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RESUMO

Como o indice de cancer de pele é alto e ainda cresce no Brasil, principalmente por ser um
pais de elevada incidéncia de raios ultravioleta, o uso de protetor solar é essencial para se
evitar a exposi¢éo aos raios ultravioleta, causadores do cancer e do fotoenvelhecimento. Pela
razdo de insetos serem grandes vetores para transmissdo de doencas como o virus Zika,
Dengue, Maléria e Febre Chikungunya o uso de repelentes tem se tornado cada vez mais
necessario em paises tropicais e subtropicais, como o Brasil. Desta forma ha necessidade de
formulacbes mais avancadas para combater esses problemas. Este trabalho propbe o
desenvolvimento de formulagdes contendo simultaneamente octocrileno (OCT) e icaridina
(ICA) e contendo nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs-ZnO) pelo método de polimerizacdo
em miniemulsdo no copolimero poli(estireno-co-metacrilato de metila). Pelas imagens obtidas
por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), pode-se observar a encapsulagdo das
NPs-ZnO e confirma o tamanho submicrométrico e distribuicdo estreita do tamanho de
particula das formulacbes contendo os O6leos, observado na andlise de Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS). O tamanho médio das nanoparticulas medido por DLS foi de 184,38
+ 12,67 nm para as NPs-ZnO, de 426,21 + 80,65 nm para ICA, de 429,36 + 107,01 nm para
ICA+Crodamol e de 346,67 + 63,86 para ICA+OCT. O maior indice de polidispersdo (Pdl)
foi para a formulagdo de ICA+Crodamol, com valor de 0,326 + 0,117, as formulagdes ICA e
ICA+OCT tiveram valores de Pdl semelhantes de 0,185 + 0,054 e 0,181 + 0,081
respectivamente, a formulagdo com NPs-ZnO teve o menor Pdl, com valor de 0,022 + 0,013.
As formulacdes contém valores de potencial zeta abaixo de -30 mV indicando estabilidade
coloidal do sistema. A eficiéncia de encapsulacdo da ICA foi de 88%, 94% e 86% para as
formulacbes com ICA, ICA+Crodamol e ICA+OCT, respectivamente. A andlise de
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) comprovou que a ICA foi encapsulada e,
também que a adicdo de Crodamol na formulacdo ndo alterou o comportamento térmico do
sistema. A eficiéncia de encapsulacdo do OCT foi de 97% e a das NPs-ZnO foi de 49%,
utilizando o etanol na modificacdo da superficie das nanoparticulas. Portanto, técnica de
miniemulsdo se mostrou eficiente para a encapsulagdo simultanea dos 6leos, além de permitir
a encapsulacdo de NPs-Zno, mostrando que essa seria uma estratégia promissora visando o
desenvolvimento de uma formulacéo capaz de desempenhar simultaneamente as atividades de
protecdo solar e repelente de inseto.

Palavras-chave: encapsulacdo, polimerizacdo em miniemulsdo, éxido de zinco, octocrileno,

icaridina, protecdo solar, repelente



ABSTRACT

In Brazil the skin cancer rate is high and still growing, mainly because it is a country with a
ultraviolet rays high incidence, the sunscreen use is essential to avoid ultraviolet rays
exposure, which cause cancer and photoaging. Since insects are great vectors for diseases
transmission such as the Zika virus, Dengue, Malaria and Chikungunya Fever, the repellent
use has become increasingly necessary in tropical and subtropical countries, such as Brazil.
Thus, there is a need for more advanced formulations to combat these problems. This work
proposes the development of formulations simultaneously containing octocrylene (OCT) and
icaridin (ICA) and containing zinc oxide nanoparticles (NPs-ZnO) by the miniemulsion
polymerization method in the poly(styrene-co-methyl methacrylate) copolymer. Through
Transmission Electron Microscopy (TEM) images, the encapsulation of NPs-ZnO can be
observed and confirms the submicron size and narrow particle size distribution of the
formulations containing the oils, observed in the Dynamic Light Scattering (DLS) analysis.
The average size of nanoparticles measured by DLS was 184.38 + 12.67 nm for NPs-ZnO,
426.21 £ 80.65 nm for ICA, 429.36 + 107.01 nm for ICA+Crodamol and of 346.67 + 63.86
for ICA+OCT. The highest polydispersity index (Pdl) was for the ICA+Crodamol
formulation, with a value of 0.326 + 0.117, the ICA and ICA+OCT formulations had similar
Pdl values of 0.185 + 0.054 and 0.181 + 0.081 respectively, the formulation with NPs-ZnO
had the lowest Pdl, with a value of 0.022 + 0.013. The formulations contain zeta potential
values below -30 mV indicating colloidal stability of the system. The ICA encapsulation
efficiency was 88%, 94% and 86% for the formulations with ICA, ICA+Crodamol and
ICA+OCT, respectively. The Differential Scanning Calorimetry (DSC) analysis proved that
the ICA was encapsulated and that the addition of Crodamol in the formulation did not change
the thermal behavior of the system. The OCT encapsulation efficiency was 97% and that of
NPs-ZnO was 49%, using ethanol to modify the surface of the nanoparticles. Therefore, the
miniemulsion technique proved to be efficient for the oils simultaneous encapsulation, in
addition to allowing the encapsulation of NPs-Zno, showing that this would be a promising
strategy aimed at the formulation development capable of simultaneously performing the sun
protection and insect repellent activities.

Keywords: encapsulation, miniemulsion polymerization, zinc oxide, octocrylene, icaridin, sun
protection, repellent
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1 INTRODUCAO

Com o crescente indice de cancer de pele no Brasil, o uso de protetor solar é
essencial para evitar a exposicdo aos raios ultravioleta, causadores do cancer e do
fotoenvelhecimento (SANTOS et al, 2018). Insetos sdo grandes vetores para transmissdo de
doengas como o virus Zika, Dengue, Malaria e Febre Chikungunya o uso de repelentes tem se
tornado cada vez mais necessario em paises tropicais e subtropicais, como o Brasil (FRADIN,
2019).

Os filtros solares séo classificados em quimicos (octocrileno, salicilato de octila,
oxibenzona, entre outros) constituidos por moléculas orgénicas, e fisicos, compostos por
particulas metélicas (TiO2 e ZnO). Os filtros fisicos apresentam baixo potencial alergénico,
porém tendem a fazer uma camada esbranquicada na pele ao ser aplicado. Para contornar esse
problema, € possivel fazer uso de particulas em tamanho nanométrico visando ao aumento da
transparéncia e diminuicdo da viscosidade do protetor e, consequentemente, a melhorar a
aplicacdo e caracteristicas do produto (FR1ZZO, 2016). Um problema existente em filtros
solares ¢ a falta de protecdo solar em todas as faixas da radiacdo ultravioleta, por esta razéo é
comum o uso de diferentes filtros numa mesma formulacdo, para adequar-se a todos
comprimentos de ondas dessa radiacdo (RIBEIRO, 2006; RAI et al., 2012).

Os repelentes quimicos geralmente usados em cosmeéticos sdo o N,N-dietil-meta-
toluamida (DEET), o etil butilacetilaminopropionato (IR3535) e a icaridina (ICA). A ICA tem
a vantagem de ndo reagir com produtos contendo Fator de Protecdo Solar (FPS) sendo,
portanto, dentre os repelentes quimicos, o mais estavel para uso em formulacdes contendo
mais de um agente ativo (FRADIN, 2019). O uso de nanoparticula em repelentes é
interessante pelo fato de a técnica permitir a diminuicdo da volatilidade do repelente, assim,
aumentando o tempo de atividade do produto (FREIRE, 2017).

Com intengéo de ter um sistema de aplicacdo e liberagdo aprimorados de agentes de
protecdo solar e repelente de insetos, o uso de nanoparticulas poliméricas se mostra
interessante, por serem um potencial sistema de liberacdo de ativos, estaveis e versateis. S&o
geralmente preparadas a partir de polimeros naturais ou sintéticos, sendo possivel escolher o
polimero de acordo com sua compatibilidade com aquele a ser incorporado (SEVERINO et
al., 2011). O poli(metacrilato de metila) (PMMA) apresenta grande potencial de aplicacéo por
possuir boa biocompatibilidade e resisténcia mecanica fazendo dele uma alternativa
interessante para incorporagdo de bioativos repelentes e materiais com protecdo UV. O

poli(estireno) (PS) é um polimero de féacil manipulacdo utilizado em diversos sistemas
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complexos devido a capacidade de ser sintetizado em uma grande variedade de tamanhos, de
realizar modificacdes especificas de superficie e de inclusdo de compostos, além de melhorar
a estabilidade de nanoparticulas incorporando moléculas lipossolUveis na formulacao por ter
carater hidrofébico (LIU et al., 2004; HE, PAN, 2004; LUNOV, SYROVETS, LOOS et. al.,
2011).

Neste contexto, esse trabalho teve por objetivo desenvolver nanoparticulas de
poli(estireno-co-metacrilato de metila) contendo OCT, ICA e nanoparticulas de ZnO,
utilizando a técnica de miniemulsdo para sintese das nanoparticulas poliméricas e
encapsulacdo dos ativos de interesse. A técnica de miniemulsdo é vantajosa por algumas
razGes, dentre elas estd a obtencdo de particulas submicrométricas e a possibilidade de realizar
a reacao de polimerizacdo e encapsulacdo em uma Unica etapa. O sistema de nanoparticulas
foi caracterizado quanto a morfologia por Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET),
didmetro de particula e indice de polidispersdo por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS),
eficiéncia de encapsulagdo e incorporacdo dos compostos de interesse por CLAE,

Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e degradacdo térmica.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema nanoestruturado de PMMAJ/PS contendo nanoparticulas de
Oxido de zinco, octocrileno e icaridina com propriedades anti-UV e repelente de insetos para

aplicacdo cosmeética.

1.1.2 Objetivos Especificos

Para que o objetivo geral seja alcancado, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:

- investigar a interacao entre icaridina e octocrileno ap6s encapsulacdo conjunta em
nanoparticulas de PMMAV/PS;

- obter um sistema nanoestruturado biocompativel com caracteristicas simultaneas de

protecdo UV e repeléncia de insetos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 NANOPARTICULAS

Nanoparticulas sdo definidas como dispersdes particuladas ou particulas solidas com
o tamanho na faixa de 1-1000 nm, podendo ser classificadas como nanoesferas e
nanocapsulas dependendo da sua morfologia estrutural. Nanocapsulas séo sistemas onde a
substancia de interesse é confinada numa cavidade delimitada por uma Unica membrana
polimérica, enquanto nanoesferas séo sistemas de matrizes em que a droga é dispersa fisica e
uniformemente na matriz estrutural (KOMMAREDDY, TIWARI e AMUJI, 2005; LANGER,
1999; TAYLOR, 2013).

Os objetivos principais ao projetar uma nanoparticula para um sistema de entrega de
farmacos é controlar o tamanho da particula, suas propriedades da superficie e de liberagéo,
com intencdo de agir em sitios ativos especificos para alcancar a acdo especifica do farmaco
no local ideal com a melhor taxa de liberagédo e dose (VILA et al., 2001; MU e FENG, 2002).

De acordo com Mohanraj e Chen (2006) as vantagens do uso de nanoparticulas como
um sistema de entrega de medicamentos incluem o0s seguintes itens:

1. tamanho e superficie da particula sdo facilmente manipulaveis para atingir
parametros ativos e passivos do farmaco;

2. controle sobre a liberacdo do farmaco, de forma que seja possivel alterar sua
dis\tribuicdo, aumentando a eficacia e diminuindo efeitos colaterais;

3. escolha dos constituintes da matriz permitem liberacdo controlada e modificacdo
da degradacdo da particula, podendo ter alta dose de farmaco incorporado em sistemas sem
que reaja, preservando sua atividade;

4. possibilidade de anexar ligantes na superficie ou fazer uso de orientacdo magnética
para realizar acdo especifica;

5. o sistema pode ser usado em variadas rotas de administrag&o.

Apesar dessas vantagens, existem limitacbes para nanoparticulas, como a
aglomeracdo pela alta area de superficie e pequeno tamanho, tornando dificil o manuseio do

material.

2.1.1 Nanoparticulas Poliméricas
As nanoparticulas poliméricas sdo um potencial sistema de liberagcdo de ativos,

geralmente preparadas a partir de polimeros naturais ou sintéticos, que se apresentam
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toxicologicamente seguras com elevada biocompatibilidade e/ou biodegradabilidade.
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanoparticulas poliméricas tém chamado atencdo de muitos grupos de pesquisa e
sdo utilizadas em diferentes aplicacdes como perfumes, farmacéuticos, cosméticos, produtos
de tratamentos de tecidos, agentes reguladores de calor, estabilizantes UV e outros.
(ELSABAHY e WOOLEY, 2011; KAMALY et al., 2016; NASTINI et al., 2017). Elas podem
ser preparadas a partir de polimeros previamente formados utilizando técnicas como
nanoprecipitacdo ou a emulsificacdo com evaporacdo de solvente, ou utilizando métodos de
polimerizagdo in situ como a polimerizacdo em miniemulsdo. A técnica de miniemulséo é
frequentemente empregada devido a facilidade de encapsular compostos hidrofébicos em um
unico passo reacional, produzindo nanoparticulas mais estaveis e homogéneas (KUMARI,
YADAYV e YADAV, 2009; KAMALY et al., 2016; NASTITI et al., 2017; LORCA et al.,
2012; REIS et al., 2005; COSTA et al., 2015).

Uma proposta para as nanoparticulas poliméricas é como veiculo de uso topico, para
prolongar o tempo de residéncia de agentes, como filtros solares e repelentes no stratum
corneum, prevenindo a absorcdo do composto e aumentando sua estabilidade fotoprotetora e
duracdo do efeito repelente (FREIRE, 2017; ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; PERUGINI et
al, 2002; OLIVEIRA et al, 2016).

A técnica de polimerizagdo em miniemulsdo tem a sintese do polimero e
encapsulacdo do componente em uma Unica etapa. Para a técnica, mondmeros estabilizados
por surfactantes sdo emulsificados na fase continua iniciam sua polimerizacdo por meio da
utilizacdo de um iniciador. As nanoparticulas sdo dispersas diretamente nos monémeros de
forma que é possivel produzir particulas com controle de morfologia e com maior eficiéncia
de encapsulacdo (FRIZZO, 2016)

2.1.1.1 Poli(metacrilato de metila)

O Poli(metacrilato de metila) (PMMA) é um polimero sintético derivado da
polimerizagdo do mondmero metacrilato de metila (MMA) e que encontra ampla aplicacdo
para fins biomédicos como encapsulacdo e recobrimento de bioativos e farmacos, devido as
suas caracteristicas como biocompatibilidade e alta resisténcia (FEUSER et al. 2014). Embora
néo seja biodegradavel, o PMMA apresenta excelente biocompatibilidade (REIS et al., 2005).

A preparacdo de nanoparticulas de PMMA é feita simplesmente pela sonica¢do do

mondmero MMA, um surfactante, um coestabilizador e um iniciador. A nanoparticula tem
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alta eficiéncia em encapsular ativos hidrofdbicos, assim como aplicabilidade em diversas
areas biomédicas, como vacinagdo, materiais prostéticos além de encapsulacao de ativos.

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) apresenta grande potencial de aplicacédo
cosmeética por possuir boa biocompatibilidade e resisténcia mecéanica fazendo dele uma
alternativa interessante para incorporacdo de bioativos repelentes e materiais com protecédo
UV. (SEVERINO et al., 2011; LIU et al., 2004).
2.1.1.2 Poli(estireno)

O poli(estireno) (PS) € um polimero sintético derivado da polimerizacdo do
mondmero estireno (ST) e tem destaque pela sua facil manipulacédo e pelo seu uso em estudos
de sistemas mais complexos (HE, PAN, 2004). A exposi¢do humana a elevados niveis de ST
pode induzir efeitos adversos no sistema nervoso como mudangas na visao colorida, cansaco,
sensacdo de embriaguez, lentiddo no tempo de reacdo, problemas de concentracdo ou de
equilibrio (EUA, 2019).

De acordo com Shaath (2010), a utilizacdo de microesferas de um copolimero de
estireno e acrilato aumentou a absorbancia efetiva de FPS e UVA através do fendmeno fisico
de refracdo da luz, pois esse copolimero permite a uma dispersao eficiente da radiacdo UV.
Os raios incidentes penetram no filme em angulos, aumentando assim o comprimento do
caminho e, pela lei de Lambert-Beer, a absorvéncia da radiacdo, o que aumenta

consideravelmente o valor de FPS do filme protetor solar.

2.2 RADIAQAO SOLAR E SEUS EFEITOS NA SAUDE

Apesar de benéfica em casos como no tratamento de ictericia neonatal, a radiacéo
solar pode trazer prejuizos ao organismo sem 0s devidos cuidados a dose de radiacdo
recebida. O espectro solar € predominantemente composto de radiacfes ultravioletas (UV)
(100-400 nm), visiveis (Vis) (400-800 nm) e infravermelhas (IV) (acima de 800 nm) e o
corpo humano percebe-as de diferentes maneiras. As radiacbes Vis e IV, sdo menos
energéticas e sdo percebidas nas formas de cores e energia térmica, respectivamente. A
radiacdo UV é a mais energética, e, portanto, € mais propensa a induzir rea¢@es fotoquimicas,
a estimular a producdo de melanina, e pode levar a producdo de leves inflamagdes ou até
graves queimaduras com possibilidade de ocorrer mutacdes celulares. (FLOR et. al., 2007). A
faixa de radiacdo UV pode ser dividida em UVA, UVB e UVC.

A faixa de radiagdo UVA é de 320 a 400 nm e é mais abundante que a radiacdo UVB

na superficie terrestre. E a faixa de radiacio que mais penetra profundamente na derme e
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induz o escurecimento da melanina pela foto oxidagdo. Dependendo do tipo de pele, do
tempo, da frequéncia e da intensidade da exposicao ela induz o cancer de pele, podendo agir
também na producéo indireta de radicais livres (FLOR et. al., 2007). Radicais livres possuem
um elétron desemparelnado em sua Orbita, resultando em alta instabilidade. Para
estabilizarem-se, eles precisam doar ou retirar elétron do meio, gerando estresse oxidativo, o
que leva a modificacOes celulares. O maior dano causado pelo estresse oxidativo é a morte
celular (HIRATA, SATO, SANTOS, 2004).

A faixa de radiacdo UVB € de 280 a 320 nm, possui alta energia e com grande
frequéncia causa queimaduras solares. Essa faixa de radiagdo € responsavel pela
transformacdo do ergosterol epidérmico em vitamina D e pelo envelhecimento precoce das
células. A exposicao frequente a intensa radiacdo UVB pode causar lesdes no DNA e suprimir
a resposta imunoldgica da pele (FLOR et. al., 2007).

A faixa de radiacdo UVC é de 100 a 280 nm e € a mais energética dos trés tipos de
radiagdo UV e a que pode trazer mais danos aos seres vivos. Toda a radiacdo UVC e grande
parte da radiacdo UVB sdo absorvidas pelo 0z6nio e pelo oxigénio na estratosfera, porém,
devido a fatores ambientais, 0 excesso de radiacdo UVB esta levando a maior incidéncia de
queimaduras e cancer de peles (FLOR et. al., 2007).

Com maior conhecimento das faixas UV ficou evidente que para reduzir os danos
causados pela exposicao excessiva ao sol e o desenvolvimento de cancer, a pele precisaria ser
protegida de toda faixa UVA/UVB. Por conta disso um protetor solar eficiente deve prevenir
ndo apenas uma possivel queimadura, mas também reduzir o acumulo de todas as lesdes
induzidas pela radiacdo UV (FLOR et. al., 2007). Quanto maior o FPS de um protetor solar,
maior a prote¢do que o protetor solar ira fornecer, protegendo de forma mais eficaz dos raios
UVA e UVB. Como mencionado anteriormente, os raios UVC sdo absorvidos na camada de
0zonio, desta forma ainda ndo é necessario um produto que tenha esse tipo de prote¢do, mas
com a destruicdo da camada de ozoOnio, é cada vez mais evidente que pode ser uma

preocupacao do futuro.

2.2.1 Fator de Protecéo Solar

A eficacia de um protetor solar € medida pelo Fator de Protecdo Solar (FPS). O FPS
indica quantas vezes mais 0 tempo de exposi¢do ao sol pode ser aumentado com o uso do
protetor, sem risco de eritema. O eritema, ou queimadura solar, estd presente em maior

intensidade em individuos de pele clara, inicia-se ap6ds periodo de duas a quatro horas de
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exposicdo solar sem protecdo e tem sua maior intensidade aproximadamente 24 horas apos a
exposicdo. Seu aparecimento € caracterizado como reacdo inflamatdria aguda (SCHALKA et.
al., 2014). Quanto maior o FPS, maior serd o tempo e o nivel de protecdo do usuario frente a
radiacdo UVB (FLOR et. al., 2007).

Para a medida do FPS é necessaria atencdo para a correta aplicacdo do produto sobre
a pele. De acordo com a COLIPA (Associacdo Europeia de Cosméticos e Perfumaria)
(EUROPEAN COMMISSION, 2006) o padrdo quantitativo de protetor solar por unidade de
pele para o seu correto funcionamento deve ser de 2 mg.cm, dessa forma, um individuo
adulto de tamanho e peso normais devera usar cerca de 30-40 g do produto. De acordo com
Diffey e Grice (1997) estudos mostram que filtros inorganicos podem ser aplicados dois
tercos da quantidade que se aplicaria o filtro organico.

A determinacdo do FPS é feita principalmente com testes in vivo, porém ja foram
propostos testes in vitro para auxiliar sua determinacdo e diminuir os testes em animais. No
caso de ensaios in vitro os resultados séo determinados por espectrofotometria e apresentaram
boa correlacdo com os testes in vivo para 0s protetores organicos. Este tipo de ensaio é
utilizado para obter resultados preliminares antes dos testes em humanos, reduzindo 0s riscos
de queimaduras nos voluntarios (FLOR et. al., 2007). Entretanto, mesmo com bons resultados
in vitro o teste in vivo ainda é necessario para a real determinacdo do FPS, de forma que nao
hd maneira mais precisa de se avaliar um protetor solar que em testes em voluntarios
humanos, sob luz natural do sol. O método in vitro por espectrofotometria tem grande
aplicagdo na previsdo do FPS antes de realizarem testes em seres humanos, reduzindo os
riscos de queimaduras nos voluntarios submetidos ao tente in vivo.

Formas de melhorar a eficacia da protecdo solar estdo cada vez mais sendo
procuradas para diminuir efeitos indesejaveis como o0 esbranquicamento e viscosidade da
formulacdo final. Para isso 0 uso de nanoparticulas inorganicas tem se mostrado uma
alternativa promissora (FRIZZO et al. 2019). De acordo com Lin e Lin (2009), o uso de
nanoparticulas de TiO2, comparadas com o uso de particulas submicronizadas, demonstrou
menor transmitancia na faixa de radiacdo UVB (290-320 nm) e maior transmitancia na faixa
de luz visivel (500-700 nm). Isso mostra que a nanoparticula pode ser melhor em bloquear a
radiacdo UVB em relacdo com as particulas submicronizadas. Ainda, 0s autores observaram
gue nanoparticulas de tamanho igual ou menor que 50 nm tiveram FPS maior que as de

tamanho maior ou igual a 100 nm. Esse resultado sugere que as nanoparticulas menores se
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sobrepGem, e assim diminuem o vazio entre particulas, aumentando a eficiéncia de protecao
solar.
2.2.2 Nanoparticulas de Oxido de Zinco

O Oxido de Zinco é uma molécula estavel, covalente, com hibridizacdo sp3 e
apresenta carater anfotero, sendo soltvel tanto em acidos quanto em bases e praticamente
insoltvel em &lcool e &gua (HORAK et al.,1994; GUIDECHEM, 2019).

As particulas de Oxido de Zinco (ZnO) sdo um dos Unicos dois filtros UV
inorganicos aprovados para o0 uso na Europa e Estados Unidos. As vantagens do uso dessa
particula incluem ampla absor¢do da radiacdo UV, tanto na faixa de UVA e UVB, e
compatibilidade maior com os filtros organicos comumente utilizados (GONZALEZ et al.,
2002; MITCHNICK, FAIRHURST, PINNELL, 1999; RASTOGI, 2002).

Filtros inorganicos como o ZnO, tendem a ser brancos e opacos, além de induzir a
producdo de radicais livres sob exposicdo de energia luminosa, podendo causar danos as
células. Para resolver o problema do esbranquicamento dos protetores solares, atualmente o
mercado esta substituindo o uso em tamanho micro para tamanho nano, com o0 uso de
nanoparticulas a opacidade diminuird enquanto o fator de protecdo aumenta. Os efeitos
adversos associados a producdo de radicais livres pelas nanoparticulas inorganicas podem ser
resolvidos através da sua encapsulacdo (NEWMAN, STOTLAND, ELLIS, 2009;
GONZALEZ, LORENTE, CALZADA, 2008).

Uma preocupacao emergente com a utilizacdo da nanotecnologia € com a toxicidade
das particulas utilizadas, visto que particulas menores possuem maior area de superficie e
reatividade. Devido ao tamanho reduzido, tem-se a preocupacdo de as Nanoparticulas de
Oxido de Zinco (NPs-ZnO) serem incorporadas na camada mais externa da pele, o stratum
corneum (SMUIJS, PAVEL, 2011). Por esta razao estudos sobre a penetracao e distribui¢do na
pele de nanoparticulas em cremes vém sendo realizados, todavia diversos artigos demonstram
que a aplicacdo cutanea de nanoparticulas inorganicas ndo apresenta efeito citotoxico
(SCHULZ et al, 2002; GAMER, LEIBOLD, RAVENZWAAY, 2005; EUROPEAN
COMMISSION, 2012). A concentragdo maxima de ZnO é de 25% conforme a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2016).

As nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs-ZnO) sdo protetores solares de amplo
espectro (UVA e UVB), porém sdo mais eficientes como protetor solar para a faixa de
radiacdo UVA | (340-400 nm). Para conseguir um FPS superior geralmente é utilizado mais

de um protetor solar na formulagdo inorgéanico e organico. O octocrileno € um protetor solar
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organico que protege nas faixas de radiacdo UVB (280-315 nm) e UVA Il (315-340 nm),
desta forma sendo uma combinac¢do adequada para a utilizacdo com as NPs-ZnO.
2.2.3 Octocrileno

O Octocrileno (OCT) (2-etilhexil 2-ciano-3,3-difenilprop-2-enoato) é um éster
formado pela reacdo do 3,3-difenilcianoacrilato com 2-etil-hexanol, tem aparéncia limpida
para amarelada e tem seu uso de forma topica. O OCT tem carater hidrofobico, com
caracteristicas de um 06leo emoliente, herdado do alcool que é utilizado para forma-lo,
(INDICE.EU, 2021).

O OCT ¢é um filtro solar organico e tem protecdo eficaz contra radiacdes UVA I
(320-340 nm) e UVB (280-320 nm) que apresenta uma excelente fotoestabilidade, sendo
comumente utilizado para estabilizar filtros solares e melhorar sua resisténcia & agua. E
também um composto miscivel com muitos dos 6leos utilizados na cosmética, sendo um dos
filtros UV com melhor capacidade de incorporagdo no gel de protetores solares (SCALIA,
MEZZENA, 2009; GUIDECHEM, 2020).

Todavia, o OCT é absorvido facilmente pela pele, o que aumenta o risco de formacéo
de radicais livres que podem se tornar instaveis e reagir com outros compostos como
proteinas e lipideos, formando substancias prejudiciais quando usado em excesso, causando
alteracdes nas camadas mais internas da pele (GAGO-FERRERO, 2012). Para evitar esse
processo e tornar a formulacdo mais segura e estavel, é possivel encapsular o OCT em
nanoparticulas poliméricas, também melhorando sua retencdo na superficie da pele (FRIZZO
et. al., 2019). De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2016) a concentracdo maxima de OCT
em formulagdes é de 10%.

2.3 REPELENTES E SEUS MECANISMOS DE ACAO

Artropodes como mosquitos, moscas, carrapatos, larvas e pulgas sdo grandes
transmissores de doencas. Existem diversas formas de protecéo contra picadas, sendo o uso de
repelentes a maneira mais efetiva e facil para muitos consumidores (FRADIN, 2019). De
acordo com Fradin (1998) o repelente ideal deve repelir diversas espécies de artrépodes,
permanecer efetivo por pelo menos 8 horas, ndo causar irritagdo na pele ou membranas
mucosas, ndo possuir toxicidade sistémica, ser resistente a abrasdo e lavagem e ser sem odor e
sem gordura. Nenhum repelente atual consegue atender a todos esses critérios, em funcdo da
composigdo heterogena dos repelentes no mercado, visto que nenhum composto repelente é

capaz de atuar sobre todas as espécies de artropodes.
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Para ser efetivo como um repelente de insetos, um agente quimico deve ser volétil o
suficiente para manter uma concentracdo de vapor prolongada na superficie da pele, porém
ndo evaporar excessivamente rapido a ponto de perder sua efetividade. A efetividade de um
repelente depende de diferentes fatores, incluindo concentracéo, frequéncia e uniformidade da
aplicacdo e o nimero de artrpodes sob exposi¢do (FRADIN, 2019).

Os repelentes quimicos geralmente usados em cosmeticos sdo o N,N-dietil-meta-
toluamida (DEET), o etil butilacetilaminopropionato (IR3535) e a icaridina (ICA). O DEET
foi considerado como o repelente de melhor qualidade por décadas. SO recentemente outros
repelentes tiveram eficacia de amplo espectro comparaveis ao do DEET. O DEET é eficaz
contra mosquitos, moscas, larvas, pulgas e carrapatos. Seu uso pode diminuir a eficacia de
protetores solares organicos. O DEET tem relatos de toxicidade no qual a maior preocupacao
envolve 16 casos de encefalopatia, 13 sendo em criangas menores de 8 anos. Trés dessas
criangas faleceram, as outras criangas se recuperaram sem sequelas (FRADIN, 2019). De
acordo com a ANVISA (BRASIL, 2013) o repelente DEET ndo é permitido para criangas
abaixo de 2 anos. Com essa preocupa¢do com o DEET, veio a necessidade de estudar o uso de
outros compostos repelentes, como a ICA.

Uma alternativa para tornar os repelentes mais eficazes é utilizar a nanotecnologia
para desenvolver uma nanoparticula com liberacdo prolongada do ativo e, dessa forma,
aumentar o tempo em que o repelente volatiliza enquanto reduz a exposicdo da pele ao ativo.
Formulacgbes classicas contém moléculas livres de repelente que sdo capazes de permear a
pele, alcancando regides onde podem ser absorvidas pela corrente sanguinea com a
possibilidade de efeitos adversos. A encapsulacdo em nanoparticulas poliméricas tem
habilidade de diminuir a permeacéo do ativo, aumentando a seguranca da formulagdo. Além
disso, a encapsulacdo do repelente pode proteger o ativo de estresse provenientes do
ambiente, tais como luz, calor, umidade e oxigénio excessivos (LI et al., 2014; N'GUESSAN
et al., 2008; ICHIURA, YAMAMOTO, OHTANI, 2014; KASTING, BHATT, SPEAKER,
2008; SOLOMON et al., 2012; KARR, SPEAKER, KASTING, 2012).

2.3.1 Icaridina

A icaridina (ICA) é um repelente sintético efetivo contra mosquitos, moscas, abelhas,
pulgas e carrapatos. A agéo repelente da ICA tem inicio em concentragdo de 5%, sendo que o
uso recomendado varia de 5 a 10% para uma protecdo a curto prazo (3 a 5 horas) e 20% para

longos periodos (> 10 horas). A ICA é mais efetiva que o DEET contra mosquitos do género
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Aedes e de eficacia similar contra mosquitos dos géneros Culex e Anopheles. A ICA pode
causar irritacdo nos olhos e pele de pessoas sensiveis, entretanto é mais tolerada que o DEET.
A ICA de 5 a 10% de concentracdo pode ser usada em criancas acima de 6 meses de idade
como alternativa para o DEET. Além disso, a ICA é um repelente sem odor e ndo causa
degradacdo em plastico ou acrilico (TAVARES et al., 2018).

De acordo com Paumgartten e Delgado (2016), ensaios de genotoxicidade,
toxicidade cronica e carcinogenicidade em ratos expostos por via dérmica sugerem que a ICA
ndo € mutagénica ou carcinogénica. Ndo foram notados efeitos adversos locais ou sistémicos
dignos de registro, nem evidéncias de toxicidade para a reproducao, exceto por espessamento
da derme no local de aplicacédo do repelente.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

As nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs-ZnQO) especificadas com tamanho de
particula menor que 100 nm, foram adquiridas em parceria com o laboratério de materiais
(LabMAT) da engenharia mecéanica da UFSC. A icaridina e o octocrileno foram adquiridos
em parceria com o laboratério de fisiopatologia da UNESC.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

As formulacGes e o procedimento experimentais utilizados no trabalho foram
adaptados dos trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa, em especial Frizzo (2016)
que fez a encapsulacdo de NPs-ZnO e OCT em copolimero de poli(estireno-co-metacrilato de

metila) com propdsito de fazer uma formulagéo de protetor solar.

3.2.1 Modificacdo da superficie das NPs-ZnO

Devido a superficie das nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs-ZnO) ter carater
hidrofilico esta etapa é importante para aumentar a compatibilidade com os polimeros,
favorecendo a encapsulacdo. Usou-se o agente de acoplamento 3-trimetoxisilil propil
metacrilato (MPS) para incorporar grupos reativos a superficie das NPs-ZnO, este agente deve
reagir com as hidroxilas presentes na superficie das nanoparticulas.

Uma solucdo de 200 mL contendo 10% (v/v) de agua destilada e 90% (v/v) de
etanol/metanol foi usada para dispersar 4 g de NPs-ZnO. A disperséo foi realizada em banho
de ultrassom (Unique, Maxiclean Modelo 750) por 60 minutos e em seguida foi usado
dispersor ultrassonico (Fisher-Scientific-Ultrassonic Dismembrator 500, 400 W) em quatro
alturas diferentes do sistema, ficando para cada altura durante 60 segundos com 70% de
amplitude, com intervalo de pulso (10 segundos de sonicagdo/10 segundos de pausa). Apos a
dispersdo, a solucdo foi deixada em repouso por 120 minutos, para que as NPs-ZnO com
maior tamanho/densidade decantassem e se separassem do restante. O sobrenadante contendo
as NPs-ZnO menores foi utilizado na reagdo de modificacdo da superficie e o precipitado foi
descartado. Em um baldo foi adicionado o mesmo volume da solucéo &gua e etanol/metanol
usado anteriormente, que teve seu pH ajustado com acido acético para 4,2, com auxilio de um
pHmetro (Gehaka pHmetro Microprocessado PG2000). Na sequéncia, o MPS foi adicionado a

solucdo &cida de dgua/metanol e deixado sob agitagdo magnética a 500 rpm por 60 min.
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Posteriormente, a solugdo contendo as NPs-ZnO foi adicionada a solugdo com MPS e
0 baldo contendo a reacdo foi fechado e deixado em banho de agua a 50 °C por 21 horas sob
agitacdo magnética (600 rpm), seguido de resfriamento até atingir temperatura ambiente por
mais 3 horas. As NPs-ZnO modificadas foram centrifugadas a 4000 rpm por 30 minutos
(centrifuga Centribio 80-2B), sendo que posteriormente uma aliquota foi retirada do
sobrenadante para realizar a analise de percentual de incorporacdo do MPS e, apds essa etapa,
o precipitado foi lavado com etanol/metanol 2 vezes para retirada do MPS livre. Por fim, as
NPs-ZnO foram colocadas em estufa a 60 °C por 24h. Na Tabela 1 encontra-se a quantidade
total utilizada de reagentes na reacdo de modificagdo das superficies das NPs-ZnO. Para a
realizacdo do procedimento experimental e formulagdo utilizou-se como base o trabalho de
Frizzo (2016). Na Figura 1 é mostrado um esquema do procedimento da reacdo de

modificacdo da superficie das NPs-ZnO com MPS.

Tabela 1 — Quantidade de reagentes da modificacdo da superficie das NPs-ZnO

Reagentes Quantidade utilizada na
reacdo de modificacdo
H.0 (mL) 40
Metanol (mL) 360
ZnO (9) 4
MPS (g) 2

Fonte: Autora

Figura 1 - Esquema do procedimento da reacdo de modificacéo da superficie das NPs-ZnO

com MPS
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+3 hcom T desligada

Fonte: Autora
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3.2.2 Encapsulacéo dos compostos em Nanoparticulas de PMMA/PS

Para analisar qual melhor a poténcia de sonicacdo necessaria para atender as
necessidades da formulacdo, teste foram realizados com uma formulacdo Branco (sem
nenhum ativo incorporado) em diferentes intensidades (40% e 70%). Depois de escolhida a
melhor intensidade, essa foi aplicada de forma padrdo em todas as formulagdes para realizar
as miniemulsdes. As formulacdes utilizadas estdo descritas na Tabela 2. Neste sistema a fase
continua também pode ser denominada de fase aquosa e da mesma forma a fase dispersa pode

ser denominada de fase organica.

Tabela 2 - Formulacao das reagdes em miniemulsdo com NPs-ZnO, Icaridina e Octocrileno

Reagentes (g) Reacoes
Branco NPs-ZnO ICA ICA + ICA+OCT
Crodamol
Fase Aquosa
H.0 15,6 7,8 3,9 3,9 3,9
NaHCO3 - - 0,0025 0,0025 0,0025
Lutensol AT50 0,17 0,085 0,04 0,04 0,04
Fase Organica
MMA 2,08 1,04 0,52 0,52 0,52
ST 2,08 1,04 0,52 0,52 0,52
NPs-ZnO - 0,212 - - -
Icaridina - - 0,21° 0,21° 0,105?
Octocrileno - - - - 0,105?
Crodamol 0,17° 0,085° - 0,0425¢ -
Inicializador
KPS 0,12¢ 0,06¢ 0,03¢ 0,03¢ 0,03¢

310%, ® 20%, em massa em relacdo a fase organica
4% em massa em relagcdo aos mondémeros
41% molar em relagéo aos mondmeros
Fonte: Autora

Para o preparo das formulacbes Branca e NPs-ZnO a fase organica foi
homogeneizada em banho de ultrassom por 30 minutos. A fase aquosa foi preparada sob
agitacdo magnética por 30 minutos. Apds a mistura das fases, estas foram emulsionadas em
agitacdo magnética por 10 minutos e logo apos a adigdo do iniciador, foram sonicadas por 5

minutos, com 70% amplitude e pulso de 10 segundos on/10 segundos off. A reagdo de



30

polimerizacdo aconteceu em tubo de ensaio em banho termocriostatico (Microquimica
Equipamentos Ltda. MQBTC 99-20) a 70 °C por 4 horas. A formulacdo Branca ndo recebeu a
adicdo de nenhum dos ativos de interesse.

J& para as formulag6es contendo os 6leos, ICA, OCT e/ou Crodamol a fase orgénica
foi homogeneizada por agitagdo magnética durante 10 minutos e misturadas sob agitacdo
magnética por 10 minutos. Apo6s a mistura das fases, estas foram sonicadas por 5 minutos com
70% de amplitude e pulso de 10 segundos on/10 segundos off, adicionando o iniciador assim
que iniciada a sonicagdo. A reacdo de polimerizacdo aconteceu em tubo de ensaio em banho
termocriostatico a 70 °C por 4 horas.

Nas reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo usando os compostos organicos ICA
e OCT, substituiu-se o uso do Crodamol pelo 6leo, uma vez que esse tipo de composto pode
assumir também a funcdo de coestabilizador para a formulacdo. Em funcdo dos resultados
positivos anteriormente obtidos por Frizzo (2016) em nosso grupo de pesquisa em relacdo ao
uso do OCT como coestabilizador durante o processo de encapsulacgéo, apenas ICA foi testada

na presenca e na auséncia de Crodamol na formulacéo.

3.3 CARACTERIZACAO
3.3.1 Percentual de MPS incorporado na superficie das NPs-ZnO

Para esta andlise, as amostras foram obtidas a partir de uma aliquota do sobrenadante
da emulséo que foi separado da emulsédo, ao final da reacdo de modificacdo de superficie, por
centrifugacdo a 4000 rpm por 30 min. O percentual de MPS incorporado na superficie das
NPs foi determinado a partir da curva de calibracdo apresentada na Figura Al do Apéndice
em um espectrofotdbmetro UV/VIS marca HITACHI, U-1900, no Laboratério de Controle e
Processos de Polimerizacdo (LCP) da UFSC. Para preparar as amostras foram diluidos 10 pL
de sobrenadante em 10 mL de metanol. As leituras foram feitas utilizando cubeta de quartzo
no comprimento de 201 nm. A concentracdo de MPS livre no sobrenadante (que néo reagiu)
foi calculada usando a equacéo da curva de calibracdo (y = 0,0433x + 0,0672), Equacdo 1, e a

eficiéncia de incorporacdo (EI) foi calculada utilizando a Equagé&o 2.

Ciivre = (Abs — 0,0672) / 0,0433 * 1000 (1)

Onde, Abs é a absorbancia em 201 nm, e Ciivre € @ concentragdo de MPS livre em

(ug. mLY).
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EI1(%) = (Cinicial - Ciivre)/Cinicial *100 (2)

Onde, Ciivre € 0 valor em (g-mL™) de MPS livre em metanol que sera determinado

pela equacio 1, e Cinicial € 0 total de MPS (g-mL™) adicionado na reagéo.

3.3.2Morfologia e Caracterizagdo de Superficie

O diametro médio das particulas de polimero (Dp) e o indice de polidispersédo (Pdl)
foram determinados pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light
Scattering-DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano S da Malvern Instruments, no LCP
da UFSC. O Potencial Zeta utilizando o equipamento Zetasizer Nano S da Malvern,
Instrumentos no Laboratorio Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas
(LINDEN) da UFSC. As leituras das amostras foram feitas ap6s diluicdo de 3 gotas das
triplicatas do latex em 10 mL e os valores finais foram expressos pela média das trés medidas.

Para verificar a morfologia das nanoparticulas poliméricas contendo ICA e OCT bem
como das NPs-ZnO realizou-se a analise de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET),
em um equipamento da marca JEOL, modelo JEM-1011, com voltagem de aceleragéo
maxima de 100 kV e faixa de magnificacdo de 50 a 600.000 vezes, no Laborat6rio Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC., As amostras foram preparadas por diluicdo em
agua destilada até o teor de sélidos de 0,5%. Apds, as amostras foram gotejadas sobre grids de

cobre recobertos com carbono e deixadas secar em temperatura ambiente por 48 horas.

3.3.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A andlise térmica das nanoparticulas foi feita em DSC modelo Jade-DSC (Perkin
Elmer) da Central de Anéalises do Departamento de Engenharia Quimica e de Alimentos
(EQA) da UFSC. As medidas foram feitas usando aproximadamente 10 pg de amostra
previamente seca em estufa (60 °C). A andlise foi feita na faixa de temperatura de -10 °C a

200 °C com velocidade de aquecimento de 10 °C/min e resfriamento de 20 °C/min.

3.3.4 Eficiéncia de Encapsulacao das NPs-ZnO nas Particulas Poliméricas
Para determinar a porcentagem de NPs-ZnO que foram incorporadas nas
nanoparticulas poliméricas utilizou-se o forno Mufla da marca Marglabor, do Laboratoério de

Controle e Processos de Polimerizagdo (LCP) da UFSC. A separagdo das NPs-ZnO ndo



32

encapsuladas foi feita deixando o latex obtido, logo apds a reacdo de polimerizagdo, em
repouso por 48 horas em geladeira. Como a massa especifica do ZnO é aproximadamente 5
vezes maior que a massa especifica do polimero, observou-se a decantacdo das NPs-ZnO néo
encapsuladas. O sobrenadante foi entdo separado do precipitado, e a parte do latex que
precipitou foi seca em estufa a 60 °C por 24 horas e na sequéncia queimada em mufla a
600 °C por 1 hora. Foram utilizados cadinhos de porcelana para realizar a decomposicéao
térmica das amostras e balanca da MARTE (modelo AY 220, com uma precisdo de 0,001g)
para pesagem das amostras. A concentracdo de NPs-ZnO ndo encapsulado foi calculado
usando a Equacéo 3, e a eficiéncia de encapsulagéo (EE%) foi calculada utilizando a Equacao
4, adaptando o equacionamento descrito por Frizzo (2016)

Meinatreal = Minal + EI * Mifinal 3)

Onde Mrinairear (g) € @ massa resultante depois da queima e El é a eficiéncia de

incorporacdo do MPS na superficie da NPs-ZnO.

EE(%) = (Minicial - Mfinatreat) / Minicial * 100 4)

Onde, Mfinaireat € 0 valor em (g) de NPs-ZnO ndo encapsulado que serd determinado

pela Equacao 3 e Minicial € 0 total em (g) de NPs-ZnO adicionado a reacao.

3.3.5 Eficiéncia de Encapsulagéo do Octocrileno

A eficiéncia de encapsulacdo do OCT no copolimero PMMA-PS foi calculada a
partir da curva de calibragdo de OCT em etanol de Frizzo (2016), determinada em um
espectrofotdbmetro UV/VIS marca HITACHI, U-1900, no LCP da UFSC. Para as anélises,
2mL do latex foram centrifugados (Centrifuga MiniSpin 22331 Hamburg) em filtro
AMICON por 30 minutos a 13.300 rpm para separar as fases solida e aquosa. As amostras
foram preparadas diluindo 0,01 mL da fase aquosa (filtrado) em 2 mL de etanol e suas leituras
foram realizadas no comprimento de onda de 302 nm utilizando cubeta de quartzo. Foi
retirada 1 aliquota das triplicatas de cada formulacdo com OCT e calculada a média das
medidas de absorba@ncia. A concentracdo de OCT livre (ndo encapsulado) foi calculada
usando a Equacdo 5, ajustada para a curva de calibracdo (y = 0,0355x) e a eficiéncia de

encapsulacdo (EE%) foi obtida utilizando a Equagéo 6.
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Ciivre = (Abs / 0,0355) * 200 5)

Onde, Abs é a absorbancia, e Ciiwe € a concentracdo de OCT livre que ndo

encapsulou (ug. mL?).

EE(%) = (Cinicial - Clivre)/clivre *100 (6)

Onde, Ciivre é 0 valor em (ug. mL™) de OCT ndo encapsulado disperso em metanol
que sera determinado pela equacio 5 € Cinicial ¢ 0 total em (ug. mL™) de OCT adicionado a

reacao.

3.3.6 Eficiéncia de Encapsulacéo da Icaridina

A eficiéncia de encapsulacdo da ICA no copolimero PMMA-PS foi determinada por
meio de um equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE, Shimadzu)
com uma coluna Supelcosil (250x 4,5 mm, 5 um, Supelco) e uma pré-coluna do mesmo
material LC-18 (20 x 4 mm, 5um, Supelco), com detector UV a 210 nm (SPD-20?,
Shimadzu). A fase movel utilizada foi 40% de &gua acidificada com acido fosférico 85% (pH
3) e 60% de metanol com vazéo de 1 mL/min. O volume de inje¢&o de amostra foi de 100 pL
e tempo de andlise de 15 min. Para o preparo da amostra, as formulac6es contendo ICA foram
centrifugadas (MiniSpin modelo 22331 Hamburg) em uma unidade de filtro AMICON por 30
minutos a 13.300 rpm, ent&o foi retirada do centrifugado 50 pL de amostra e adicionada a 3,6
mL de metanol para as amostras ICA e ICA + Crod e 1,8 mL de metanol para a amostra ICA
+ OCT. Foi retirada uma aliquota de cada triplicata das formulacdes contendo ICA e
calculada a media dos valores da area da curva referente a ICA no CLAE. A concentracdo de
ICA livre (ndo encapsulada) foi calculada usando a Equacdo 7, ajustada para a curva de
calibracdo (y = 22545x + 162674) e a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi obtida utilizando

a Equacdo 8. A curva de calibragéo é apresentada na Figura A2 do Apéndice.

Ciivre = (area — 162674) / 22545 (7)

Onde, area € a area da curva, e Cive € a concentracdo de ICA livre que nédo

encapsulou (ug. mLY).
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EE(%) = (Cinicial - Clivre)/clivre *100 (8)

Onde, Ciive ¢ 0 valor em (ug. mL™) de ICA ndo encapsulado disperso em metanol
que sera determinado pela equagio 7 e Ciniciat € 0 total em (ug. mL™?) de ICA adicionada a

reacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PERCENTUAL INCORPORADO DE MPS NAS NPs-ZnO

A Equacéo 1 foi utilizada para calcular a concentracdo de MPS que nédo reagiu com
as NPs-ZnO, a partir disso, foi usada a Equacéo 2, para descobrir o percentual de MPS que foi
incorporado na superficie das NPs-ZnO, o qual representou 50,67% da quantidade utilizada
na reacdo com metanol, para a reacdo utilizando o etanol foram obtidos valores de El%
préximos a 40%, assim como no trabalho de Frizzo (2016). Segundo HOSONO et. al. (2004)
0 metanol é um solvente mais adequado para o preparo de solu¢bes contendo NPs-ZnO,
devido ao metanol ter maior constante dielétrica e solubilizar as NPs-ZnO melhor que o
etanol e a gua.

4.2 MORFOLOGIA E CARACTERIZACAO

Para determinar qual a amplitude de sonicacdo mais adequada para a formulagéo
utilizada, a formulacao Branco foi sonicada a 40% e 70% de amplitude. Pode-se observar pela
Tabela 3 que com maior amplitude de sonicacdo, menor tamanho das nanoparticulas, assim
como menor polidispersdo. Esse mesmo comportamento € visto no trabalho de BITTMANN,
HAUPERT e SCHLARB (2009) o qual a maior amplitude utilizada resultou em menores
tamanhos de particula. N&o foi possivel realizar a anélise de tamanho das gotas de monémero
formadas antes do processo de polimerizagdo, uma vez que a diluicdo da amostra sem que as
nanoparticulas poliméricas ja estejam formadas gera uma desestabilizacdo do sistema pela

migracdo dos mondmeros da fase organica para a fase aquosa (SILVA, 2018).

Tabela 3 — Valor do diametro médio das particulas poliméricas (Dp), indice de polidispersao
(PdI) da formulagédo Branco em diferentes intensidades de sonicagao

Amostra Dp (nm) Pdl
Branco 40% 321,68 + 13,74 0,052 + 0,022
Branco 70% 278,29 £ 6,03 0,035+ 0,032

Resultados sdo mostrados em relagcdo a média das reacdes (n=3) seguido pelo desvio medio

Ap0s estabelecer a utilizagdo da amplitude de 70% como padrdo de operacao, foram
feitas as encapsulagfes dos compostos ativos das formulagdes, sendo que as NPs-ZnO foram

encapsuladas separadas da ICA e do OCT.
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Tabela 4 — Valor médio do didmetro das particulas poliméricas (Dp), indice de polidispersao
(PdI) e PotencialZeta () das formulagcbes

Amostra Dp (nm) Pdl £ (mV)
Branco 70% 278,29 £ 6,03 0,035+ 0,032 -41,26 + 3,18
NPs-ZnO/MPS 184,38 + 12,67 0,022 £ 0,013 -48,59 + 12,28
ICA 426,211 + 80,65 0,185 £ 0,054 -55,87 + 15,98
ICA + Crodamol 429,36 + 107,01 0,326 £ 0,117 -4239+1,12
ICA +OCT 346,67 + 63,86 0,181 + 0,081 -43,45 + 1,36

Resultados sdo mostrados em rela¢do a média (n=3) seguido pelo desvio médio

A partir da Tabela 4 nota-se que a formulagcdo com NPs-ZnO apresentou 0 menor Dp
e Pdl, esse resultado pode ser justificado pelo grande nimero de nanoparticulas poliméricas
vazias na amostra como mostra a analise de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) da
amostra na Figura 2. A Figura permite observar que ndo sdo todas as nanoparticulas que
contétm as NPs-ZnO encapsuladas, isso se da pelo fato de que embora em massa as
nanoparticulas representem 10% da fase organica, o volume de material adicionado € muito
baixo em funcdo da sua elevada densidade, fazendo com que o volume de cépsulas com o
composto seja consideravelmente menor que as sem ele. O resultado também pode ser
justificado pela reducdo do volume utilizado da formulacdo, de forma que os parametros de
sonicacao continuaram iguais, entdo fazendo com que seja mais eficaz a energia aplicada no

sistema.

Figura 2 — Microscopia Eletronica de Transmissdo da formula¢do com NPs-ZnO
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Ao analisar as formulagdes contendo os 6leos, foi possivel observar que ao adicionar

0s Oleos 0 Dp aumentou em todas as formulagdes. 1sso pode ser explicado pelo aumento da
viscosidade do sistema. Com a adicdo dos Oleos um aumento da viscosidade global é
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esperado, no entanto as condicOes de sonicacdo foram mantidas e € possivel que a poténcia
utilizada ndo seja capaz de fornecer a energia necesséria para diminuir as gotas de monémero
formadas com a mistura de Oleos, de forma a obter valores de Dp na mesma faixa das
formulacGes Branca e Np-ZnO.

Comparando o Dp das particulas contendo os 6leos é possivel observar que a
formulacdo ICA+OCT teve menor Dp e Pdl do que a formulagdo em comparacéo as demais, 0
que pode ser justificado pelo comportamento de coestabilizador que o OCT apresenta
(Fogaca, 2019). Desta forma realizou-se a formulacdo ICA+Crodamol para analisar a
diferenga do uso do Crodamol e do OCT como coestabilizador e foi possivel que a utilizagdo
de Crodamol no lugar do OCT impactou negativamente os valores de Dp e Pdl, sendo essa a
formulacdo que apresentou o maior indice de polidispersdo. Assim, entre OCT e Crodamol, a
formulacdo com a combinacdo de OCT e ICA foi a que obteve o menor Dp e Pdl, indicando
que o Gleo de carater mais lipossoltvel € mais adequado para ser usado como estabilizador do
sistema contendo ICA. A formulacdo contendo apenas ICA apresentou um Pdl semelhante a
formulacdo ICA+OCT, porém seu valor de Dp ficou mais proximo ao obtido na formulagéo
ICA+Crodamol. O valor do Potencial Zeta de totas as formulag6es feitas nesse trabalho sédo
inferiores a -30 mV, indicando estabilidade coloidal do sistema (HONARY, ZAHIR, 20130

A Figura 3 apresenta a distribuicdo do diametro médio de particula por intensidade
luminosa obtidas por DLS para as formulac@es formada pelos dleos. Foi possivel observar um
perfil estreito para a distribuicdo do tamanho de particula nas formulacdes ICA e ICA+OCT,
e um carater um pouco mais polidisperso para a formulacdo ICA+Crodamol, indicado pela

presenca de duas modas no grafico de distribuicéo.

Figura 3 — Distribuicdo em intensidade dos diametros das particulas (Dp) polimerizadas

16
—ICA
14 —— ICA+Crodamol
12 ICA+OCT
XX
> 10
o]
[+
S 8
2
3 6
£
4
2
0 A AL

10 100 1000 10000
Diametro de Particula (nm)



38

A Figura 4 apresenta as imagens obtidas por MET das formulagdes contendo o0s
Oleos. As imagens reforcam os resultados obtidos por DLS, indicando um tamanho
submicrométrico das formulac6es, com diametro médio na faixa de 500 nm para a formulacgéo
ICA, 450 nm para a formulacdo ICA+Crodamol e 300 nm para a formulacdo ICA+OCT.
Pode-se observar na Figura 4c a presenca de nanoparticulas menores no meio, podendo ser
referentes a primeira moda da curva da formulacdo ICA+Crodamol no gréafico de distribuicéo

apresentado na Figura 3.

Figura 4 — Microscopia Eletrénica de Transmissao das formulacfes: ICA (a, b),
ICA+Crodamol (c, d) e ICA+OCT (g, f)

a
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4.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Analisando a eficiéncia de encapsulacdo da ICA na tabela 5, quando adicionado
individualmente na formulacdo o composto apresentou uma EE% de 88,08%., ja quando o OCT foi
adicionado juntamente a ICA a EE% do composto repelente foi de 86,84% enquanto a EE% do agente
de protecdo solar foi de 96,63%. Esse resultado mostra que a adicdo do OCT ndo favoreceu a
encapsulacdo de ICA nas nanoparticulas poliméricas, da mesma forma que a presenca de ICA na
formulacdo nédo impactou negativamente a encapsulacdo de OCT, uma vez que resultados obtidos por
Frizzo (2016) mostraram uma EE% de 97% para o OCT quando adicionado individualmente em uma
formulagdo com a mesma composi¢do da usada neste trabalho. J& a formula¢do ICA+Crodamol foi a
gue obteve maior eficiéncia em relagdo as demais com um valor de EE% de 94,23%. Segundo
Meneses (2016) essa situacdo pode ser justificada pela habilidade do Crodamol de aumentar a
capacidade de aprisionamento das NPs ao aumentar as imperfei¢des na rede de cristal lipidico onde a
ICA esté inserida.

A formulacdo ICA+OCT teve a encapsulacdo da ICA ligeiramente menos eficiente em
comparagéo a formulagdo contento apenas ICA. Esse fendmeno pode ser justificado pelo OCT ter um
carater mais lipossoltvel em relacdo a ICA, fazendo com que na nanoparticula fiqgue com carater mais
apolar quando o OCT é adicionado. Desta forma a ICA, que é um 6leo com carater mais hidrossoluvel,
pode apresentar dificuldades em permanecer na matriz da nanoparticula quando existe a presenga do
OCT, migrando para a fase continua durante o processo de polimerizagdo. (LACATUSU et. al.,
2014).

Resultados de trabalhos que encapsularam dois 6leos simultaneamente variaram
dependendo dos 6leos inseridos. O trabalho de NICULAE, LACATUSU, BADEA, et al.
(2014) teve a eficiéncia de encapsulacdo do OCT variando de 72 a 90%, enquanto o butil-
metoxidibenzoilmetano variando de 70 a 79%, ja o trabalho de LACATUSU et. al. (2014)
teve eficiéncia de encapsulacdo do OCT variando de 60,2 a 67,8%, enquanto da Avobenzona
variando de 83 a 92,5%. Dessa forma, os resultados obtidos nesse trabalho estdo dentro do

esperado para a encapsulacdo simultanea de 6leos.

Tabela 5 — Eficiéncia de Encapsulacéo (EE%) das NPs formulados com Icarina e Octocrileno

n EE%
Formulagéo - .
Icaridina Octocrileno
ICA 88,08 + 7,15 -
ICA+Crodamol 94,23 + 0,08 -
ICA+OCT 86,84 + 2,51 96,63 + 2,40

Resultados sdo mostrados em relacdo a média (n=3) seguido pelo desvio médio
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Para analisar a porcentagem das NPs-ZnO que possivelmente foram encapsuladas foi
seguido o principio de que as NPs-ZnO puras tem massa especifica maior (5,61 g. cm) que
os polimeros utilizados na encapsulagdo (1,18 g.cm™ para PMMA e 1,04 g.cm™ para PS) e,
por esta razdo, as nanoparticulas ndo encapsuladas precipitariam. Como ndo é possivel
afirmar que no precipitado hd somente NPs-ZnO nédo encapsuladas, esta analise deve ser
interpretada de forma qualitativa, de forma que esta analise fornece a quantidade minima de
NPs-ZnO incorporada nas particulas poliméricas. Colocando os valores obtidos nas Equacdes
3 e 4, foi obtida a EE% de 49,2 %. Esse valor é resultado da modificacdo de superficie das
NPs-ZnO na reacdo com etanol e 4gua, de forma que o resultado da eficiéncia de
encapsulacdo das NPs-ZnO modificadas na reacdo com metanol e agua serd obtido no
intervalo em que este trabalho seré avaliado pela banca. A EE% de Frizzo (2016) utilizando o
copolimero poli(estireno-co-metacrilato de metila) foi de 87%, valor consideravelmente maior
que o obtido neste trabalho e por este motivo resolveu-se alterar o solvente utilizado na reagéo
de modificacdo de superficie, de forma que foi observado em teste no laboratério que o
metanol solubiliza melhor as NPs-ZnO e corroborado pelo trabalho de HOSONO et. al.

(2004). Assim se espera observar uma maior EE% nas NPs-ZnO modificadas com metanol.

4.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

Calorimetria Exploratoéria Diferencial € uma técnica que realiza uma medida exata do
calor de transicdo entre uma amostra e um material de referéncia, usando a diferenga de
poténcia elétrica ou fluxo de calor entre esses materiais. Nesse trabalho esta sendo analisada a
influéncia da adicdo da ICA no ponto de derretimento do copolimero formado por MMA e
STY. A partir da Figura 7 é possivel observar que para a formulacdo Branco tem o pico
referente ao ponto de derretimento de aproximadamente 86 °C, as formulacdes ICA e
ICA+Crodamol tém ponto de derretimento de aproximadamente 50 °C, significando que
adicdo da ICA fez com que a temperatura de ponto de derretimento diminuisse. De acordo
com Oliveira, Mezzomo, Gomes e Ferreira (2017) 6leos puros tém ponto de derretimento em
temperaturas mais baixas ou mostram pouca variagdo nos picos de fluxo de calor, desta forma
0 resultado do DSC mostrando que o ponto de derretimento das amostras com ICA estad em
temperatura inferior a da formulagdo Branco significa que o composto foi encapsulado pelo
copolimero utilizado, corroborando os dados obtidos na analise CLAE. Além disso, pode-se

observar que a adi¢do de Crodamol nédo influenciou na temperatura de ponto de derretimento,
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significando que o mesmo pode ser utilizado em formulagbes com ICA sem que as

propriedades térmicas dela sejam alteradas.

Figura 5 — Fluxo de Calor medido a partir da Temperatura para as formulacdes Branco, ICA e
ICA+Crodamol
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4.5 PROTECAO SOLAR E REPELENCIA

A protecéo solar tedrica para uma formulacdo contendo o maximo de ZnO permitido
pela ANVISA — 25% (m/m) — tem FPS 10, entretanto para uma formulacdo contendo além do
maximo de ZnO, mas também o maximo de OCT — 10% (m/m) — o FPS aumenta para 30,
sendo considerado como de alta protegéo solar (FR1ZZO, 2016).

A proposta deste trabalho em encapsular as nanoparticulas de ZnO separadamente do
agente de protecdo solar quimico OCT e do agente repelente ICA seria uma alternativa para
incorporar 0 méximo de todos os agentes em uma Unica formulagdo, e diminuir o teor de
solidos e nanoparticulas necessarias para que tal nivel seja alcancado. Como visto, durante a
encapsulacdo de nanoparticulas de ZnO, um grande nimero de capsulas vazias é gerado,
utilizando um processo de purificagdo, como o de separagdo por membranas (SERGEEV,
2018) seria possivel separar apenas as nanoparticulas contendo o agente ZnO e incorporar
essas nanoparticulas a uma formulacdo contendo nanoparticulas de OCT e ICA.

Outra vantagem em manter as encapsula¢fes em sistemas separados € a capacidade
de controlar o tamanho de particula de acordo com o que se deseja encapsular. O didmetro e
distribuicdo de tamanho interferem diretamente na estabilidade dos agentes de protecéo solar
e na sua reatividade, bem como na area superficial das nanoparticulas que esta diretamente

relacionada a velocidade de liberacdo do agente repelente, ICA. Assim a manipulacdo das
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varidveis e caracteristicas das nanoparticulas tem potencial para gerar um sistema
nanoestruturado de alto desempenho tanto para protecdo solar como para repeléncia de

insetos.



43

5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram encapsuladas nanoparticulas inorgéanicas de ZnO, utilizado
como agente de protecdo solar fisico, em um sistema nanoestrutado formado por matriz
copolimérica de poli (estireno-co-metacrilato de metila) e que apo6s encapsulacdo gerou
nanoparticulas poliméricas com Dp menor que 200 nm e Pdl estreito. Entretanto, essa
informacdo junto com a Microscopia Eletronica de Transmisséo possibilitou analisar que no
sistema ha um grande nimero de nanocapsulas ndo preenchidas com as NPs-ZnO, de forma
que para incorporar 0 maximo permitido das NPs-ZnO seria adequado realizar uma
purificacdo para separar as NPs-ZnO e usa-las na formulacdo contendo OCT e ICA. A
eficiéncia de encapsulacdo das NPs-ZnO modificadas em reacdo de etanol e &gua foram de
49%, indicando que a modificacdo de superficie das Nps-ZnO pode ser melhorada ao alterar
as condicdes de processo, como o solvente utilizado.

Ao utilizar a mesma matriz copolimérica para encapsulacdo de éleos com atividade
de repeléncia (ICA) e protecdo solar (OCT), as formulagbes ICA, ICA+OCT e
ICA+Crodamol apresentaram Dp menor que 430 nm. O Pdl das formulacdes ICA e
ICA+OCT foi estreito ja a formulacdo ICA+Crodamol teve um perfil mais polidisperso,
indicado por duas modas no gréfico de dispersdo. Apesar da formulagcdo ICA+Crodamol ndo
ter o menor didmetro médio de particula e melhor polidispersao, ela teve a melhor eficiéncia
de encapsulacdo do composto ICA, tendo valor de 94,23 + 0,08% de encapsulacdo em
comparacdo com 88,08 + 7,15% para formulacdo com somente ICA e 86,84 + 2,51% para
ICA+OCT. A eficiéncia de encapsulacdo do OCT foi de 96,63 = 2,40%. Mesmo com a
diferenca de eficiéncia de encapsulacdo, as formulagdes com O6leos apresentam resultados
satisfatorios, visando a aplicacéo pretendida.

Ao interpretar a curva analisada por DSC, podemos perceber que o ponto de
derretimento das nanoparticulas contendo ICA foi menor que a da formulagdo Branca, sem
nenhum dos Oleos ativos, significando que o composto foi encapsulado. Tambem € possivel
notar que o acréscimo do Crodamol ndo alterou o ponto de derretimento da formulacao,
significando que o mesmo pode ser utilizado em formulagbes com ICA sem que as
propriedades térmicas da formulagdo sejam alteradas.

O valor do Potencial Zeta de totas as formulacOes feitas nesse trabalho séo inferiores
a-30 mV, indicando estabilidade coloidal do sistema.

Ao realizar encapsulacdes em sistemas separados é possivel controlar o tamanho de

particula de acordo com o que se deseja encapsular, influenciando diretamente na estabilidade
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dos agentes de protecdo solar devido a distribuigdo de tamanho e na velocidade de liberagédo
do repelente devido as diferentes areas superficiais das nanoparticulas. Assim a manipulacéo
das variaveis e caracteristicas das nanoparticulas tem potencial para gerar um sistema
nanoestruturado de alto desempenho tanto para protecdo solar como para repeléncia de
insetos.

5.1 TRABALHOS FUTUROS
- Estudo da formulacdo com a mistura do ZnO, OCT e ICA;
- Investigacéo da liberacdo do repelente ICA,;
- Investigacéo do fator de protecéo solar;
- Estudo com diferentes concentracdes dos compostos;

- Estudo de toxicidade.
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APENDICE A — Curvas de Calibragio

Figura A 1 — Curva de calibragdo da analise de absorbancia do 3-trimetoxisilil propil
metacrilato (MPS)
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Figura A 2 - Curva de calibragdo da analise HPLC da Icaridina
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