele,
mas pode causar eritemas e carcinomas (BALOGH et al., 2011; FLOR e DAVOLOS,
2007).

A exposicdo a luz solar, em baixa dosagem, € necessaria para a saude e traz
beneficios tanto fisicos quanto psicoldgicos; tem efeito energético e antidepressivo,
ajudando na producao de serotonina, além de ser importante para a sintese de
vitamina D. Porém, a exposi¢éo aos raios UVA e UVB é relacionada a doengas e
problemas de pele (BAILLO e LIMA, 2012). Sendo assim, diversas estudos vém
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sendo desenvolvidos em busca de formas de fotoprote¢cdo mais eficientes e seguras
contra os efeitos da radiacao solar

2.2 FATOR DE PROTEGAO SOLAR

O Fator de Protecéo solar (FPS) indica a eficacia de um filtro solar a partir da
sua capacidade de proteger a pele contra a queimadura causada pela radiagao UVB.
O FPS mede quantas vezes a pele protegida com o filtro solar pode ficar exposta ao
sol, em relagdo ao tempo que queimaria sem o uso do mesmo. O indice é estimado
através da razdo de tempo necessario para que uma determinada irradiagcao produza
um minimo eritema na pele protegida pelo filiro em relagdo a dose minima para
eritema (DME) sem a protecao (MILESI e GUTERRES, 2002).

E importante considerar que o FPS simula a protecéo solar contra o eritema
ou vermelhiddo causado pela luz solar, mas nédo € suficiente como medida contra o
fotoenvelhecimento e cancer de pele (OSTERWALDER e HERZOG, 2009).

Desta forma, a radiacdo UVA passou a ser considerada também um fator de
risco nos ultimos anos, por apresentar diversos efeitos maléficos ao organismo
humano. Entre os métodos para avaliar formulagdes fotoprotetoras com relagédo ao
nivel de protecao contra os raios UVA destaca-se a quantificagdo através da medida
do eritema provocado por aplicacdo de alta dose desta radiacao na pele. O eritema
minimo induzido pelo UVA é determinado em individuos expostos a quantidades
significativas de UVA sem e com o fotoprotetor em teste, e a partir dos valores
encontrados calcula-se o fator de protegcdo no UVA (FPSA), semelhantemente a
determinacao do FPS (RIBEIRO, 2006).

Atualmente, o valor do FPS é classificado de acordo com uma faixa de
protecdo, conforme Tabela 1, proposta pela Food and Drug Administration-FDA
(2007).

O FPS 30 é considerado como de alta protecao, pois filtra 96,7 % da dose de
radiacao UV que atinge a pele, enquanto um FPS 60 filtra 98,3 %, uma diferenca de
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apenas 1,6% a mais de protecao. A principal vantagem de um elevado valor de FPS
é que o produto pode ser reaplicado com menor frequéncia, ou seja, ele é eficaz
durante um maior intervalo de tempo. Para a obtencao de valores de FPS mais alto,
utiliza-se uma mistura de diferentes compostos com fator de protecdo solar na
formulacdo (OSTERWALDER e HERZOG, 2009).

Para calcular o FPS, podem ser realizados testes in vitro ou in vivo. Os testes
in vitro sdo realizados utilizando analises em espectroscopia, sendo mais simples,
rapidos e baratos (MANSUR et al., 1986).

Tabela 1- Classificagdo de Fotoprotetores de acordo com os valores de FPS

Nivel de Protecao Valor do FPS

Maximo >50
Alto 35-50
Médio 15-30
Baixo 2-15

2.3 MECANISMO DE PROTECAO DOS FILTROS SOLARES

A protecdo contra os raios solares pode ser obtida através de filtros
inorganicos e filtros organicos. Os filtros inorganicos sao representados pelo 6xido de
zinco e pelo diéxido de titanio, compostos opacos, insollveis em agua e materiais
graxos, de origem mineral e apresentam alta capacidade de refletir a luz. Estes
formam uma barreira opaca sobre a pele, refletindo, absorvendo e dispersando a luz
UVA e, UVB que incide sobre a pele. Possuem baixo potencial alergénico, sendo
utilizado em produtos infantis, linhas de uso diario e para peles sensiveis. Os
compostos inorganicos sao semicondutores e seus elétrons sao excitados quando
estdo sob acéo da luz UV, sendo capazes de absorver esta radiagdo. Ao absorver a
radiagdo, esta é convertida em forma de energia, como o calor, por exemplo
(LAUTENSCHLAGER et al., 2007).
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Ja os filtros orgéanicos, sao formados por compostos aromaticos capazes de
absorver a radiacao UV e transforma-la em radiagbes com energias menores e nao
prejudiciais ao ser humano. A eficiéncia de absorcdo de radiacdo UV pelo grupo
cromoforo esta relacionada a sua estrutura quimica; quanto maior a conjugacao em
uma molécula, menor a energia necessaria para realizar a transicdo dos elétrons
situados no orbital HOMO (orbital molecular preenchido de mais alta energia) para
orbital LUMO (orbital molecular de mais baixa energia) e consequentemente a
molécula absorvera radiacdo em comprimentos de onda maiores
(LAUTENSCHLAGER et al., 2007). Diferentes rotas de retorno da molécula ao estado
padrdo com dissipacdo de energia podem ser observadas, algumas destroem a
molécula através de fragmentacdo, reacdo biomolecular ou determinadas
isomerizagdes, outras a preservam através da fluorescéncia, fosforescéncia,
isomerizacdes e transferéncia de energia para outras moléculas. Deste mecanismo
provém a fotoestabilidade do composto; se a rota ndo destrutivel € predominante, ele
€ considerado estavel, caso a rota destrutiva predomina, a molécula é considerada
instavel (LAUTENSCHLAGER et al., 2007).

De acordo com as diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, um
protetor solar deve ter um fator de protecao solar (FPS) igual ou maior que 6 (ANVISA,
2012) . De acordo com as recomendagcbes da Administracdo de Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos (FDA), para serem consideradas protetor solar, a
formulacao deve ter um valor de FPS superior a 2. Entretanto, para garantir protecao
adequada e minimizar os riscos de danos a pele, A FDA recomenda o uso regular de
protetores solares com um valor de FPS 15 ou superior, combinado com outras
medidas de protecao (FDA).

Sendo assim, compostos naturais estdo sendo estudados em relagao ao fator
de protecao contra os raios UVA e UVB, e auséncia de potencial téxico ou alergénico

para serem classificados como "protetores solares verdes".



24

2.4 COMPOSTOS COM ATIVIDADE FOTOPROTETORA E/OU ANTIOXIDANTE

Estudos relataram os efeitos benéficos de compostos antioxidantes derivados
de plantas, especialmente carotenoides e flavonodides, em protetores solares,
elevando a protecdo contra danos causados pelo sol (CEFALI et al., 2016; DORNAS
et al., 2008). Curcumina, quercetina e resveratrol sdo exemplos de polifendis com
potencial antioxidante e fotoprotetor (DONGLIKAR e DEORE, 2017). Compostos
fendlicos como flavondides podem ser usados como filtros solares devido a presenca
de anéis aromaticos em suas estruturas, que podem absorver raios UV,
especialmente UVA e UVB, em uma faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm
(CEFALI et al., 2016; DORNAS et al., 2008).

2.4.1 Quercetina

Os flavonoides constituem uma importante classe de compostos naturais
conhecidos por terem atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antibacteriana. A
quercetina (3,3',4’,5,7-pentahidroxiflavona) (Figura 1) € um flavonoide presente em
quantidades elevadas em alguns alimentos como cebola, couve, brécolis, maca
(CEFALI et al., 2016), Ginkgo biloba (WATSON e OLIVEIRA, 1999), uva e vinho tinto
(KEREM et al., 2004). Este flavonoide apresenta atividade antioxidante, antialérgica,
anti-inflamatéria, antiplaquetaria, antimicrobiana, antineurodegenerativa, antitumoral
e antiviral (DONGLIKAR e DEORE, 2017).

Figura 1- Estrutura quimica da quercetina
OH
HO 0

OH

OH 0

Fonte: Autor (2019)
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A quercetina é largamente utilizada em formulagbes cosméticas, porém
temperatura e luz sdo fatores que influenciam na sua atividade antioxidante e exigem
certos cuidados durante o armazenamento, uma vez que podem ocasionar o
decréscimo da atividade sequestradora de radicais livres desejada (MOURE et al.,
2001).

Kostyuk et al., (2018) avaliaram substancias naturais para a prevencao do
fotoenvelhecimento cutdneo. Alguns polifendis como taxifolina, silibinina, cloreto de
cianidina, verbascosideo, acacetina, kaempferol, quercetina, baicaleina e rutina
mostraram-se eficazes na protecao contra raios UVB quando comparados com
benzofenona-3, composto utilizado como filtro solar. Além disso morin, rutina,
kaempferol, quercetina e baicaleina absorvam predominantemente na radiacao UVA,
enquanto a benzofenona-3 nao obteve bons resultados de absor¢céao nesta regiao.

Choquenet et al. (2008) incorporaram quercetina em emulsées de éleo-em-
agua, a uma concentragdo de 10% em massa, juntamente com compostos
inorganicos para avaliagdo do FPS. A quercetina demonstrou valores de FPS
semelhantes ao homosalato, usado como substancia padrao, tendo bons resultados
associada aos filtros inorganicos TiO2 e ZnO. Ela também forneceu um nivel

consideravel de fotoprotecdo na faixa de UVA.

2.4.2 Oleos vegetais

O desenvolvimento de formulagdes para protecéo solar contendo extratos e
6leos de plantas, que podem ser potencialmente seguros, também esta sendo
amplamente explorado. Os cosméticos a base de plantas sdo comumente usados
para evitar o envelhecimento da pele, pois contém agentes antioxidantes que
minimizam a atividade dos radicais livres. Além de suas propriedades antioxidantes,
0s cosméticos a base de plantas protegem a pele contra a radiacao solar porque
contém polifendis, como flavondides e carotenoides (CEFALI et al., 2016). Existem
inUmeros estudos sobre os efeitos protetores e benéficos de espécies de plantas.
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2.4.2.1 Oleo de café verde

O dleo do café torrado € muito utilizado na industria alimenticia para conferir
aroma a doces e bolos. Quando é extraido do café verde, o 6leo é bastante utilizado
na industria cosmética por suas propriedades relacionadas a hidratacdo dérmica. Este
é rico em fitoesterdis que promovem excelente hidratacao, rapida penetragéo e boa
aderéncia em aplicagdes cosméticas, além de ser rico em acidos graxos essenciais
(WAGEMAKER, 2009).

O 6leo de café é uma fonte natural de antioxidantes pela presenca dos acidos
clorogénicos, e também tocoferol, conhecido como vitamina E, capazes de reduzir a
producéo de radicais livres (IWAI et al., 2004). E uma substancia bastante lipofilica e
dificilmente lavavel.

Wagemaker (2009) desenvolveu formulagbes cosméticas contendo 6leo de
café e confirmou auséncia de toxicidade do 6leo e das formulacdes nas condi¢des de
estudo. Confirmou também a percepcao de pele macia e hidratada pela maioria das
voluntarias apds a aplicagdo das formulacoes, efeitos benéficos na protecdo da
barreira cutanea, efeitos fotoprotetores de reducao da perda transepidérmica de agua
e do numero de células de queimadura solar e incremento de até 3.5 no FPS das
formulagdes quando adicionado o Oleo de café.

Chiaria et al. (2014) avaliou as propriedades do éleo dos graos de café verde
visando sua aplicacao em filtros solares. O éleo mostrou um efeito sinérgico intenso
no valor de FPS quando associado ao filtro de etil-esilhexilmetoxicinamato sintético,
levando a um aumento de 20% no FPS. Além disso, a atividade antioxidante, a
citotoxicidade e o fator de protecao solar (FPS) do OCV foram determinados. Os
resultados mostram que nao ha efeito citotéxico para as células da pele in vitro,
mesmo em altas concentragdes. Os resultados sugerem o uso de 6leo de café verde
como um potencial produto natural para formulagées de filtros solares para melhorar
a eficiéncia e protegcao contra danos a pele.

Assim, o 6leo de café verde é um composto em potencial para substituir
produtos quimicos sintéticos em protetores solares, como uma rica fonte de

antioxidantes e polifendis.
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2.4.2.2 Oleo de semente de roma

A roma é rica em muitos compostos fendlicos, que incluem flavondides e
taninos hidrolisaveis. O 6éleo da semente deste fruto possui alta atividade antioxidante
e é caracterizado pelo elevado teor de acidos graxos poliinsaturados como linolénico,
linoleico o e outros lipideos como acidos punicico, oleico, esteérico e palmitico (WANG
et al., 2004).

Afaq et al. (2011) determinaram que o efeito de produtos derivados da roma,
como suco, extrato e 6leo da semente do fruto podem ser Uteis contra danos mediados
por UVB na pele humana, analisando o efeito na oxidagdo de proteinas induzida por
UVB e marcadores de danos no DNA e fotoenvelhecimento.

Viuda-Martos et al. (2012) relataram que o acido punicico possui propriedades
anti-inflamatérias e antitumorais. Assim, o éleo da semente de roma tem grande
potencial para ser utilizado como ingrediente na formulag&o de alimentos funcionais e
na industria farmacéutica.

Ahlers e McTaggart (1954) realizaram um estudo detalhado do espectro de
absorcao do 6leo da semente de roma na regiao UV no qual identificaram uma regiao
de absorc¢ao entre 250 — 300 nm, com principal banda em 275 nm. Esta caracteristica
torna o 6leo de roma promissor para aplicacao em filtro solares como protecao contra
os raios UVB.

No trabalho de Niculae et al. (2014), uma nova aplicacdo de 6leo de roma
(PSO) no setor cosmético foi desenvolvida, com base na sintese de nanocépsulas
lipidicas carregadas com PSO e varios filtros UV sintéticos (avobenzona, octocrileno,
bemotrizinol). A eficiéncia de encapsulagao obtida foi acima de 90% e os resultados
asseguraram taxas de liberacao lenta de filtros UV. As nanocapsulas desenvolvidas
foram utilizadas para produzir filtros solares seguros e eficazes, contendo baixas
quantidades de filtros UV sintéticos acoplados a um alto percentual de ingredientes
naturais. O maior FPS de 34,3 foi obtido para um creme contendo 11% de PSO e 3,7%
de bemotrizinol.
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2.4.3 Oxido de zinco

O o6xido de zinco é um semicondutor intrinseco do tipo n, pertence a classe
dos 6xidos condutores transparentes (TCO), sendo altamente transparente a luz
visivel e eletricamente condutor. Extraido de um mineral chamado zincita, 0 composto
inorgénico com estequiometria ZnO apresenta-se como um po de coloragéo branca,
amorfo, com densidade igual a 5,6 g.cm-3, € uma molécula covalente, com
hibridizacdo sp3 e apresenta carater anfétero, solivel em &cidos e praticamente
insoltvel em bases, alcool e 4gua (JANOTTI e VAN DE WALLE, 2009).

Sua estrutura cristalina na forma hexagonal (wurtzita) é constituida por
atomos de zinco (Zn2+) e oxigénio (O2-) coordenados tetraedricamente (GAO e
WANG, 2004). E um material de facil cristalizagdo e quando est4d na forma de
nanoparticulas apresenta algumas mudancas em suas propriedades, tais como, area
superficial e estrutural. Nos ultimos anos, o0 ZnO vem sendo amplamente estudado
para aplicacao em diversos produtos como protetores solares, catalisadores, materiais
luminescentes, tintas, farmacos, entre outros (CHIANG-TING et al., 2011).

O éxido de zinco é atéxico e inerte, muito utilizado em associacao com filtros
quimicos para fotoprotetores de elevado FPS. Na forma micronizada, melhora as
caracteristicas sensoriais das formulacées, facilitando o espalhamento sobre a pele e
diminuindo o aspecto esbranquicado apds a aplicacao (REINOSA et al., 2018)

Dado o crescente interesse comercial e cientifico no uso de nanoparticulas de
TiO2 e ZnO em filtros solares, Smijs e Pavel (2011) realizaram um estudo sobre dados
da eficacia e seguranca das formulacées de filtros solares nanoparticulados existentes
na literatura. A seguranca diz respeito principalmente aos estudos de penetracdo na
pele e producdo de ROS, que pode levar a citotoxicidade e genotoxicidade. O
revestimento das NPs reduz os efeitos toxicos, especialmente quando revestimentos
a base de silica sdo usados, mas ndo podem impedir completamente esses efeitos.
Para minimizar os riscos e otimizar a eficacia dos filtros solares nanoparticulados,
pesquisas vem sendo desenvolvidas com foco na exposigdo da pele humana
subcrénica (queimada pelo sol) e a (foto) estabilizacao e otimizacdo do tamanho das
NPs dos filtros solares. Além disso, busca-se evitar a producdo de ROS, em vez de

extinguir seus efeitos.
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Choquenet et al. (2008) avaliaram a utilizagdo de quercetina e rutina em
conjunto com particulas inorganicas em emulsdes 6leo-em-agua, na concentragéo de
10% (p / p) para aplicacao em filtros solares. O FPS obtido foi de aproximadamente
10 para a combinacado com 6xido de zinco e 30 para o diéxido de titanio.

2.4.40ctocrileno

O octocrileno (2-ciano-3,3-difenilacrilato de 2-etil-hexila) (Figura 2) é um filtro
quimico muito utilizado em formulacées de protetores solares, apresentando boa
absorcao da radiacdo UVB, com pico de absorcao em 305nm (PRISANA e HENRY
W. LIM, 2011).

Trata-se de uma molécula organica, da classe dos cinamatos, com uma
insaturagéo extra conjugada com o anel benzénico e o grupamento carbonila, como
apresentado na Figura 2, permitindo o deslocamento de elétrons (LOPES e BATISTA,
2013). E considerado um filtro quimico com elevada fotoestabilidade (HEXSEL et al.,
2008).

Figura 2— Estrutura molecular do composto octocrileno (OC).
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Fonte: Autor (2019)
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2.5 NANOENCAPSULACAO

Nanocapsulas poliméricas s&o definidas como carreadores sélidos, de
tamanho submicrométrico, geralmente entre 1 a 1000 nm (REIS et al., 2006), que
sejam de preferéncia biodegradaveis e biocompativeis quando se trata de carreadores
de principios ativos (KUMARI e YADAV e et al., 2010).

As nanoparticulas possuem varias vantagens para a administracdo cutanea
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; ALVES et al., 2007). Os tamanhos de particula
pequenos permitem contato proximo com o estrato cérneo e aumentam a quantidade
de substancia encapsulada penetrando na pele. A incorporagdo de farmacos em
nanoparticulas pode estabilizar quimicamente os componentes de interesse (MULLER
et al., 2004). A incorporacao de 6leos proporciona melhorias quanto a solubilidade,
dispersibilidade em meio aquoso e redugcdo das perdas devido a ligagdo com
componentes dispersos no meio (SHAH et al., 2013).

De acordo com Jiménez e colaboradores (2004), as nanocapsulas foram
introduzidas veiculos inovadores para cosméticos, especialmente para bloqueadores
de UV para uso em pele humana e / ou cabelo.

Existem diversas técnicas utilizadas para encapsular compostos de interesse,
tais como polimerizagdo em emulsao, polimerizacdo em miniemulsédo e técnicas de

dispersao utilizando polimero pré-formado.

2.5.1 Nanoencapsulacao via polimerizacao em miniemulsao

Nesta técnica, aplica-se alta tensao de cisalhamento para formacao de gotas
pequenas e estaveis em uma fase continua. As gotas possuem uma fase organica,
composta por monémero e coestabilizador, e uma fase aquosa, composta por agua e
emulsificante. Estas pequenas gotas agem como nanorreatores, e em cada uma delas
ocorrem as reagbes de polimerizagdo dentro da gota e na sua superficie
(LANDFESTER, KATHARINA, 2009). O mecanismo do processo de polimerizagao via
miniemulsao é representado na figura 2.

O tamanho das nanogotas pode variar entre aproximadamente 50 e 500 nm,

dependendo do tipo e concentracdo de surfactante utilizado na formulagdo e também
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da forca de cisalhamento aplicada na formagdo da miniemulsdo. Diferentes
combinac¢des de coestabilizadores e iniciadores sdo possiveis, influenciando na
formacao e na natureza das nanoparticulas. O coestabilizador previne a degradacéao
de Ostwald, ou degradacgédo difusional, diminuindo a difusdo do monbémero e a
consequente desestabilizacdo do sistema. Este é geralmente um composto
hidrofébico de baixa massa molar, apresentando baixa solubilidade na fase continua
e boa solubilidade na fase dispersa. O surfactante auxilia na estabilidade da
miniemulsao, diminuindo a coalescéncia das goticulas (ASUA, 2002).

Figura 3 - O mecanismo do processo de polimeriza¢do via miniemulséo
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Fonte: (LANDFESTER, K., 2006)

Como a reacao ocorre dentro das nanogotas, nenhuma difusdo é necessaria,
varios monémeros podem ser utilizados, como estireno, metacrilato, acrilamidas,
acrilatos entre outros. A copolimerizacdo entre monémeros hidrofobico e hidrofilico
também pode ser utilizada. Além disso, inumeras polimerizagcdes tornam-se possiveis,
como radicalar, ndo-radicalar, anidnica, catibnica, catalitica, polimerizacdo via
metatase por abertura de anel e dienos aciclicos, poliadicdo, policondensacao,
polimerizacao enzimatica entre outras (LANDFESTER, KATHARINA, 2009). A técnica

permite a encapsulacdo de compostos inorganicos e compostos organicos, sendo
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possivel também a encapsulacdo simultdnea dos mesmos (LANDFESTER,
KATHARINA et al., 2010).

Alguns autores avaliaram a utilizacdo de coestabilizadores alternativos, que
possuam outras propriedades de interesse além de estabilizar a miniemulsao, como
6leo de andiroba (LORCA et al., 2009); éleo de cravo (MENESES et al., 2017); d4leo
de semente de girassol e acido linoleico (GUO e SCHORK, 2008); éleo de mamona
(COSTA et al., 2016); éleo de argan e 6leo de coco (BIGON et al., 2018).

Os coestabilizadores podem interferir na morfologia e distribuicado da massa
molar das nanoparticulas, e também na taxa de reagdo pois a presenca de
insaturacdées na cadeia aumenta a probabilidade de reagédo entre o polimero e as
duplas ligagbes dos coestabilizadores, retardando a polimerizacao (GUO e SCHORK,
2008).

Os compostos encapsulados podem ser continuamente liberados para o
ambiente externo por um longo periodo de tempo. Para sistemas poliméricos, a taxa
de liberagdo dependera principalmente das propriedades do polimero. Popadyuk et
al. (2016) e Theisinger et al. (2009) mostraram uma estreita relagao entre a liberacéo
de fragrancias encapsuladas de nanocapsulas poliméricas e a temperatura de
transicdo vitrea do polimero (Tg). Em ambos os estudos, as fragrancias foram
encapsuladas via polimerizagdo em miniemulsdo. Gomes et al. (2019) ajustou a
temperatura de transicao vitrea (Tg) das nanoesferas produzidas ajustando a razao
entre o os monémeros metacrilato de n-butila e o metacrilato de metila para
encapsulacao de N,N-diethyl-meta-toluamide, com o objetivo de melhorar a liberagao

do composto que possuia propriedades repelentes.

2.5.2Nanoencapsulacao de quercetina

A nanoencapsulacao melhora a solubilidade e os perfis farmacocinéticos de
drogas insoluveis, como no caso da quercetina. Em muitos casos, o fornecimento
direcionado de farmaco é aumentado, a biodisponibilidade melhorada, enquanto a
toxicidade é reduzida (NATHIYA et al.,, 2016). Alguns autores ja investigaram a

encapsulacao de quercetina. Poletto et al. (2008) verificaram que a
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nanoencapsulacdo simultanea de quercetina e do filtro solar octilmetoxicinamato
retardou a fotodegradagédo de ambos os componentes sob radiagéo ultravioleta devido
a suas propriedades antioxidantes. Neste trabalho as nanocapsulas foram
sintetizadas pela técnica de deposicao interfacial (nanoprecipitacdo) do polimero
policaprolactona.

Kumari e Kumar e et al., (2010) estudaram a encapsulagao de quercetina em
nanoparticulas de poli D, L-lactide (PLA) pelo método de evaporacéo de solvente. A
eficiéncia de nanoencapsulagdo avaliada por HPLC e ensaio antioxidante foi de
96,7%.

Bernardy et al., (2010) avaliou a nanoencapsulagdo de quercetina, via
polimerizacao de miniemuls&do de metacrilato de metila, usando crodamol GTCC como
coestabilizador e lecitina como surfactante. Os autores avaliaram o efeito da relagao
monémero / coestabilizador e também compararam 0s iniciadores
Azobisisobutironitrilo (AIBN) e par redox composto por peroxido de hidrogénio e acido
ascérbico. Reacdes realizadas na presenca de quercetina mostraram menores taxas
de polimerizagao, indicando que a presenca de quercetina inibe (par redox) e / ou
retarda (AIBN) a reacao de polimerizacao. Maior recuperacéo de quercetina foi obtida

para nanocapsulas quando comparado com nanoesferas.

2.5.3Nanoencapsulacao de particulas inorganicas

A encapsulacao de nanoparticulas inorganicas para aplicacdo em cosméticos
e farmacos é utilizada com o objetivo de prevenir a toxicidade, a aglomeracao do
material, conferir propriedades paramagnéticas, fotocataliticas ou de barreira UV as
particulas poliméricas, entre outros. (ZHANG et al., 2006). No processo de
polimerizagdo via miniemulsdo, as nanoparticulas inorganicas sao dispersas
diretamente no monémero, e devem estar estaveis dentro das gotas durante a
polimerizacdo (LANDFESTER, KATHARINA, 2009). O grupo de miniemulsdo do

Laboratério de Controle de Processos (LCP) da Universidade Federal de Santa
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Catarina obteve resultados satisfatérios no estudo do nanoencapsulamento de
algumas nanoparticulas inorgdnicas em matrizes poliméricas através da
polimerizacdo em mini emulsdo. Nanoparticulas de fosfato de aluminio, (AIPOa4)
hidrofobizadas com MPS foram encapsuladas em um copolimero composto por
estireno e acrilato de n-butila (Costa, 2010); Nanoparticulas de niquel metalico (NiO)
hidrofobizadas com MPS e acido oleico (Romio, 2011) e oleilamina e trifenilfosfina
(Staudt et al., 2013) foram encapsuladas em poliestireno, e em poli metacrilato de
metila; Magnetita (FesO4) hidrofobizada com acido oleico foi encapsulada em poli
metacrilato de metila (Feuser et al., 2015).

As nanoparticulas inorgéanicas possuem uma alta tensdo superficial, e
apresentam uma baixa estabilidade para dispersdo tanto em meio aquoso quanto
organico, o que dificulta o processo de nanoencapsulacdo. Para reduzir este
problema, pode ser realizado o recobrimento da superficie das nanoparticulas com
surfactantes, compostos hidrofobicos ou poliméricos, com o objetivo de gerar uma
forte repulsdo entre as nanoparticulas, diminuindo a aglomeracao e facilitando a
dispersao das nanoparticulas para posterior encapsulacao. Neste caso o composto
utilizado atua como estabilizante das particulas coloidais inorganicas (KICKELBICK,
2003)

Outra forma de tratamento seria a formacao de ligagdes covalentes, ou
enxertia, dos agentes de acoplamento, que podem apresentar grupos silanos,
alcéxidos metalicos, ep6xidos, aril ou alquil isocianatos. Os organosilanos sdo agentes
de acoplamento muito utilizados para modificacdo da superficie de nanoparticulas
inorganicas. Possuem uma dupla funcédo devido a sua estrutura quimica de forma
geral R-(CH2)n-Si-(OR’)3. De um lado, os grupos (OR’)s sofrem hidrélise, formando
silandis (Si-OH) que condensam e reagem com o substrato inorganico, enquanto o
grupo R reage com as espécies ativas durante a polimerizagcédo. O grupo R-(CH2)n-Si
constitui a parte ndo hidrolisavel da molécula e a adesao acontece pela formacéao de
pontes de hidrogénio e ligagdes covalentes (XIANG et al., 2015; ZHAO et al., 2012),
conforme esquematizado na Figura 3.

O reagente 3-trimetoxisilil propil metacrilato (MPS) pode ser utilizado para as
reacdes de hidrélise e condensacdo com a superficie de nanoparticulas de ZnO.

Quanto maior for o nimero de grupos Si-OH formados, maior sera a interacao om as
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NPs inorgéanicas. Na reacao | (Figura 4) acontece a hidrélise da molécula em pH acido,
visto que nesta faixa de pH o mecanismo de hidrdlise é favorecido, seguido da reagéao
de condensacéao do reagente (Il), e do reagente com as hidroxilas da superficie das
nanoparticulas (Ill) (ZHANG et al., 2006)

Zhang e colaboradores (2006) avaliaram a porcentagem do agente
modificador de superficie (MPS) utilizados em nanoparticulas de ZnO para
encapsulacdo em nanoparticulas de poliestireno. Para utilizacdo de menores
quantidades de MPS na etapa de modificacdo, as nanoparticulas inorganicas
permanecem na superficie da particula polimérica final, enquanto que com uma
porcentagem maior de MPS as nanoparticulas de ZnO s&o encapsuladas,

permanecendo dentro da particula final.

Figura 4 - Reacao do agente de acoplamento MPS com a superficie das NPs-ZnO
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Alguns estudos ja investigaram técnicas para encapsulacao de NPs de ZnO
para aplicacdo na protecao contra a radiagdo UV. Liu (2006) utilizou a técnica de
polimerizacdo em microemulsdo para encapsular NPs-ZnO hidrofobizadas com &cido
oleico. Tang et al. (2006) utilizaram a técnica de polimerizagdo em emulsdo para
encapsular NPs-ZnO hidrofobizadas com 3-trimetoxisilano propil metacriloxi em
PMMA, e em outro trabalho semelhante, os autores realizaram a encapsulagéo do
composto em poliestireno (PS), ao invés de PMMA (TANG et al., 2007).

Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura sobre a encapsulacdo de
nanoparticulas de 6xido de zinco utilizando a técnica de polimerizagdo em
miniemulsdo. FRIZZO et al. (2019) encapsulou nanoparticulas inorganicas de ZnO com
superficie previamente modificada com MPS em poli(estireno-co-metacrilato de
metila), pelo método de polimerizacdo em miniemulsao para aplicacdo em filtros
solares. Neste estudo obteve-se uma boa eficiéncia de encapsulacao e o fator de
protecdo solar do latex obtido foi satisfatorio. Além disso o autor avaliou que a
atividade fotocatalitica das NPs-ZnO é reduzida quando estas se encontram
encapsuladas em matriz polimérica PMMA-PS, diminuindo a geragdo de radicais

livres.

2.6 CONSIDERACOES FINAIS REFERENTES AO ESTADO DA ARTE

Tendo em vista o potencial dos compostos abordados nesta revisdo
bibliografica para a protecdo contra os raios solares e contra o estresse oxidativo,
além, da viabilidade para a encapsulagao dos mesmos em nanoparticulas poliméricas,
o presente trabalho propés a encapsulacao de quercetina e de nanoparticulas de ZnO
modificadas com MPS via polimerizacdo em miniemulsdo para aplicagdo como filtro
solar, de forma que os latexes obtidos possam ser combinados para obter um produto
com protecdo solar e atividade antioxidante. Para tanto, o coestabilizador das
formulagdes foi substituido por éleos vegetais, como éleo de café verde e 6leo de
semente de roma, que possuem potencial atividade antioxidante e FPS, além de
outras propriedades benéficas a pele.

Além dos mondmeros metacrilato de metila e estireno, utilizados por alguns

autores para a encapsulacao via polimerizacdo em miniemulsdo (BERNARDY et al.,
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2010; FEUSER et al., 2016; FRIZZO, Marcela S. et al., 2019; ZHANG et al., 2006)
este trabalho propde o uso também de metacrilato de butila na formulacao, para obter
um copolimero com menor temperatura de transicdo vitrea, como observado por
Gomes et al. (2019), com o objetivo de melhorar a espalhabilidade e retencao do latex
na pele. O latex obtido foi avaliado referente a sua viabilidade de aplicagao como logao
fotoprotetora.
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CAPITULO Il

3MATERIAIS E METODOS

Este capitulo descreve os reagentes, procedimentos experimentais e as
técnicas utilizadas para a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas

carregadas com compostos fotoprotetores.

3.1MATERIAIS

Na reacao de encapsulacao da quercetina dihidratada (Sigma-Aldrich), foram
utilizados o monémero metacrilato de butila (BMA, CsH140z2) (Sigma-Aldrich P.A),
metacrilato de metila (MMA, C5H802) (Vetec, P.A) e estireno (ST, C8H8) (Innova
S.A.), iniciador AIBN (Vetec P.A), par de emulsificantes Tween 80 e Span 80 (Vetec),
crodamol GTCC (Alpha Quimica), 6leo de café verde e 6leo de semente de roma
(Mundo dos Oleos) como coestabilizadores. Agua destilada foi utilizada como meio
continuo para a miniemulsao.

Para a encapsulacdo das NPs de éxido de zinco (ZnO) de area superficial
entre 15-25 m2. g' e tamanho de particula inferior a 100 nm (Sigma-Aldrich), foi
utilizado, na etapa de modificacdo da superficie das NPs inorganicas, agua destilada
e etanol (C2HsOH) (Neon, P.A) como solventes, 3-trimetoxisilil propil metacrilato
(MPS) (Sigma-Aldrich) como agente de acoplamento e acido acético (CH3COQOH)
(Vetec, P.A.) para ajuste de pH. As reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo foram
realizadas com os monémeros metacrilato de butila (CsH1402) (Sigma-Aldrich P.A),
metacrilato de metila (MMA, C5H802) (Vetec, P.A) e estireno (ST, C8H8) (Innova S.A)
coestabilizador Crodamol GTCC (Alfa Quimica), surfactante Lutensol AT50 (BASF),
iniciador persulfato de potassio (KPS, K2S802) (Vetec, P.A) e agente tamponante
bicarbonato de sédio (NaHCO3) (Vetec, P.A). Oleo de café verde (Mundo dos Oleos)
e Univul N539T octocriieno (OC) (BASF) também foram utilizados como
coestabilizadores na formulagéo.
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Os solventes metanol e etanol (Neon, P.A.) foram utilizados para avaliar a
regiao de absorgao da radiacdo UV dos compostos de interesse e a eficiéncia de

encapsulacao dos mesmos. Todos os reagentes foram utilizados como recebidos.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Encapsulacao de quercetina em nanoparticulas poliméricas por
polimerizacao em miniemulsao

Este procedimento experimental e as formulag¢des utilizadas basearam-se no
trabalho de Bernardy (2010). Primeiramente, foram conduzidas reacdes de
polimerizacao em miniemulsdo sem a adicdo de quercetina, em diferentes matrizes
poliméricas (Tabela 2) e substituindo o coestabilizador crodamol total ou parcialmente
pelos Oleos vegetais (6leo de café verde e d6leo de semente de roma) utilizando a
matriz polimérica PBMA/PMMA/PS (Tabela 3).

Tabela 2 - Formulagdes das reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo com diferentes

mondmeros

Reacoées
Reagentes (g)

R1-0 (MMA) R1-0 (MMA/ST) R1-0 (BMA/MMA/ST)
Fase Aquosa
H20 12,000 12,000 12,000
Tween 80 0,100 0,100 0,100
Fase Orgéanica
Crodamol 1,500 1,500 1,500
Span 80 0,050 0,050 0,050
BMA - - 1,5
MMA 1,5 0,75 -
ST - 0,75 -

AIBN 0,035 0,035 0,035
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Tabela 3 - Formulagdes das reagbes de polimerizagdo em miniemulsdo com diferentes
coestabilizadores

Reacoes
Reagentes (g) R2-0 R3-0 R4-0 R5-0
(BMA/MMA/ST) (BMA/MMA/ST) (BMA/MMA/ST) (BMA/MMA/ST)

Fase Aquosa

H20 12,000 12,000 12,000 12,000
Tween 80 0,100 0,100 0,100 0,100
Fase Organica

OoCcV - 1,500 - 0,750
OSR 1,500 - 0,750 -
Crodamol - - 0,750 0,750
Span 80 0,050 0,050 0,050 0,050
BMA 0,900 0,900 0,900 0,900
MMA 0,300 0,300 0,300 0,300
ST 0,300 0,300 0,300 0,300
AIBN 0,035 0,035 0,035 0,035

A fase organica, ou dispersa, foi preparada misturando o coestabilizador
(crodamol e/ou 6leo vegetal), monémeros BMA, MMA e ST, surfactante Span 80 e o
AIBN, agitando por 30 minutos utilizando agitador magnético. A fase aquosa, ou
continua, composta pela agua e Tween80, também foi submetida a agitacdo
magnética durante 30 minutos, separadamente. As duas fases foram misturadas e
mantidas por mais 30 minutos de agitagdo magnética. A miniemulsao foi preparada
utilizando o dispersor de ultrassom (Fisher Scientific, Sonic Dismembrator Modelo
500) durante 6 minutos, 10 segundos de sonicacdo e 10 segundos de pausa, com
amplitude de 70%. Para evitar o aumento de temperatura durante a dispersao por
ultrassom, o frasco contendo a miniemulséo foi imerso em um banho de gelo. Em
seguida, o latex foi colocado em tubos de ensaio com fundo redondo e atmosfera de
nitrogénio e as reag¢des de polimerizagdo foram realizadas em banho termostético a
70 °C durante 5 horas.

Para as reacdes de polimerizagdo em miniemulsdo com encapsulacdo da

quercetina, foram utilizadas as formulacbes apresentadas na Tabela 4.
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Primeiramente, a quercetina foi solubilizada no coestabilizador, utilizando dispersor de
ultrassom (Sonics Vibra Cell, Modelo VC505) por 4 minutos, 10 segundos de
sonicacdo e 5 segundos de pausa. O restante do procedimento foi realizado
exatamente como descrito anteriormente. Algumas das formulagcées também foram
testadas utilizando apenas os monémeros MMA e ST como apresentado na Tabela 5,
com o objetivo de comparar os resultados com as formulagdes utilizando também o

mondmero BMA.

Tabela 4 - Formulag¢des das reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo com quercetina em
matriz polimérica PBMA-PMMA-PS

Reacodes
R1-Q R2-Q R3-Q R4-Q R5-Q
(BMA/MMA/ST)  (BMA/MMA/ST)  (BMA/MMA/ST)  (BMA/MMA/ST)  (BMA/MMA/ST)

Reagentes

(9)

Fase Aquosa

H20 12,000 12,000 12,000 12,000 12,000
Tween 80 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200

Fase Organica

Quercetina 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
OoCcVv - - 1,500 - 0,750
OSR - 1,500 - 0,750 -

Crodamol 1,500 - - 0,750 0,750
Span 80 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
BMA 0,900 0,900 0,900 0,900 0,900
MMA 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300
ST 0,300 0,300 0,300 0,300 0,300

AIBN 0,035 0,035 0,035 0,035 0,035
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Tabela 5 - Formulag¢des das reac¢des de polimerizagdo em miniemulsdo com quercetina em
matriz polimérica PMMA-PS.

Reacoes

Reagentes (g) R1-0 R1-Q R2-Q R5-Q

(MMA/ST) (MMA/ST) (MMA/ST) (MMA/ST)
Fase Aquosa
H20 12,000 12,000 12,000 12,000
Tween 80 0,200 0,200 0,200 0,200
Fase Organica
Quercetina 0,015 0,015 0,015 0,015
Oleo Café Verde - - - 1,500
Oleo S. de Roma - - 1,500 -
Crodamol 1,500 1,500 - -
Span 80 0,100 0,100 0,100 0,100
MMA 0,750 0,750 0,750 0,750
ST 0,750 0,750 0,750 0,750
AIBN 0,035 0,035 0,035 0,035

3.2.2Modificacao da superficie das NPs de ZnO

A modificagdo superficie das NPs-ZnO foi realizada para aumentar a sua
afinidade com os mondémeros e assim favorecer a sua encapsulacédo. O agente de
acoplamento 3-trimetoxisilil propil metacrilato (MPS) foi utilizado para incorporar
grupos reativos a superficie das NPs inorganicas.

Uma solucao de 500 mL contendo 10% (v/v) de agua destilada e 90% (v/v) de
etanol foi preparada para ser utilizada como solvente. 5 g de NPs-ZnO foram dispersos
em 250 mL desta solucédo usando o banho de ultrassom (Unique, Maxiclean Modelo
750) durante 60 minutos e, posteriormente, o dispersor ultrassdnico (Fisher-Scientific-
Ultrassonic Dismembrator 500, 400 W) durante 60 segundos com 70% de amplitude,
com intervalo de pulso (10 segundos de sonicacao/10 segundos de pausa). Apds a
dispersao, a solucao ficou em repouso por 120 minutos, para decantar NPs-ZnO com
maior tamanho/densidade existentes, e apenas o sobrenadante contendo as NPs-ZnO

menores foi utilizado na reacéo.
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Em um baldo de fundo redondo foram adicionados os 250 mL restantes da
solugdo agua/etanol inicial; nesta etapa foi necessario ajustar o pH da solu¢gao com
acido aceético para 4.2, com auxilio de um pHmetro (Anolion pHmetro NA2000). Em
seguida, o MPS foi adicionado ao baldo e deixado sob agitacdo magnética por 60
minutos. A solugdo contendo as NPs-ZnO foi adicionada a solugdo com MPS e
deixada sob refluxo em atmosfera de nitrogénio e agitagdo magnética em banho de
areia a 50 °C por 21 horas. Apds 3 horas de resfriamento até atingir temperatura
ambiente, as NPs-ZnO/MPS modificadas foram centrifugadas a 4000 rpm por 30
minutos (centrifuga Centribio 80-2B) e lavadas com etanol 4 vezes para retirada de
todo o MPS livre. As NPs-ZnO/MPS obtidas foram colocadas em estufa a 60 °C por
24h e apds secagem foram maceradas e armazenadas em frasco fechado para
posterior encapsulacdao. O procedimento experimental utilizado foi baseado nos
trabalhos de Frizzo (2019) e Romio (2012).

3.2.31.1.1Encapsulacao das NPs-ZnO/MPS em nanoparticulas poliméricas via
polimerizacao em miniemulsao

As formulagdes e procedimentos utilizados nesta etapa foram baseadas no
trabalho apresentado por Frizzo (2019). Além de utilizar o coestabilizador crodamol,
este foi substituido pelo filtro solar quimico octocrileno ou pelo 6leo de café verde,
conforme as formulacdes apresentadas na Tabela 6.

A fase aquosa foi preparada misturando o surfactante Lutensol AT50 e a agua
durante 60 minutos em agitador magnético. As NPs de ZnO-MPS foram dispersas nos
monémeros com o auxilio de um vortex durante 60 segundos. Em seguida, o
coestabilizador foi adicionado e a fase organica foi homogeneizada em banho de
ultrassom por 30 minutos. As duas fases foram emulsionadas em banho de ultrassom
por 30 minutos e em dispersor ultrassénico (Sonics Vibra Cell, Modelo VC505) por 4
min, com 40% amplitude e pulso de 10 segundos de sonicacao e 5 segundos de
pausa. O iniciador KPS foi adicionado a miniemulsdo e a reacao de polimerizacao
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aconteceu em baldo de fundo redondo de 50 mL e atmosfera de nitrogénio, sob
agitacao magnética em banho de agua a 70°C por 4h.

O procedimento sofreu uma pequena alteragédo na preparacao da fase aquosa
quando utilizado o octocrileno, onde as solugdes de bicarbonato de sédio (NaHCO3)
e de Lutensol AT50 foram agitadas separadamente por 15 minutos para total
dissolucdo e entdo foram misturadas sob agitagcdo magnética por 30 minutos. Uma
formulagdo sem as particulas inorgéanicas foi elaborada como branco para posterior

caraterizagdo e comparagao.

Tabela 6 — Formulag6es das reagdes de polimerizacdo em miniemulsdo com NPs-ZnO/MPS

Reacoes
R6-0 R6-ZnO R7-ZnO R8-ZnO
(BMA/MMA/ST)  (BMA/MMA/ST) (BMA/MMA/ST) (BMA/MMA/ST)

Reagentes (g)

Fase Aquosa

H20 7,800 7,800 7,800 7,800
Lutensol AT50 0,085 0,085 0,085 0,085
NaOHCOs - - - 0,0025
Fase Organica

ZnO-MPS - 0,630 0,630 0,630
Crodamol 1,500 0,350 - -
OocVv - - 0,350 -
OCT 1,500 - - 0,350
BMA 1,250 1,250 1,250 1,250
MMA 0,416 0,416 0,416 0,416
STY 0,416 0,416 0,416 0,416

KPS 0,060 0,060 0,060 0,060
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3.3CARACTERIZAGOES

3.3.1A Analise da absorcao do comprimento de onda dos compostos de

interesse

A regido de absorgdo dos compostos quercetina, 6leo de café verde e
semente de roma foram analisados na faixa de absorcdo dos raios UVA e UVB,
utilizando o espectrofotobmetro UV/VIS marca HITACHI, U-1900. Os espectros de
absorcao na regiao entre 290 e 490 nm foi obtido para cada composto. Para realizagao
da leitura, a quercetina foi diluida em metanol (16 pug/mL) e os 6leo de café verde e
semente de roma foram diluidos em etanol, com diluicées 0,13 e 12,0 mg/ml
respectivamente.

3.3.2 Analise de grupos quimicos por Espectroscopia de infravermelho com
Transformada de Fourier

Foram analisadas amostras das NPs-ZnO antes da modificagdo, do MPS puro
e das NPs-ZnO/MPS apéds modificacdo. Assim, foi possivel detectar as principais
bandas de absorgéo referentes aos grupos funcionais de cada um dos componentes
puros e avaliar qualitativamente o processo de modificacdo das NPs-ZnO, pela
deteccdo dessas bandas nas NPs-ZnO/MPS modificadas. As amostras foram
preparadas utilizando pastilha de brometo de potassio (KBr) e analisadas com
resolucdo de 4 cm, 32 varreduras em um intervalo de 4000-400 cm', no
espectrometro IR Prestige-21 da marca Shimadzu.

3.3.3Quantificacao do percentual de MPS incorporado na superficie das NPs-
Zn0

Uma aliquota do sobrenadante separado ap6s a etapa de centrifugacao da
reacao de modificacdo da superficie das NPs-ZnO foi analisada no espectrofotdmetro
UV/VIS marca HITACHI, U-1900 no comprimento de onda de 201 nm, utilizando
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cubeta de quartzo. A concentragdo de MPS que nao reagiu foi calculada usando a
Equacéo 1, obtida a partir da curva de calibragao (Apéndice A), Equagéao 1, elaborada

com diferentes concentragdes conhecidas de MPS diluido em etanol.
Abs = (64411 X Cliwe) (1)

Onde, Abs € a absorbancia em 201 nm, e Cuvwre € a concentracdo de MPS livre

em g.mL".

Conhecida a concentragéo de MPS livre no sobrenadante, Ciivre, 0 percentual

incorporado de MPS, PI, foi calculado usando a Equacéo 2.

PI(%) — (Cinicial—Clivre) x 100 (2)

inicial

Onde, Ciivre € 0 valor em (g-mL") de MPS livre determinado pela equagéo 1,

e Cinicial € 0 total de MPS (g-mL-") adicionado inicialmente na reagdo de modificacao.

3.3.4 Conversao por gravimetria das reacoes de polimerizacao com e sem

quercetina

A determinagédo da conversao por gravimetria é baseada na razdo entre a
massa de polimero final e a massa de mondémero inicial da reacao. Uma aliquota de
aproximadamente 1mL do latex obtido apds a reacéo de polimerizagéo foi misturada
com uma gota de hidroquinona, adicionada para parar a reacao, e colocada em estufa
de ventilagao forcada por 24 horas a temperatura de 60°C. A massa de polimero foi
calculada subtraindo a massa de hidroquinona adicionada e a fragcdo de sélidos nao
polimerizaveis, como surfactante, coestabilizador, iniciador e composto encapsulado,

presentes no residuo seco.
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3.3.5 Morfologia das particulas

A técnica de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), foi utilizada para
verificar a morfologia das NPs carregadas de quercetina. A andlise foi realizada no
Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica (LCME) da UFSC com o equipamento
da marca JEOL, modelo JEM-1011, voltagem de aceleragcdo maxima de 100 kV e faixa
de magnificacdo de 50 a 600.000 vezes.

As amostras de latex foram diluidas em agua destilada (0,25%) e gotejadas
sobre grids de carbono de 300 mesh recobertos com cobre. Apds secagem em
temperatura ambiente por 24 h, as amostras foram recobertas com carbono e

posteriormente analisadas.

3.3.6 Diametro médio das particulas e estabilidade

O diametro médio tanto das gotas de monémero (Dg), quanto das particulas
de polimero (Dp) e o indice de polidispersao (Pdl) foram analisados pela técnica de
Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering-DLS). As leituras das
amostras (miniemulsdo inicial, latex apds polimerizacao e latex apds 15 dias) foram
feitas no equipamento Zetasizer Nano S, da Malvern Instruments. As amostras foram
diluidas em agua destilada. Os valores finais foram expressos pela média de trés

medidas.

3.3.7 Doseamento da quercetina nas miniemulsoes

Para quantificar a quercetina incorporada nas miniemulsdes, foi preparada
uma solucdo contendo 0,5 ml do latex e 9,5 mL de metanol, deixada em repouso
durante 24 horas, para o inchamento das nanocapsulas e liberagdo da quercetina
encapsulada. A amostras foram entdo centrifugadas durante 60 minutos a 4000 rpm
(Centrifuga Centribio 80-2B). A absorbancia do sobrenadante foi medida em
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espectrofotdmetro no comprimento de onda de 371nm, utilizando o espectrofotdmetro
UV/VIS (marca HITACHI, U-1900).

As absorbancias medidas foram comparadas com uma curva de calibracao
de quercetina, Equacdao 3, construida com amostras em triplicata na faixa de
concentracbes de 2,0 a 16 ug/mL (Apéndice A). A porcentagem de quercetina

incorporada na miniemuls&o foi calculada de acordo com a equacgao 4:

AbSQUE = 0'067Cincorporada (3)

(Cinicial—Cincorporada) x 100 (4)

Queincorporda(%) = Cii
inicial

Onde, Cincorporada € © valor em (ug.mL") de quercetina incorporada na

miniemulsdo, determinado pela equacédo 1 e Ciyiciar € O total em (ug.mL-1) de

quercetina adicionada a reagao.

3.3.8 Eficiéncia de encapsulacao das NPs-ZnO/MPS

A quantificacdo de NPs-ZnO/MPS incorporadas nas nanoparticulas
poliméricas foi realizada utilizando o forno Mufla da marca Marglabor. O latex obtido
apos a reacao de polimerizacao foi deixado em repouso por 48h em geladeira para
precipitacdo do ZnO nao encapsulado, ja que o ZnO possui massa especifica
aproximadamente 5 vezes maior que o polimero. O precipitado foi entdo separado,
seco em estufa a 60 °C por 24h e em seguida queimado em mufla a 600 °C por 1Th em
cadinhos de porcelana. A massa das amostras foi analisada na balanga da marca
MARTE (modelo AY 220, com uma precisao de 0,001g). A eficiéncia de encapsulagao

de ZnO foi entdo calculada a partir da massa do residuo obtido, usando a Equacéo 5.

Mfina
Zn0 (%)encapsulado =1- (#) X 100 (5)

Mzno inicial
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Onde my;, 4, € @ massa do precipitado apos a queima na mufla € mz, iniciar @

massa de NPs-ZnO adicionada inicialmente na formulagéo.

3.3.9 Eficiéncia de encapsulacao dos 6leos vegetais e octocrileno

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada como a relagdo entre a
quantidade de oOleo/octocrileno retido nas nanoparticulas e a quantidade inicial
adicionada a miniemulsdo. Para tanto, 500 uL de latex foi colocado em um Eppendorf
com filtro Amicon Ultra 0,5 (Millipore®, 100 KDa) e centrifugados durante 30 min a
13.400 rpm (Centrifuga MiniSpin Hamburg). O permeado obtido na ultrafiltrag&o foi
separado para quantificagdo do 6leo/octocrileno livre. A leitura da absorbéancia do
permeado foi realizada em cubeta de quartzo no comprimento de onda de 209 nm
para 6leo de roma, 280 nm para 6leo de café verde e 302 nm para octocrileno. A partir
dos resultados de absorbéancia, a concentracao de composto ndao encapsulado ( Ciivre,
pug-mL") foi calculada utilizando as equagbes obtidas das curvas de calibragao
(Equacdes 6, 7 e 8). As curvas de calibragdo dos 6leos vegetais foram obtidas
utilizando etanol como solvente e estdo apresentadas no Apéndice A. Para o
composto octocrileno, foi utilizada a curva de calibracdo elaborada por FRIZZO et al.
(2019) (Anexo A).

Abspsg = 0,0198C;re (6)

AbSOCV - 0,0053Cliwe (7)

Absocr = 0,0355Cpre (8)
Onde, Absosr, Absocv e Absoct sdao as absorbancias lidas no
espectrofotdmetro para 6leo de semente de roma, 6leo de café verde e octocrileno,

respectivamente. A eficiéncia de encapsulacdo foi calculada de acordo com a
Equacao 9.
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EE(%) — (Cinicial_clivre) X 100 (9)

inicial

3.3.10Avaliacao de espalhabilidade e retencao do latex

Para comparar a retencado dos dois tipos de latex obtidos, em relacdo aos
monémeros presentes na formulacdo, R1-MMA-ST e R1-BMA-MMA-ST, foram
realizados dois procedimentos utilizando a fita de Polietileno microperfurado com
adesivo acrilico Transpore® 3M 100mm x4,5m e placas Petri.

Para avaliar a retencdo dos latexes, a fita Transpore® foi fixada na parte
interna de 4 placas Petri. Nas placas (a) e (b) 500 uL de latex foi colocado sobre a fita,
e deixadas espalhar naturalmente. Nas placas (c) e (d), 100uL das amostras foram
depositadas sobre a fita e com o auxilio dos dedos, utilizando luva de latex, foi
simulado o0 movimento de espalhabilidade em pele, realizando um movimento circular
igualmente para as duas amostras. As placas foram entdo dispostas em capela com
convecgao de ar para secagem. Apos 1h, as fitas foram retiradas das placas para
avaliar a capacidade de retencao dos latexes.

Para avaliar a espalhabilidade das amostras, a fita Transpore® foi colocada
externamente da parte inferior de 4 Placas de Petri. Nas primeiras duas placas foram
colocadas duas gotas de latex e a parte superior da placa de Petri foi encaixada na
placa contendo amostra, realizando a prensagem da mesma de forma leve, sem
aplicacao de forca. Ja nas duas ultimas duas placas, a mesma quantidade de latex foi
colocada, porém, nestas foi aplicada uma maior quantidade de forga na parte superior
da placa encaixada sobre a amostra, induzindo o espalhamento da amostra.

Os resultados destes procedimentos foram analisados de forma visual.

3.3.11Determinacao do fator de protecao solar
As medidas in vitro de FPS foram realizadas utilizando um analisador de

transmitancia no UV (Labsphere R UV-2000 S) no Laboratério de Desenvolvimento
Galénico (LADEG) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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O UV-2000S atende as exigéncias da regulacdo da Colipa (The European
Cosmetcs Association) e também da FDA (Food and Drug Administration). O
equipamento mede a transmitancia difusa da amostra de protetor solar na regido de
comprimento de onda UV (250-450 nm). Uma fonte de luz xendnio emite um feixe de
luz difusa intensa e uniforme que ilumina a amostra por meio de uma esfera
integradora. Um conjunto de dois espectrofotdmetros de fileira de diodos é acoplado
a fonte de luz, por meio de um sistema de fibra optica projetado para sistemas de luz
difusa de baixa intensidade. Seis padrdes calibrados em comprimentos de onda
relevantes garantem a precisdo das medig¢des. O software realiza o calculo automatico
do FPS, da relacdo UVA/UVB, recomendados pelo método Colipa, pelo método
revisado Boots Star Rating e pela mais recente regulacao de testes de protetores
solares da FDA (LABSPHERE, 2008).

A gquantidade de 50 mg (2.0 mg/cm?) de cada formulagdo foi aplicada sobre
placa de quartzo com area de 25 cm? cobertas com Transpore TM utilizando uma
micropipeta. A formulagéo foi espalhada manualmente com movimentos circulares
para a formagédo de filme uniforme sobre a placa. Glicerina foi utilizada como
substancia de referéncia para 100 % de transmitancia para ajuste do equipamento
(LABSPHERE, 2008). As amostras foram analisadas apds 5 minutos de secagem no
escuro. Um total de nove medidas de FPS foram feitas para cada formulacéo para
obtencéo do valor médio do FPS e o desvio padrao (COLIPA, 2009; LABSPHERE,
2008).

3.3.12 Potencial antioxidante pelo método DPPH

A capacidade antioxidante dos compostos livres e encapsulados foi
comparada através da atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH"). O radical DPPH-, de coloragao purpura, absorve a um comprimento
de onda maximo de aproximadamente 517 nm. Por acao de um antioxidante (AH) ou
uma especie radicalar (R), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
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coloracao amarela, com consequente desaparecimento da absorgdo. A porcentagem
de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH consumida, e é
determinada pelo decréscimo da absorbancia. A quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentragéo inicial de DPPH em 50% é denominada
concentracao eficiente (EC50) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

De acordo com a metodologia descrita por Brand-Williams et al., (1995), para
avaliar a AA% das substancias puras, 1000 pyL das solugbes preparadas com
diferentes concentracbes das substancias (quercetina, OSR e OCV), foram
misturados com 400 pL de solugdo de DPPH e etanol (0,3 mM), reagindo por 30 min
na auséncia de luz e em temperatura ambiente. Ja para avaliar os latexes foi utilizada
a metodologia descrita por Brand-Williams et al., (1995) com modificagdes por
Meneses et al.,, (2017) onde 1000 pL das solugbes preparadas com diferentes
concentracdes de latex foram misturados com 400 uL de solugao etandlica de DPPH
(0,3 mM), reagindo por 1 hora na auséncia de luz e em temperatura ambiente. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 10000 rpm durante 30 min. Para todas as
amostras as diluicdes foram analisadas a 517 nm no espectrofotdmetro UV-vis Hitachi
(U-1900). A amostra do branco é representada pela amostra na diluicdo analisada
sem adicdo do DPPH. Para preparar as amostras controle, mistura-se 1000 uL de
solvente com 400uL de solugao etandlica de DPPH. A AA% das amostras foi calculada

segundo a Equacao 10.

AA% = 100 — (L2 (10)

Sendo Aa a absorbancia da amostra, A, a absorbancia do branco e Ac a
absorbéancia do controle.



CAPITULO VI

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1CARACTERIZAGAO DA ENCAPSULACAO DA QUERCETINA EM

NANOPARTICULAS PMMA-PS E PBMA-PMMA-PS

Foram conduzidas
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reacbes de polimerizagdo em miniemulsdo para

encapsulacao da quercetina em nanoparticulas de PBMA-PMMA-PS e PMMA-PS

utilizando 6leos vegetais como coestabilizadores. Para avaliar qual a melhor

formulacéo a ser empregada, foram analisadas a conversédo, morfologia e o tamanho

das particulas poliméricas obtidas nas reacbes propostas e a eficiéncia de

incorporacao da quercetina nos latexes obtidos.

4.1.1 Conversao por gravimetria

A conversao obtida para as formulagcbes branco, variando os monémeros e

coestabilizadores utilizados estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Converséao das formulagdes

Conversao (%)

Formulagao %) Formulagéao (%)
sem quercetina com quercetina

R1-0 (MMA) 87,0 | R1-Q (MMA) -
R1-0 (MMA/ST) 92,0 R1-Q (MMA/ST) 78,0
R2-0 (MMA/ST) - R2-Q (MMA/ST) 76,0
R5-0 (MMA/ST) - R5-Q (MMA/ST) 71,0
R1-0 (BMA/MMA/ST) 89,0 R1-Q (BMA/MMA/ST) 87,0
R2-0 (BMA/MMA/ST) 83,0 R2-Q (BMA/MMA/ST) 80,0
R3-0 (BMA/MMA/ST) 68,0 R3-Q (BMA/MMA/ST) 39,9
R4-0 (BMA/MMA/ST) 90,0 R4-Q (BMA/MMA/ST) 72,0
R5-0 (BMA/MMA/ST) 75,0 R5-Q (BMA/MMA/ST) 71,0
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Analisando os resultados para as formulagdes R1-0 contendo apenas MMA,
MMA+ST e BMA+MMA+ST, sem a adigao de quercetina e utilizando crodamol como
coestabilizador, obteve-se valores de conversdao muito proximos, mostrando-se viavel
a utilizacdo do BMA em elevadas proporcdes nas formulacoes.

Ao substituir o crodamol pelos 6leos vegetais, nas formulagbes BMA-MMA-
ST sem quercetina, a formulagédo R2-0 com éleo de semente de roma apresentou uma
pequena redugcdo na conversao, enquanto a formulagdo R4-0 manteve-se constante.
Ja para as formulacdes utilizando éleo de café verde (R3-0 e R5-0) pode-se observar
uma redugado mais significativa nas taxas de conversdo. Adicionando quercetina as
formulagcbes, pode-se observar a reducdo da taxa de conversdo para todas as
formulagbes, sendo esta mais significante para R1-Q (MMA-ST), R3-Q (BMA-MMA-
ST) e R4-Q (BMA-MMA-ST). Bernardy et al. (2010) também avaliou que a presenca
da quercetina inibiu e/ou retardou as reacdes de polimerizacdo via miniemulsao
utilizando o monémero MMA, coestabilizador crodamol, par tween/span como
surfactante e AIBN como iniciador. A quercetina possui elevada atividade antioxidante
(AA) e pode reagir com os radicais presentes no meio reacional, dificultando as
reacdes de polimerizacdo. O mesmo pode estar acontecendo na utilizacado do OCV
como coestabilizador, e o efeito sinérgico da AA do OCV e QUE inviabilizou a reacao
R3-Q, que obteve conversao de apenas 39,9%.

4.1.2Analise da absorcao de radiacao na regiao UVA e UVB da quercetina e dos
oleos vegetais

Os espectros de absorcao na regido entre 290 e 490 nm foi obtido para cada
composto, representados na Figura 4. A quercetina diluida em metanol (16 pg/mL)
apresentou capacidade de absorcado dos raios UVA, com maxima absorcdo em 370
nm, como ja observado por outros autores (BARRAS et al., 2009; BERNARDY et al.,
2010).

O dleo de café verde diluido em etanol (0,13 mg/ml) teve sua maxima
absorcdo em 285 nm, como também ja evidenciado por outros autores
(WAGEMAKER, 2009; GROLLIER e PLESSIS, 1988), apresentando capacidade de
absorcao na faixa dos raios UVB.
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Figura 5 — Espectro de absorcao da (a) quercetina, (b) 6leo de café verde e (c) 6leo de

semente de roma entre 200 — 490 nm
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Para o 6leo de semente de roma comercial utilizado, foi observada maxima
absorcao em 209nm, e este n&o apresentou capacidade de absorcao significativa na
regiao UVA e UVB. Embora na literatura alguns autores tenha encontrado elevada
capacidade de absorcao na faixa dos raios UVB para o 6leo da semente de roma3,
entre 280-320 nm (AHLERS e MCTAGGART, 1954) A composic¢ao dos 6leos vegetais
sao fortemente influenciadas pela regiao e cultivo e variedade do fruto, como também
pelas condigdes de processamento.

4.1.3Doseamento da quercetina na miniemulsao

Para quantificar a quercetina remanescente nos latexes finais obtidos em
cada reacao, foi realizado o doseamento da quercetina via espectroscopia UV logo
apds a reagdo e apos 15 dias para avaliar a estabilidade. Os resultados s&o
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — quantidade de quercetina incorporada nas miniemulsdes, quantificada logo apés
as reacdes e apos 15 dias de armazenamento.

Formulacoes Pia 0 Dia 15
% mg/mL % mg/mL

R1-Q (MMA/ST) 79,8 0,80 47 1 0,47
R2 -Q (MMA/ST) 78,7 0,79 48,5 0,49
R5-Q (MMA/ST) 91,1 0,91 47,2 0,47
R1-Q (BMA/MMA/ST) 85,4 0,85 49,8 0,50
R2-Q (BMA/MMA/ST) 81,8 0,81 46,4 0,46
R4-Q (BMA/MMA/ST) 90,4 0,90 50,3 0,50
R5-Q (BMA/MMA/ST) 82,0 0,82 46,9 0,47

A partir dos resultados apresentados na Tabela 8, pode ser observado que
entre 78,7 e 91,1 % da quercetina foi incorporada no latex. Entretanto, ao avaliar a
estabilidade apds 15 dias, parte da quercetina precipitou nos frascos obtendo se uma
eficiéncia de incorporacao entre 46,4 e 50,3%. Vale ressaltar que foi realizado o

doseamento da quercetina em pequenos intervalos de tempo até completar 30 dias,
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para as amostras R1-Q (MMA/ST) e R1-Q (BMA/MMA/ST) e observou-se que apés
15 dias n&o ocorria mais variagao da quantidade de quercetina incorporada. A maior
eficiéncia foi observada na formulacdo utilizando crodamol e OSR como
coestabilizadores e BMA-MMA-ST como mondmetros, sendo o resultado muito similar
ao obtido para as outras formulagdes. Bernardy et al. (2010) constatou que a
quercetina pode estar sendo parcialmente consumida nas reagdes ao dificultar as
reagdes de polimerizagédo. A quercetina é um antioxidante e consequentemente pode
estar reagindo com os radicais presentes no meio reacional, perdendo sua atividade.

4.1.4 Eficiéncia de encapsulacao dos o6leos vegetais

Os latexes contendo OSR e OCV foram analisados para determinacéo da
quantidade de 6leo encapsulado. Os dados obtidos mostram que a eficiéncia de
encapsulacado do OSR e OCV foi satisfatoria para todas as formulag¢des. Além disso,
os Oleos apresentaram-se como excelentes coestabilizadores, obtendo boas
conversdes de polimerizacdo e boa estabilidade das miniemulsées, e atuando nas
formulagdes como compostos de interesse.

Tabela 9 — Eficiéncia de encapsulacao dos 6leos vegetais

Formulacao Eficiéncia Encapsulacao (%) g /mL latex
R2-0 93,114,8 0,09
R3-0 94,414 2 0,09
R4-0 97,0+3,6 0,05
R5-0 90,9+4,3 0,05
R2-Q 89,9+6,1 0,09
R4-Q 95,146,2 0,05

R5-Q 92,2+3,9 0,05
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R1- crodamol e quercetina; R2- OSR e quercetina; R4- OSR, crodamol e quercetina; R5- OCV,

crodamol e quercetina.

4.1.5 Tamanho de particula

Os tamanhos médios obtidos por DLS, das gotas (Dg) e das particulas
poliméricas (Dp) medidas logo apds o final da reacao e apos 30 dias, para avaliacéo
da estabilidade dos latexes poliméricos, estdo apresentados na Tabela 10, para as
formulagbes com menos surfactante, e na Tabela 11 para as formulagées com mais

surfactante.

Tabela 10 - Didametro médio em intensidade das gotas (Dg) e das particulas poliméricas (Dp)
e indice de polidisperséo (Pdl) apds a polimerizacao e apos 30 dias das formulagbes contendo
0,1g de Tween 80 e 0,059 de Span 80.

3 Inicial Apos 30 dias
Reacao

Dg (nm) Pdlg Dp (nm) Pdlg Dp (nm) Pdlg
R1-0
(MMA) - - 277,05,0 0,148 | 259,4+29 0,092
R1-0
(MMA/ST) - - 199,7¢4,4 0,074 | 236,1x2,0 0,102
R1-0 (BMA/MMA/ST) - - 204,1+2,8 0,135 | 243,3+4,2 0,153

R2-0 (BMA/MMA/ST) 302,7+0,7 0,163 290,2+3,1 0,191 | 276,5t5,6 0,176
R3-0 (BMA/MMA/ST) 296,134 0,181 274,4+29 0,188 | 259,2+6,0 0,155
R4-0 (BMA/MMA/ST) 310,0£2,5 0,146 278,3+3,5 0,186 | 272,5+1,4 0,176

R5-0 (BMA/MMA/ST) 270,845,0 0,136 238,5+0,5 0,219 | 215,8+0,4 0,193
R1- crodamol e quercetina; R2- OSR e quercetina; R4- OSR, crodamol e quercetina; R5- OCV,

crodamol e quercetina.

As nanoparticulas sem quercetina e com menor quantidade de surfactante
apresentaram tamanho médio final na faixa de 215 - 280 nm. Para as nanoparticulas
com maior quantidade de surfactante foram obtidos tamanhos menores, entre 160 —
195 nm. Estes valores estdo de acordo com os observados na analise de TEM e
avaliados utilizando o software SizeMeter.



59

Em geral, a variagcdo no diametro das particulas para o uso de diferentes

monbmeros e coestabilizadores foi pequena. A maior variagdo ocorreu devido a

quantidade de surfactante na formulagéo.

Observou-se um leve decréscimo do valor do didmetro médio das particulas

apos 30 dias para a maioria das nanoparticulas, o que pode ter ocorrido devido a

sedimentacao das nanoparticulas com maior densidade e/ou tamanho.

Tabela 11 - Didmetro médio em intensidade das gotas (Dg) e das particulas poliméricas (Dp)

e indice de polidispersdo (Pdl) ap6s a polimerizagdo e apds 30 dias das formulagbes com

contendo 0,2g de Tween 80 e 0,1g de Span 80.

Inicial Apos 30 dias
Reacao

Dg (nm) Pdlg Dp (nm) Pdlg Dp (nm) Pdig
R1-0 (MMA/ST) - - 169,1+3,2 0,066 | 166,8+2,5 0,069
R1-0 (BMA/MMA/ST) 294,014 0,177 199,413 0,133 | 178,3%t0,9 0,075
R1-Q (BMA/MMA/ST) 169,9+1,4 0,141 166,0+0,7 0,053 | 162,3+0,5 0,052
R2-Q (BMA/MMA/ST) 211,4+0,8 0,092 199,4+14 0,133 | 178,3t1,9 0,075
R4-Q (BMA/MMA/ST) 230,1+3,1 0,108 209,809 0,125 | 181,506 0,158
R5-Q (BMA/MMA/ST) 228,7¢45 0,139 199,3+#1,0 0,188 | 161,0£1,2 0,139
R1-Q (MMA/ST) 158,9+0,9 0,129 169,1+0,8 0,066 | 167,4+0,5 0,028
R2-Q (MMA/ST) 181,122 0,130 189,5+2,1 0,082 | 192,3+1,2 0,054
R5-Q (MMA/ST) 171,5+0,9 0,131 163,840,4 0,14 162,0+0,6 0,085

R1- crodamol e quercetina; R2- OSR e quercetina; R4- OSR, crodamol e quercetina; R5- OCV,

crodamol e quercetina.
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4.1.6 Morfologia das nanoparticulas carregadas com quercetina

As imagens de TEM obtidas das nanoparticulas de PMMA-PS estéo ilustradas
a seguir. A amostra representada na Figura 6 foi obtida utilizando crodamol como
coestabilizador, sem a adigdo de quercetina.

Figura 6 - Micrografias de TEM da reacdo R1-0 (MMA-ST), sem quercetina

Figura 7 - Micrografias de TEM da reacdo R1-Q (MMA-ST) — Quercetina e crodamol.
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Nas Figuras 7, 8 e 9 foi adicionado quercetina as formulagdes, utilizando como
coestabilizadores o crodamol, OSR e crodamol:OCV, respectivamente. Foram obtidas
micrografias satisfatérias para todas as amostras, indicando a presenca de NPs
esféricas, com superficies regulares e tamanho homogéneo na faixa de 160 — 200 nm,
de acordo com os resultados obtidos pela andlise de DLS.
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Figura 8 - Micrografias de TEM da reagdo R2-Q (MMA-ST) — Quercetina e OSR.
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Figura 9 - Micrografias de TEM da reacdo R5-Q (MMA-ST) — Quercetina, crodamol e OCV.
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4.2CARACTERIZAGAO DAS NPS-ZNO E MODIFICACAO DA SUPERFICIE
UTILIZANDO MPS

4.2.1Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier das NPs-
ZnO, MPS e NPs-ZnO/MPS

Para verificar a existéncia da banda de absorgéao referente ao composto ZnO,
das principais bandas do reagente MPS usado para modificagdo da superficie das
NPs-ZnO e do composto final resultante da reacao das NPs-ZnO/MPS, foi realizada a
andlise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (Figura 9).
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Figura 10 — Espectro FTIR (a) das NPs-ZnO; (b) do Reagente MPS; (c) das NPsZnO/MPS.
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O ZnO (Figura 9-a) é identificado na banda de absor¢gdo em

aproximadamente 430 cm'. Os vérios picos de baixa intensidade representam a
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presenca de residuos provenientes da sintese ou da prépria anadlise, como em 3450
cm™ em que podem ser relacionados ao —OH, proveniente da umidade do ar e a alta
capacidade higroscépica do ZnO (FRIZZO, 2016; XIONG et al., 2006).

Na reacao de modificacdo das NPs-ZnO/MPS, ocorre a hidrélise dos grupos -
(OCHs)s do MPS formando grupos Si -(OH) mais reativos, que reagem com a
superficie hidrofilica das nanoparticulas. A parte nao hidrolisavel do MPS, que se liga
as nanopatrticulas, possui uma insaturagao que posteriormente reage com os radicais
durante a reagao de polimerizacao via radicais livres (FRIZZO, 2016; PANTOJA et al.,
2009). A Figura 9-b representa o espectro do reagente MPS. As bandas localizadas
em aproximadamente 2840 cm™' e 1080 cm™, sdo relacionadas as vibragdes de
estiramento C-H dos grupos (O-CHs) e Si-O-C e, apds hidrélise do MPS, estes
grupos sao removidos (BRESSY et al., 2012; PANTOJA et al., 2009) desaparecendo
no espectro da amostra ap6s a reacao das NPs-ZnO com MPS.

No espectro das NPs-ZnO modificadas com MPS (Figura 9-c), a principal
banda de absorgdo do ZnO (430 cm'') também é identificada. As bandas em
aproximadamente 1715 e 1630 cm™ referentes as vibragcdes de estiramento dos
grupos C=0 e C=C (GANDHI et al., 2006), em 1320 e 1300 cm" pelas vibragdes de
estiramento assimétrico e simétrico C-O da ligacao (C-O-C) (INNOCENZI e
BRUSATIN, 2004), e em 1015 cm™ indicam a ocorréncia da condensacgao do silano
(MATINLINNA et al., 2006). Assim, através destes espectros foi possivel demonstrar
qualitativamente que ocorreu a incorporacao de MPS na superficie das NPs-ZnO.

4.2.2Percentual Incorporado de MPS nas NPs-ZnO

A partir da Equacao 1 (item 3.3.3), foi calculada a concentragdo de MPS que
nao reagiu com as NPs-ZnO na reagédo de modificagao da superficie das NPs de ZnO.
A partir da concentracéo obtida, com a Equacéao 2, descrita no item 3.3.5, foi calculado
o percentual do reagente que foi incorporado na superficie das NPs-ZnO, o qual
representou 41+ 1% do total de reagente utilizado na reacédo utilizando a razao
massica de MPS: ZnO 1:2. Percentual similar foi encontrado por FRIZZO (2016) na
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modificagdo de NPs-ZnO para a mesma razdo massica de MPS:NPs-ZnO. Bressy et
al. (2012) alcangaram até 35% de incorporagado de MPS nas NPs de ZnO utilizando
diferentes tamanhos de particulas sintetizadas e comerciais, com diferentes
concentragdes de grupos hidroxila na superficie das NPs e em diferentes valores de
pH, utilizando também a mesma propor¢ao de MPS:ZnO.

4.SCARACTERIZAQAO DA ENCAPSULAGAO DAS NPS-ZNO/MPS EM
NANOPARTICULAS DE PMMA-PS E PBMA-PMMA-PS

As NPs-ZnO/MPS foram encapsuladas através da polimerizacdo em
miniemulsdo em matriz polimérica composta por PBMA-PMMA-PS, utilizando
crodamol, OCV ou octocrileno como coestabilizador da miniemulsdo. Foram
analisados o tamanho das particulas poliméricas obtidas nas reagdes propostas e a
eficiéncia de incorporacao das NPs-ZnO nos latexes obtidos.

4.3.1Eficiéncia da incorporacao das NPs-ZnO/MPS na miniemulsao

A partir da Equagéo 5 (item 3.3.8), foi possivel calcular a quantidade de NPs-
ZnO que permaneceu no latex e que, possivelmente, encontra-se encapsulada.

As NPs-ZnO possuem uma alta massa especifica. Quando encontram-se
nanoencapsuladas, em forma de nanoparticulas estaveis seguem na miniemulséo.
Porém, quando ndo encapsuladas, tendem a precipitar do latex. Além das NPs-
ZnO/MPS nao encapsuladas, observou-se a presenga de quantidade consideravel de
polimero no precipitado, o qual degrada quando a amostra € queimada na mufla.
Assim, esta anadlise deve ser interpretada de forma qualitativa.

Na Tabela 12 estdo disponiveis as fracoes de NPs-ZnO/MPS no precipitado
e polimero presentes no precipitado, além da fragdo de NPs-ZnO/MPS retida no latex.
Foram obtidos bons resultados para a encapsulacao das NPs-ZnO/MPS nas reacdes
R6 e R7. Porém na reacdo R8 o valor obtido para percentual de nanoparticulas

incorporadas foi menor.
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Tabela 12 — Percentual das NPs-ZnO/MPS incorporadas nas nanoparticulas poliméricas.

Reacoes NPs-ZnO/MPS no Polimero no NPs-ZnO/MPS retido no
precipitado* (%) precipitado (%) latex (%)

R6_Zn0O 60,0 40,0 75,3

R7_ZnO 51,2 48,8 87,2

R8_Zn0O 55,9 441 59,0

R6- Crodamol; R7- Oleo de café verde; R8- Octocrileno;

Frizzo (2016) adicionou até 20% de NPs-ZnO/MPS na sua formulagéo,
utilizando matriz PMMA-PS, incorporando 71% (m/m), equivalente a 0,45 g de NPs-
ZnO/MPS para 2,08 g de monémeros. Tang e Dong (2009) conseguiram uma
eficiéncia de incorporagéo de NPs-ZnO em PS, via polimerizagdo em miniemulsao, de
até 95%, variando a porcentagem de agente hidrofébico APTES. A porcentagem foi
calculada dissolvendo-se o ZnO em HCI e determinando a quantidade de polimero
por gravimetria. Petchthanasombat e colaboradores (2012) encapsularam NPs-ZnO
modificadas com MPS em PMMA e quitosana, via polimerizacdo em emulséo, e
conseguiram uma porcentagem de incorporacao de no maximo 9,4 %, calculada por
andlise de TGA.

4.3.2 Eficiéncia de Encapsulagdo do Octocrileno e Oleo de Café Verde

Foi determinada também a eficiéncia de encapsulacédo de octocrileno e 6leo
de café verde, nas reacdes de polimerizacao conduzidas para encapsulacao das NPs-
ZnO (Tabela 13). Obteve-se eficiéncia elevada para ambos os compostos, que além
de bons coestabilizadores na reagdo, poderdo contribuir com suas propriedades na
aplicacdo, como compostos de interesse encapsulados.
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Tabela 13 — Eficiéncia de encapsulagao do 6leo de café verde e octocrileno

Eficiéncia de
Formulacao Encapsulagéo (%) g /mL latex
R7-0
(Oleo de café verde) 89,5441 0,030
R8-0
(Octocrileno) 80,412,3 0,028

4.3.3Tamanho de Particula

Os tamanhos médios obtidos por DLS, das gotas (Dg) e das particulas
poliméricas (Dp) medidas logo apés o final da reacao e ap6s 30 dias, para avaliagao

da estabilidade dos latexes poliméricos, estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Didmetro médio em intensidade das gotas (Dg) e das particulas poliméricas (Dp) e indice de
polidispersao (Pdl) apds a polimerizagao e ap6s 30 dias das formulagdes R6, R7 e R8

Inicial Apos 30 dias

Formulacoes
Dg (nm) Pdig Dp (nm) Pdig | Dp (nm) Pdig

R6-0 (Crodamol) 175,4£0,5 0,104 193,3x1,3 0,014 | 193,3+1,2 0,013

R6_Zn0O (Crodamol) 346,2+1,4 0,405 194,6x24 0,138 | 173,4+0,1 0,028

R7_ZnO (Oleo Café Verde) 282,228 0,260 194,4+1,2 0,101 | 184,1£0,5 0,051

R8_Zn0O (Octocrileno 337,2+8,4 0,350 219,4+0,2 0,002 | 218,9+2,5 0,007

As nanoparticulas apresentaram tamanho médio final na faixa de 170-220 nm.
Os tamanhos obtidos foram similares aos obtidos por Frizzo (2019), 160 — 270 nm ao
encapsular NPs-ZnO/MPS em matriz polimérica PMMA/PS nas mesmas condigdes.

Tang e colaboradores (2005) também encapsularam NPs-ZnO através da
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polimerizacdo em miniemulsdo, porém utilizando matriz polimérica de estireno, com

tamanho médio final de 130 nm.

4 4CARACTERIZACAO DOS LATEXES OBTIDOS
4.4.1Avaliacao da retencao e espalhabilidade do latex

A retencao e espalhabilidade dos latexes R1-MMA-ST e R1-BMA-MMA-ST foi
avaliada visualmente utilizando a fita Transpore® como superficie de aplicagéo
simulando a pele.

Foram aplicadas amostras de latex R1-MMA-ST e R1-BMA-MMA-ST sobre a
fita aderida a placa Petri. Ap6s secagem, a fita foi removida delicadamente da placa,
simulando o movimento realizado pela pele. Nas Figuras 11-a e 11-b foram
adicionadas sobre a fita 500 pL de R1-MMA-ST e R1-BMA-MMA-ST, respectivamente.
E possivel avaliar que a amostra R1-MMA-ST (Figura 11-a) sofreu rupturas durante a
movimentacao da fita e ndo obteve uma boa retencéo, enquanto a amostra R1-BMA-
MMA-ST (Figura 11-b) mostrou uma aderéncia e retengcdo muito maior. A amostra
contendo BMA na formulagéo nao sofreu rupturas pois apresentou maior flexibilidade,
além de apresentar uma aparéncia menos opaca.

Nas Figuras 11-c e 11-d, foram aplicadas aliquotas de 100 puL de R1-MMA-ST
e R1-BMA-MMA-ST, respectivamente, porém neste procedimento a amostra foi
espalhada sobre a fita realizando movimentos circulares com os dedos, para formar
uma fina camada de latex, simulando a espalhabilidade de uma logéo fotoprotetora na
pele. Apdés a movimentacao da fita para retirada da placa suporte, também foi possivel
avaliar que a amostra R1-MMA-ST (Figura 11-c) sofreu rupturas e ndo apresentou boa
aderéncia, enquanto a amostra R1-BMA-MMA-ST (Figura 11-d) formou uma fina
camada muito mais estavel na fita.

No teste da Figura 12, duas gotas de amostra foram colocadas sobre a Fita
Transpore® aderida a parte exterior da placa de Petri. Em seguida uma placa de vidro



68

foi colocada sobre a amostra, encaixada sobre as amostras entrando em contado com
a mesma e induzindo o espalhamento. Foi possivel observar que o latex R1-MMA-ST
(Figura 12-a) apresentou menor espalhabilidade comparado ao latex R1-BMA-MMA-
ST (Figura 12-b)

Figura 11 — Teste visual de retengédo (a) 500 uL latex R1(MMA/ST); (b) 500 pL latex
R1(BMA/MMA/STY); (c) 100 pL latex R1(MMA/ST); (d) 100 pL latex R1(BMA/MMA/STY)

Figura 12 — Teste visual de espalhabilidade dos latex utilizando diferentes monémeros na
formulacao: (a) latex R1(MMA/ST); (b) latex R1(BMA/MMA/STY)
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4.4.2 Determinacao da Atividade Antioxidante

O reagente DPPH possui radicais livres e tem sido amplamente utilizado para
testar a capacidade de oxidagao de varios compostos. A quercetina livre foi analisada
entre 0,1 e 5 pg/mL em metanol, obtendo-se a ECso de 2,9 pg/mL. Sua elevada
atividade antioxidante faz com que a quercetina seja largamente utilizada como
padrao positivo da andlise de DPPH. Olszewska et al. (2012) e Stevanato et al., (2014)
compararam a AA de varias substancias geralmente utilizadas como padréao positivo,
encontrando o valor ECso de aproximadamente 1,6 ug/mL para a quercetina; Santos
et al. (2017) também utilizou a quercetina como padrao positivo, obtendo EC50 igual
a 3,59 pg/mL.

Na Tabela 15 € apresenta a atividade antioxidante da quercetina livre e
encapsulada em NPs poliméricas de PBMA-PMMA-PS(ndice ECso),., Como a
concentragdo de quercetina nos latexes é de aproximadamente 0,05% em massa, 0s
mesmos foram analisados em maiores concentragées (2,0 - 10,0 mg/mL em metanol)
e o0 ECso para os latexes foi quantificado em mg/mL. Para o latex com adicdo de
quercetina, foi obtido ECsode 5,6 mg/mL. Como o latex sem adi¢éo de quercetina (R1-
0) ndo apresentou atividade antioxidante nas concentracdes estudadas, foi possivel
identificar que a quercetina manteve sua AA apds a encapsulacao.

Além disso, foi avaliada a AA dos 6leos utilizados como coestabilizadores,
como pode ser observado na Tabela 15. Os 6leos puros foram analisados entre 50 e
750 pg/mL. O OCV apresentou ECso igual a 433,5 ug/mL enquanto o OSR teve um
ECsode 627,9 pg/mL. A AA obtida para os éleos comerciais utilizados foi baixa quando
comparada com a AA obtida por outros autores através do método DPPH, com ECso
de 3,04 ug/mL para o 6leo de café verde (CHIARIA et al., 2014) e ECso de 37,98 para
o O0leo de semente de roma (NOGUEIRA e FREITAS, 2012). Esta diferenga pode estar
relacionada ao tipo de processo de extracdo do 6leo, espécie e local de cultivo dos
frutos, fatores que influenciam diretamente na composicao dos éleos (WAGEMAKER
et al., 2011). A degradacao deste componente durante a extracao leva a diminuicéo
significativa da AA do dleo.
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Ao avaliar os latexes contendo 6leo como coestabilizador, foi possivel avaliar
um incremento na atividade antioxidante comparada ao latex em que se utilizou
apenas crodamol. Para o latex contendo OCV (5% e massa) como coestabilizador, foi
obtido ECso de 3,5 mg/mL. Ou seja, analisando a aplicacdo da mesma concentracao
de ambos os latexes R5 (com OCV) apresentaria atividade antioxidante 25,5% maior
que o R1. Este resultado demonstra que, apesar do 6leo de café verde de ter
apresentado baixa atividade antioxidante, sua incorporacdo nas nanoparticulas
contendo quercetina aumentou significativamente a AA antioxidante destas. Ja para o
latex contendo 10% em massa de OSR obteve-se ECso de 5,1 mg/mL, valor muito
préximo ao obtido para o latex contendo apenas quercetina. Todas as equagdes de
reta obtidas e R? estdo descritos na Tabela 15.

Tabela 15- Atividade antioxidante dos compostos puros e encapsulados obtida pelo método
DPPH

Compostos Puros EC50 (ug/mL) Equacao da Reta R2
Quercetina 29 y =17,467x + 0,1301 0,9959
ocv 433,5 y=0,11x + 2,3182 0,9963
OSR 627,9 y =0,0796x + 0,012 0,9941
Nanoemulsdes EC50 (mg/mL) Equacao da Reta R2
NPs- Branco

(R1-0 BMA/MMA/STY)

NPs- Quercetina
(R1-BMA/MMA/STY) 5,6 y = 8,133x + 4,236 0,9935

NPs- Quercetina/OCV
(R5-BMA/MMA/STY) 3,5 y =12,513x + 5,4488 0,9947

NPs- Quercetina/OSR
(R2-BMA/MMA/STY) 5.1 y = 8,719x + 4,9798 0,9955

4.4.3Determinacao do fator de protecao solar in vitro

As amostras apresentaram boa espalhabilidade e retencdo ao serem
aplicadas na placa do analisador de transmitancia UV. Os resultados do FPS das
formulacdes podem ser vistos na Tabela 16. Formulagdo R6-0 (PBMA-PMMA-PS),
contendo apenas as NPs poliméricas sem compostos encapsulados, apresentou
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baixa capacidade de absorcdo e reflexdo de Raios UVB, com FPS igual a 2. A

formulagdo R6-Zn0O, composta por 20% de nanoparticulas de ZnO, mostrou FPS 5 +

1 (Tabela 16), préximo do valor teérico de 5 estimado pelo simulador de filtro solar da

BASF (BASF, 2018).

Tabela 16- Resultados do fator de protecao solar obtidos para os latexes

Composto BASF FPS
Amostra Encapsulado Sunscreen Simulator Lasphere
R6-0 - - 2+0,1
R6-ZnO NPs-ZnO 5 5+1
R7-ZnO NPs-ZnO

Oleo de café verde 5 5+1
R8-ZnO NPs-ZnO

Octocrileno 10 11+£2
R8-ZnO NPs-ZnO
(Concentrada) Octocrileno 25 2515

Quercetina
R1-Q, R2-Q, R5-Q OCV/ OSR - 2+0,1

A formulacao R8-ZnO, contendo octocrileno, apresentou FPS igual a 112,

indicando que a encapsulagéo simultdnea do octocrileno nas NPs poliméricas elevou

em 6+2 o FPS da formulagcdo. Como as NPs-ZnO estavam diluidas no latex, a amostra

R8-ZnO foi concentrada duas vezes (em massa) realizando a centrifugacdo da

amostra, para realizagdo de um segundo teste de FPS Assim, obteve-se o valor de

FPS 2545, considerado satisfatério para utilizagdo como logao fotoprotetora.
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A formulagdo R7-ZnO apresentou um FPS de 5 (Tabela 16), igual ao obtido
na formulagdo contendo apenas ZnO, mostrando que o éleo vegetal ndo contribuiu
para o aumento do FPS. As NPs contendo quercetina, também n&o apresentaram
incremento no FPS, e obteve-se apenas FPS de 2+0,1 para todas as formulacoes,
provenientes apenas das NPs poliméricas. A contribuicdo da quercetina e os dleos
vegetais no FPS das formulacdes precisa ser avaliada através de testes in vivo.

Pereda et. al. (2006) avaliaram in vivo a eficacia fotoprotetora de uma
formulacao contendo 5% de 6leo de café verde através da aplicacao tépica do produto
em voluntarios e obteve um aumento em 28% do FPS em comparag¢do ao grupo
placebo. O estudo evidenciou o efeito anti-inflamatério apresentado pelo OCV através
da diminuicao do eritema formado na pele exposta aos raios UV. O éleo de café verde
empregado neste trabalho, apesar de apresentar um baixo valor de FPS (cerca de
2,5) no teste in vitro, pode ser empregado em formulacdes fotoprotetoras a fim de
potencializar os filtros quimicos usualmente utilizados. Wagemaker (2013) ao avaliar
Oleo de café para aplicagao formulagdes cosméticas e fotoprotetoras também obteve
valores baixos de FPS pelos métodos in vitro (FPS < 2), porém os experimentos in
vivo realizados em camundongos mostraram que as peles dos animais tratadas com
formulagéo contendo 5 e 10% de dleo de café apresentaram menor numero de células
em apoptose e epiderme mais delgada, indicando que o 6leo de café poderia proteger
a pele dos danos causados pela radiagdo ultravioleta. O 6leo promoveu protecao,
hidratacdo, manutengédo, melhora da barreira cutanea e aumento significativo das

atividades antioxidantes e fotoprotetoras das formulagdes.
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CAPITULO V
5 CONCLUSAO

Neste trabalho, NPs-ZnO, quercetina, octocrileno e 6leos vegetais foram
encapsulados individual e simultaneamente em nanoparticulas poliméricas utilizando
a técnica de polimerizagdo em miniemulsdo. As nanoparticulas obtidas apresentaram
entre 160-230 nm, com indices de polidispersao baixos, formato esférico, homogéneo
e superficie regular, mostrando-se estaveis durante 30 dias. A utilizacdo de
octocrileno, éleo de café verde e 6leo de semente de roma como coestabilizadores na
miniemulsao foi satisfatoria, além de serem encapsulados como compostos de
interesse na formulacao. Ao utilizar BMA (60% em massa da fracdo dos mondmeros)
na formulacao, o latex PBMA-PMMA-PS resultou em um material com boa capacidade
de espalhabilidade e retencao.

A quercetina manteve elevada atividade antioxidante quando encapsulada em
NPs poliméricas, e obteve resultados ainda melhores quando encapsulada
simultaneamente com o 6leo de café verde. O valor de FPS in vitro, foi satisfatorio
apenas para as formulacdées contendo NPs-ZnO, obtendo-se o melhor resultado para
a nanoencapsulacao simultanea de NPs-ZnO e octocrileno.

Portanto, a encapsulacdo de NPs-ZnO, octocrileno e compostos naturais,
como quercetina e 6leos vegetais, em matriz polimérica mostra-se uma excelente
alternativa para o uso em logdes fotoprotetoras, mantendo os compostos estaveis e
combatendo a formacao de radicais livres. A utilizacdo da quercetina e 6leo de café
verde podem contribuir para o incremento do FPS in vivo, combatendo os radicais
livres e reduzindo os danos causados a pele pelos raios UV, quando utilizadas em

conjunto com ZnO e octocrileno.
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Figura A1 — Curva de calibragao da analise de absorbancia da Quercetina
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Figura A2 — Curva de calibragao da anélise de absorbancia do Oleo de Semente de Roma

Absorbancia

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200

0,000

y =0,0198x + 0,0017 e
R?=0,9963 -
0,5 6,5 12,4 18,4 24,3 30,3 36,2 42,2 48,1 54,1

[PSO] (ug/mL)

60,0



Figura A3 — Curva de calibragéo da analise de absorbancia do Oleo de Café Verde
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ANEXO A - Descricao

Figura A1 — Curva de calibracao da analise de absorbéancia do 3-trimetoxisilil propil
metacrilato (MPS)
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Figura A2 — Curva de calibracao da analise de absorbéancia do octocrileno (OC)
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