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Resumo

Introducdo: O envelhecimento provoca reducdo no numero de fibroblastos, do
colageno tipo | e de fibras elésticas. Estudos demonstram que o silicio organico
aumenta a producéo de colageno tipo I. As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas
que permitem a liberacdo controlada e uma maior capacidade de penetracdo dos
ativos nas camadas da pele, com isso, aumenta a eficacia do produto. Obijetivo:
Desenvolver nanoparticulas de Silicum P® e avaliar seu efeito sobre células
fibroblasticas 3T3. Metodologia: A suspensdo de nanoparticulas foi obtida pela
técnica de emulsificacdo-evaporacdo do solvente, foi realizada a caracterizacdo
fisico-quimica e avaliado o efeito das nanoparticulas sobre células 3T3. Resultados:
Foram obtidas nanoparticulas com diametro médio de 404 nm e PZ de -34,9 mV. As
nanoparticulas apresentaram um formato esférico e uma superficie lisa. O estudo
nas células fibroblasticas demonstrou que as maiores concentracfes da suspencao
de nanoparticulas resultam na reducdo da viabilidade celular. Conclusédo: A
utilizacado das nanoparticulas de Silicium P® seria adequada na concentracao igual
ou inferior a 125 pg/mL.

Introducao

Como todos os oOrgaos a pele sofre alteracfes fisiologicas e morfolégicas com o
tempo (FISHER et al.,, 2002; MAKRANTONAKI e ZOUBOULIS, 2008). Com o
envelhecimento, ocorre a diminuicdo da capacidade proliferativa das células, a
reducdo na sintese da matriz dérmica e o aumento da expressdo de enzimas que
degradam o colageno presente na matriz (JENKINS, 2002).

Os humanos estdao expostos a numerosas fontes de silicio (JUGDAOHSINGH,
2007). Na pele, sugere-se que o silicio € fundamental para a sintese de colageno e
ativacdo de enzimas hidroxilantes, melhorando a sua elasticidade e forca (ARAUJO
e CAMPOS, 2016). O Monometilsilanotriol (MMTS) é um analogo mais
biodisponivel do &acido ortosilicico, uma forma natural de silicio encontrado na pele
em pequenas quantidades (PROUHEZE et al., 2017).

A nanotecnologia engloba materiais dentro da escala nanométrica, ou seja, materiais
com tamanho entre 0,1 e 100 nandmetros. Em geral, sdo caracterizadas por possuir
uma alta superficie de contato e um grande namero de particulas por unidade de
peso. Com isso, as propriedades do material bruto se modificam. As nanoparticulas
contendo substancias ativas sdo utilizadas com a intencdo de melhorar sua
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funcionalidade e a disponibilidade ou estabilidade quando comparadas com o
mesmo material na forma molecular (DAUDT et al; 2013).

Diante do que foi exposto, esse trabalho teve como objetivo desenvolver e
caracterizar nanoparticulas de Silicium P® (MMTS) e investigar seu efeito sobre
fibroblastos 3T3.

L

Materiais e Métodos

Obtencgéo das nanoparticulas de Silicium P®

A suspensdo de nanoparticulas foi preparada pela técnica de emulsificacéao-
evaporacao do solvente (SOUTO et al., 2012). A composi¢cdo da formulacdo esta

descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo da formulacédo de nanoparticulas de Silicium P®.

Solucéo de Solucédo de PCL  Solucao de PVAI
Silicium P® (3%) (2,5%)
0,1gdeSi+0,9¢g 0,6 g de PCL 2,5 g de PVAI
de H20
0,001 g de Tween 20 mL de 100 mL de H20
80 cloroférmio

A suspensdo de nanoparticulas foi obtida utilizando um homogeneizador
(Ultra-Turrax) a uma agitagcédo de 22000 rpm. Primeiramente, a solugéo de Silicium P
foi emulsionada na solucdo de PCL por 60 segundos. Em seguida, verteu-se a
emulsdo formada (fase organica) sobre a solucao de PVAI (fase aquosa) e manteve-
se a agitacdo por 3 minutos. A emulsdo formada foi mantida em agitacdo magnética,
a temperatura ambiente por 4h, para a evaporacao do solvente organico.

ApGs a evaporacdo do solvente, utilizando uma centrifuga refrigerada (10000
rom/10 min), as nanoparticulas foram lavadas 3 vezes com &gua ultrapurificada,
para a eliminacdo do excesso de PVAI As nanoparticulas foram ressuspendidas e
armazenadas sob refrigeracao.

Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanoparticula

Determinacdo do didmetro médio das nanoparticulas

A determinacdo do diametro médio foi realizada pelo software Image Tool 3.0. Foi
feita a determinacao do diametro de 200 nanoparticulas, a partir de uma micrografia
obtida pela microscopia eletrénica de varredura com emisséao de campo (FEG).

Determinacgéo do potencial Zeta

O potencial zeta (PZ) foi determinado utilizando o espectrémetro de auto-correlacéo
a laser (MALVERN INSTRUMENTS, modelo Zetasizer Nanoseries ZS90). Para a
analise, a amostra foi diluida em agua ultrapurificada para uma concentracéo final de
0,02 mg/mL.

Analise por microscopia eletrénica de varredura com emisséo de campo (FEG)

A avaliagdo morfoloégica e de superficie das nanoparticulas foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura com emissao de campo MIRA3, (Tescan). Foi
adicionado 10 pL das suspensfes de nanoparticulas nos suportes de amostras e
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secas em estufa a 37°C por 24 h. As imagens foram obtidas apés analise das
amostras e 0s registros ocorreram por meio de software especifico.

Avaliacdo da acgdo das nanoparticulas em células fibloblasticas de camundongos
(3T3)

Neste estudo foi utilizada a linhagem celular de fibroblastos de camundongos 3T3.
A viabilidade celular foi determinada utilizando o método da reducdo do MTT. O
método analisa a atividade mitocondrial, pela reducdo do sal sollivel brometo 3-
(4,5)dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazdlico.

Resultados e Discussao

Obtencao das nanoparticulas de Silicium P®

As suspensdes de nanoparticulas apresentaram um aspecto macroscopico branco
opalescente, podendo-se observar o reflexo azulado caracteristico das particulas
coloidais em suspenséo (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Caracterizacao fisico-quimica das suspensdes de nanoparticulas

O diametro médio obtido foi de 404 nm, com um desvio padrao de = 251. O alto valor
do desvio padrdo indica uma heterogeneidade no tamanho das nanoparticulas.

As particulas podem ser consideradas estaveis quando o valor absoluto de potencial
zeta é préximo de 30 mV, sendo que o fendmeno de floculagdo ocorre mais
facilmente com valores préximos a 0 e 5 mV (NEVES et al., 2013). O valor obtido
para a formulacdo de nanoparticulas de Silicium P® foi de -34,9 mV indicando que
as nanoparticulas séao estaveis.

As nanoparticulas apresentaram um formato esférico e uma superficie lisa.

Avaliacdo da acdo das nanoparticulas em células fibloblasticas de camundongos
(3T3)

As nanoparticulas de Silicium P® (Figura 1) foram testadas nas concentracbes de
500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 75 pg/mL, 50 pg/mL e 25 pg/mL. Com os dados
obtidos, foi possivel verificar que nas concentracées de 500 pug/mL e 250 pg/mL as
nanoparticulas de Silicium P provocaram uma maior reducdo da viabilidade celular.
Sendo que, para ambas as concentracdes foi observada uma viabilidade celular em
torno de 60%, quando comparado com o controle negativo.
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Figura 1: Efeito das amostras de nanoparticulas de Silicium P® sobre a viabilidade de fibroblastos
3T3, apds 24 horas, pelo ensaio de reducdo do MTT. As concentracfes testadas estdo em mg/mL.
Os resultados estdo expressos como média + EPM (erro padrdo da média) (n=8). O teste estatistico
utilizado foi Anova. ***<0,0001 quando comparado com 0 grupo controle.
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Conclusodes

O método de dupla emulsificagdo com evaporacao do solvente foi adequado para a
obtencdo de nanoparticulas de Silicium P®. A avaliacdo das nanoparticulas em
células fibroblasticas 3T3, demostrou um efeito citotoxico nas maiores
concentracfes das nanoparticulas, sendo adequado seu uso em um concentracao
igual ou inferior a 125 pg/mL.
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