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RESUMO

Nanocapsulas poliméricas tém sido utilizadas para proteger compostos
naturais da oxidacido e da isomerizacao, além de aumentar e controlar a penetracao
dos ativos na pele. O objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar as
propriedades fisico-quimicas, bem como avaliar a estabilidade fisica de
nanoparticulas poliméricas contendo 6leo de pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
para uso topico. As suspensdes de nanocapsulas contendo 6leo de pequi (NP) ou
nao (NC) foram produzidas, caracterizadas e as sua estabilidade determinada. A
suspensdo de NP apresentou pH 5,61 + 0,11, potencial zeta -35,16 £1,34 mV,
diametro médio 343,33 + 12,43 nm, indice de polidispersao 0,3, forma esférica e
100 % de eficiéncia de encapsulamento. As suspensdes de NC apresentaram pH
5,60 + 0,03, e potencial zeta -29,93 £2,22 mV, tamanho 341,5 + 9,07, indice de
polidispersao 0,3 e forma esférica. As suspensdes NP apresentaram boa
estabilidade fisica em termos de tamanho, polidispersabilidade e potencial zeta, uma
vez que estes parametros ndo se alteraram com o tempo. Os resultados
demonstram que as nanocapsulas contendo 6leo de pequi sao estaveis e sistemas

promissores para aplicacao topica.

Palavras-chave: pequi, Caryocar brasiliense Camb., nanocapsulas, poli (e-
caprolactona)



ABSTRACT

Polymeric nanocapsules have been used to protect natural compounds from
oxidation, isomerization, in addition increase and control the permeability of active in
the skin. The aim of this work is synthesize, characterize the physicochemical
properties, as well as evaluating the physical stability of polymeric nanoparticles
containing oil Pequi (Caryocar brasiliense Camb.). The suspension of nanocapsules
containing pequi oil (NP) or not (NC) were produced, characterized and their stability
determined. The NP suspension showed pH 5.61 + 0.11, zeta potential -35.16 £ 1.34
mV, mean diameter 343.33 £ 12.43 nm and polydispersity 0.3, spherical shape and
100% encapsulation efficiency. Suspensions of NC showed pH 5.60 + 0.03, and zeta
potential -29.93 + 2.22 mV, size 341.5 + 9.07, polydispersity 0.3 and spherical shape.
The NP suspensions presented good physical stability as a function of time, in terms
of size, polydispersity and zeta potential, since these parameters doesnt altered with
time. Results demonstrate that the nanocapsules containing oil pequi are stable and

are therefore promising systems for dermal application.

Keywords: Pequi, Caryocar brasiliense Camb., Nanocapsules, Poly (e-caprolactone)



INTRODUCAO

PARTE 1 — PEQUI (Caryocar brasiliense Camb.)

1.1 DESCRIGAO BOTANICA E MORFOLOGICA

O Caryocar brasiliense Camb. € uma arvore frutifera originaria da
América do Sul popularmente chamada de pequi, piqui, piquia, piqui-do-
cerrado, piquia bravo, pequerim, améndoa-de- espinho, grdo-de-cavalo ou
suari (PRANCE & SILVA, 1973). No Brasil é frequentemente encontrada
nos estados de Goias, Rondénia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para,
Tocantins, Maranhdo, Piaui, Bahia, Distrito Federal e Minas Gerais
(DAMIANI, 2006).

Pertence a classe Magnoliopdida (Dicotiledonae), ordem
Guttiferales, familia Caryocaraceae e ao género Caryocar L., abrangendo
cerca de 20 espécies. Das 8 espécies encontradas no Brasil, a Caryocar
brasiliense € a mais comum e a que possui o menor porte (ALMEIDA &
SILVA, 1994).

E uma planta arbérea que pode atingir cerca de 20 m de altura
(PRANCE & SILVA, 1973). Seu tronco tem circunferéncia de 2 a 3 m,
casca aspera, rugosa, cinza escura e fendida. Os galhos sao longos,
grossos e pouco inclinados. A copa é larga, com folhas compostas,
trifoliadas, opostas, limbo oval, base aguda e obtusa no foliolo central e
desigual nos foliolos laterais, verdes e brilhantes, sem pélos e glandulas,
com laterais serradas, denteadas. As flores s&o grandes, amarelas
normalmente encontradas no racemo terminal dos galhos conforme
apresenta a Figura 1 (SILVA et.al., 1994).



Figura 1. a) pequizeiro b) tronco c) altura da arvore d) flor e folha

do pequizeiro. Fonte: Deus (2008).

O fruto do pequizeiro é composto de exocarpo de cor marrom-
esverdeada, mesocarpo externo formado por polpa branca que pode ter de
1 a 6 carogos, e mesocarpo interno, que é a parte comestivel, de
coloragdo amarela palida a alaranjado intenso com odor forte
caracteristico. O endocarpo é espinhoso e protege a améndoa revestida
por um tegumento fino e marrom e que também é comestivel conforme
Figura 2 (ALMEIDA, 1998; SILVA et.al., 1994).

Mescoccarpo interno
(polpa amarela)

ﬂﬂn Iﬁ ﬁ”:;—ll_‘" i TI_" J” 10 " AT |:_- IqlL:I“ III I E ||| |IIII|IIIII||I|I|||III| H!hlqmz W
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!i h E)Q‘narpo (polpa branca) espinhoso

Figura 2. Aspectos morfoldégicos do fruto do pequizeiro — pequi

(Caryocar brasiliense Camb.). Fonte: Alves et.al. (2012).

O periodo de safra do fruto ocorre geralmente nos méses de
setembro a fevereiro. O didmetro médio dos frutos no estado de Goias é

entre 5,54 cm e 6,48 cm. O peso médio do fruto € em torno de 120gq,



sendo que a casca representa 82% do fruto, o endocarpo 4,6%, a polpa
7% e a améndoa cerca de 1%. A polpa pesa em média 8,14g (VIERA et
al., 20095).

1.2 COMPOSIGAO FiSICO-QUIMICA

Nos ultimos anos, o pequi tem recebido atencao pelos
pesquisadores tanto pela sua importancia nutricional quanto terapéutica.
O fruto do pequizeiro é rico em 06leos, proteinas e carotendides. Segundo
Almeida et.al (1998) a polpa do pequi contém cerca de 60% de dleos
comestiveis e 17,10% de fibras. Outros trabalhos concluiram que tanto a
polpa quanto a améndoa é rica em pré-vitamina A (retinol), complexo B
(timina, ribloflavina e niacina) e vitamina C (acido ascérbico) (FRANCO,
1992). Almeida et.al. (1998) compararam o pequi com outros alimentos e
constataram que o teor de caroteno é maior que nos 6leos de dendé e de
pupunha. Possui riboflavina equivalente a gema de ovo, teores de timina
equivalentes aos valores encontrados no morango e niacina equivalente
ao tomate.

Em relagdo aos minerais, possui calcio comparativamente ao caju,
pupunha, lima e maracuja; fésforo tanto quanto as carnes de boi, carneiro,
galinha e coelho e ferro tanto quantoao tomate. Além disso, a polpa do
pequi é rica em soédio, manganés, zinco, cobre, magnésio, potassio.
Porém esses teores de minerais variam sazonalmente (ALMEIDA et.al.,
1998).

O teor de proteinas varia entre 2% e 47% no o6leo (FERREIRA et.
al., 1988; OLIVEIRA, 1998, LIMA, 1980). De acordo com Débora (2011) os
maiores teores de proteinas sdo encontrados na polpa do pequi das
regides de Minas Gerais e Mato Grosso. Alguns estudos concluiram que o
percentual de proteinas encontrados no pequi € equivalente ao
encontrado nas outras frutas e que a ingestdo de proteinas deve ser
complementada com proteina animal (LIMA, 1980). Por conter alta
porcentagem de fibras bruta, o pequi é uma boa fonte de fibras quando

comparado com o araticum e o baru (ALMEIDA, 1998).
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De acordo com a literatura, a polpa da fruta também é constituida de
compostos fendlicos. O teor de compostos fendlicos é inferior somente a
acerola e a manga (Débora, 2011). Em um estudo realizado por Lima et.al.
(2007) foram encontrados teores de fenodis consideraveis (209 mg.100" g)
em pequis do Piaui.

Os compostos fendlicos sao compostos fitoquimicos que possuem
pelo menos um anel aromatico unido a uma ou mais hidroxilas. Quando
sdo formados por dois anéis aromaticos unidos por um heterociclo
oxigenado sé&o classificados como flavondides. Estes podem estar ligados
a acucares formando os glicosideos (KARAKAYA, 2004). Quando possuem
um anel aromatico com pelo menos uma hidroxila e outros grupos
funcionais tais como aldeidos, cetonas ou acidos sdo classificados como
nao-flavondides. Nos vegetais estes compostos sdo responsaveis por
algumas caracteristicas: cor, adstringéncia e o aroma (MANACH et al.,
2004).

A polpa do pequi tem elevada capacidade antioxidante por possuir
altos teores de polifendis. Porém sua concentracdo varia conforme a
regido geografica de plantio, a exposicao solar, método de cultivo e
fertilizantes aplicados, cultivar analisado, dentre outros (FALLER;
FIALHO, 2009).

A polpa do pequi € rica em carotenos totais (OLIVEIRA et al, 2006).
O teor de B-caroteno é considerado proximo aos encontrados na cenoura
(NI1ZU; RODRIGUEZ, 2004). Entre os principais carotendides encontrados
na polpa do pequi estdo a violanxantina, luteina e zeaxantina, B-
criptoxantina, B-caroteno e neoxantina. De acordo com a literatura, os
valores médios de carotenodides totais e beta-caroteno sdo de 231,09 e
14,67 pg/g respectivamente. Em decorréncia disso pode ser considerada
uma fonte potencial de vitamina A, pois a quantidade diaria recomendada
pela ANVISA (RES 360/2003) na dieta humana é de 2000 U.l, o
equivalente a 600 pg (RAMOS et al., 2001).

Estes compostos sdo extremamente sensiveis a variagao térmica e a
quantidade de agua é critica para sua estabilidade. Por outro lado, na
extracdo do o6leo a secagem da polpa facilita o processo no que diz

respeito ao contato entre o solvente e o soluto (6leo) a ser extraido,
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resultando em maiores rendimentos (TANGO; CARVALHO; SOARES,
2004), mas muitas vezes destruindo os principios ativos.

Porém, de acordo com Aquino et.al. (2009) a melhor condigbes para
a secagem da polpa de pequi € em estufa a 40 °C, pois retém mais
carotendides durante o pré-tratamento da polpa de pequi, mantém menor
indice de perdoxido do 6leo extraido com hexano e confere maior
rendimento de dleo.

O pequi é a fruta nativa do cerrado com maior concentracdo de
lipidios, cerca de 60 % (SANO et.al. 1998). O teor de lipidios do pequi é
comparavel ao da macauba, do babacu e do abacate (FRANCO, 1982). De
acordo com a literatura, o pequi apresenta predominancia de acido oléico
e palmitico. De acordo com Débora (2011), a prevaléncia de acidos graxos
monoinsaturados é maior nos frutos provenientes do estado de Tocantins.
Os pequis oriundos do estado de Goias sao mais ricos em acidos graxos
poliinsaturados.

E considerado de alta qualidade por conter em sua maior parte
acidos graxos insaturados. A composi¢cao esta descrita na Tabela 1

comparando os resultados de quatro pesquisadores diferentes.

Tabela 1. Composi¢cao de acidos graxos (%) no pequi encontrada por

outros autores.

Acidos Graxos Oleo da polpa de Pequi
Fascioli; Deus, 2008 Debora, 2011
Goncalves, 1998

Palmitico 40,2 41,1 36,78
Palmitoléico 1,4 0,5 1,18
Oléico 53,9 54 50,72
Linoléico 1,5 1,0 1,13
Linolénico 0,7 0,3 -
Saturados - - 39,41
Insaturados - - 52,15

Pode-se observar que os valores encontrados pelos autores séao

muito proximos e ha uma predominancia de dois acidos graxos: oléico e
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palmitico. O acido oléico é insaturado e juntamente com outros acidos
graxos completam mais de 50 % de 6leos insaturados. Por isso o pequi é
considerado uma fonte de oleo de alto aspecto salutar. O acido graxo
palmitico é saturado e é responsavel pelo valor caldérico do pequi,
chegando a 225 Kcal por 100g de matéria seca de polpa (SANO et.al.,
1998). A composicao de acidos graxos varia conforme o tipo de matéria-
prima, safra e posigdes na molécula do triglicerideo.

Outros frutos brasileiros também apresentam altas concentragdes de
acidos graxos. O bacuri (Scheelea phalerata Mart.) apresenta 53% de
acido graxo oléico e 17% de acido graxo palmitico, este ultimo inferior aos
valores encontrados na polpa de pequi (HIANE et.al., 1990). A polpa de
buriti (Mauritia flexuosa) possui teor de acidos graxos oléicos (média de
75%) maior que o encontrado no 6leo de pequi e 20% de acido graxo
palmitico (VASQUEZ-OCMIN et.al., 2010).

O oleo é sensivel as altas temperaturas, a presenga de oxigénio,
luz, metais, meios acidos, atividade de agua, enzimas, metaloproteinas
(O'BRIEN, 2004). Os acidos graxos insaturados de importancia cosmética

e terapéutica sdo susceptiveis a isomerizacado e oxidagao.

1.3 APLICAGOES

O pequi tem aplicagdo na culinaria regional devido a presencga de
vitaminas C, B1, B2, pro6-vitamina A, niacina e caroteno da polpa
(CARVALHO; BURGER, 1960). Na industria cosmética pode ser usado na
producao de sabonetes e cremes (PIANOVSKI et. al., 2008) devido a alta
concentragdo de acidos graxos e as caracteristicas quimicas antioxidantes
dos carotenos e polifendis, além da alta capacidade de ser absorvido pela
pele (ARAUJO, 1994) o que lhe confere boa qualidade como matéria-prima
(SILVA, 1994).

Na medicina popular, as cascas e os frutos tém sido utilizados em
forma de infusdo como antifebris e diuréticos (CORREA, 1926). O 6leo do

fruto tem sido usado para tratamento de queimaduras e as folhas para
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tratamento de resfriados, gripe, edemas (VIEIRA; MARTINS, 2000) e o
balsamo no tratamento de reumatismo (BRANDAO et. al., 2002).

Além disso, o extrato da cera apicular das folhas, o 6leo essencial
da semente, os Oleos fixos da améndoa e da semente demonstraram
atividade antifungica contra Cryptococcus neofarmans (PASSOS et.al.,
2002). O extrato da cera apicular das folhas combate o hospedeiro
intermediario da esquitossomose (ROMANCINI; AQUINO, 2007), inibe
proliferagdo da forma promastigota da Leishmania amazonensis e inibe o
crescimento e enterobactérias (PAULA-JUNIOR et.al., 2006). Além disso,
foi demonstrado que o extrato da casca reduz o numero de parasitas de
Trypanosoma cruzi no sangue (HERZOG-SOARES et.al., 2002). De acordo
Miranda-Vilela et.al., (2008) o 6leo extraido da polpa apresenta atividade
antioxidante. Essa propriedade é devida a presencga de carotendides como
violaxantina, luteina, zeaxantina, b-criptoxantina, b-caroteno e neoxantina
(RAMOS et.al., 2001).

O alto teor de acidos graxos insaturados no 6leo de pequi faz deste
produto uma boa alternativa terapéutica para a cicatrizacao. O 6leo pode
ser usado como curativo umido oleoso, o qual proporciona uma barreira
protetora contra microrganismos, evita desidratagdo tecidual, mantém a
temperatura corporea e diminui os traumatismos. Os acidos graxos
insaturados presentes no 6leo atuam como poderosos mediadores pro-
inflamatérios, estimulando a producdao defatores de crescimento,
promovendo a fibroplasia, e a neovascularizacdo, além de serem
bactericidas (HATANAKA; CURI, 2007). Sao uteir para a industria
cosmética por suas propriedades emoliente e para recompor a oleosidade
em peles ressecadas e com problemas de escamacgao (Silva, 2012).

De acordo com a literatura, os compostos fendlicos possuem acao
antioxidante por possuirem a capacidade de suportar um elétron
desemparelhado através do deslocamento deste ao redor de todo o
sistema de elétrons da molécula interrompendo a cadeia de reacao de
oxidagdo; quelando metais de transicdo, como o Fe?* e o Cu’;
interrompendo a reacdo de propagagédo dos radicais livres na oxidagéao
lipidica; modificando o potencial redox do meio ou reparando a lesdo das
moléculas atacadas por radicais livres (KYUNGMI; EBELER, 2008).
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Os carotendides presentes nos vegetais podem ser convertidos em
vitamina A. Devido a esta propriedade funcionam como antioxidantes
capazes de sequestrar formas altamente reativas de oxigénio e desativar
radicais livres (COSTA; VIEIRA, 2004). Dessa forma podem atuar na
prevencdo de alguns tipos de cancer, na inibicdo das mucosas contra
Ulceras gastricas, na capacidade de prevenir a fotossensibilizacdo em
certas doencas de pele, no aumento da resposta imunoldgica a
determinados tipos de infecgdo e nas propriedades antienvelhecimento
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1993).

2. SISTEMAS POLIMERICOS — NANOPARTICULAS

2.1 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nos ultimos anos o interesse por liberacdo de ativos no sitio de acao
de forma controlada onde vetores seriam capazes de otimizar a
velocidade de cedéncia e a dosagem cresceu muito. As microparticulas e
os sistemas coloidais (lipossomas e nanoparticulas) sdo os vetores mais
estudados atualmente (SCHAFFAZICK et.al., 2003).

As nanoparticulas produzidas com polimeros biodegradaveis e
biocompativeis tém sido mais estudadas que os lipossomas por causa das
suas potencialidades terapéuticas e estabilidade em fluidos bioldgicos e
durante o armazenamento (SCHAFFAZICK et.al., 2003).

Basicamente as nanoparticulas poliméricas sado divididas em
nanocapsulas e nanoesferas. As nanocapsulas possuem um envoltério
polimérico que reveste o nucleo oleoso composto por substancias ativas.
Ja as nanoesferas s&o estruturas matriciais que retém principio ativo na
sua superficie, no seu interior ou dissolvido na matriz e ndo possuem dleo

em sua composicdo conforme a Figura 3 (ALLEMANN, et.al.,1993).
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Figura 3- Representacao esquematica de nanocapsulas e nanoesferas
poliméricas. Fonte: SCHAFFAZICK et.al., 2003

Os métodos de preparacdao de nanocapsulas sdao baseados na
polimerizagao in situ de monémeros dispersos em solucdo (LAMBERT, et.
al., 2000) ou na precipitacdo de polimero pré-formado (SANTOS-
MAGALHAES et.al., 2000).

A técnica por polimerizacao interfacial de monémeros dispersos é
desvantajosa por usar em sua composi¢cao polimeros nao biodegradavel e
biocompativeis, formar residuos toxicos durante as reag¢des, podendo
haver reacdo do farmaco durante a reacdo de polimerizacdo in situ e
degradacdo dos componentes nas nanoparticulas (QUINTANAR-
GUERRERO et.al., 1998).

A dispersao de polimero pré-formado é mais facilmente controlavel,
de maior rendimento quando comparado com outros métodos de produgéao
de nanoparticulas poliméricas a partir da polimerizacdo de monémeros. E
um meétodo particularmente adaptados para incorporar principios ativos
lipofilicos (SEVERINO et.al., 2011). Formam suspensdes poliméricas onde
cada nanoparticula é formada por uma fase orgéanica interna e uma fase
aquosa externa (QUINTANAR-GUERRERO et.al., 1998).

O método de polimero pré-formado pode ser classificado preparado
por quatro métodos: emulsificacado-evaporagao do solvente (WANG et.al.,
2010), por deslocamento do solvente (TAHARA et. al., 2010), por salting-
out (WHEATLEY et.al., 2010) ou por emulsificagado-difusdo do solvente
(OZTURK et.al., 2010).

O método de deslocamento do solvente ou nanoprecipitagao

consiste na precipitagdo ou deposicao interfacial de polimero pré-formado



16

(QUINTANAR-GUERRERO et.al., 1998). A fase interna é constituida por
um polimero dissolvido em um solvente organico polar no qual o principio
ativo esta disperso (LEGRAND et.al., 2007) e um tensoativo que previne a
coalescéncia das particulas. Ja a fase externa é uma solugcao aquosa
contendo tensoativo do tipo 6leo/agua. A fase oleosa é dispersa na fase
aquosa sob agitacdo magnética. Espontdneamente ocorrem emulsificagao
e formacao de sistema opalescente. As nanoparticulas sao resultado da
difusdo rapida da fase oleosa através da aquosa (BESHEEER et. al.,
2009). A utilizagdo de copolimeros anfipaticos bem como polimeros
eletricamente carregados podem substituir os tensoativos ja que formam
espontaneamente estruturas micelares.

Nanocapsulas sdo formadas quando o principio ativo é previamente
dissolvido num 6leo o qual é emulsificado na solugdo organica polimérica
antes de ser veinculado a fase externa (MARTINS et.al., 2010) e ao final
precipitada. As caracteristicas das nanocapsulas obtidas por este método
dependem da solubilidade do principio ativo, concentragcdo do tensoativo,
natureza e do volume do 6leo.

Quanto maior o coeficiente de partilha O/A menor sera a tendéncia
de o principio ativo abandonar a fase oleosa. Quanto mais soluvel na fase
oleosa, maior é a capacidade de carga das nanocapsulas (SCHAFFAZICK
et.al., 2003).

Independente do método de preparagcdao as nanocapsulas formam
suspensdes coloidais aquosas, as quais podem precipitar durante o
armazenamento devido a agregacao das nanoparticulas (SCHAFFAZICK
et.al., 2002).

A adigado de tensoativo € importante para a redugdo das dimensdes
das nanocapsulas. Nucleos oleosos muito acidos aumentam a degradacgao
do polimero. Oleos muito viscosos sdo resistentes a tensdo durante a
emulsificagao resultando em goticulas oleosas maiores e

consequentemente nanocapsulas maiores (ZHANG et.al., 2011).
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2.1.1 POLI (e-CAPROLACTONA)

A Poli (e-caprolactona) (PCL) ¢é um polimero sintético,
biodegradavel, biocompativel, biotransformados por hidrdlise das suas
ligacbes ésteres e seus metabdlitos excretados pelo organismo por vias
metabodlicas normais (ALEXIS et al., 2008). E um tipo de poliéster, linear,

hidrofobico, semicristalino e sua estrutura € mostrada na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura do polimero Poli (e-caprolactona).

O polimero é soluvel em cloroférmio, tetracloreto de carbono,
benzeno, tolueno, ciclohexano e 2-nitroporpano a temperatura ambiente. E
pouco soluvel em acetona, 2-butanona, acetato de etila, dimetilformamida
e acetonitrila, e é insoluvel nos alcoois isopropanol, 1- butanol, 2-butanol,
1-propanol, e em éter de petroleo e dietilico (SANTOS, 2011). Segundo
Albini (2012) o PCL é também insoluvel em n-hexano.

A PCL tem atraido o interesse comercial por ser mais biodegradavel
em comparagdo com os outros poliésteres, boas propriedades fisicas,
relativamente barato, além disso, de ndao causar reag¢ao inflamatdria nem
toxica, ser estavel, degradar-se de acordo com o0 processo em que esta
sendo utilizado, ser permeavel e ser facilmente excretados pelo organismo
(NAIR; LAURENCIN, 2007). Porém, sua baixa temperatura de fus&o, em
torno de 65°C, limita seu uso. O uso combinado de varios polimeros ou
formacao de ligacoes cruzadas podem melhorar suas propriedades
(SINGH et al., 2006).

2.2 NANOPARTICULAS NA INDUSTRIA COSMETICA

Nos dultimos anos o desenvolvimento tecnoldégico tem atraido a

atencdo das industrias de medicamentos e de cosméticos. Essas novas
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tecnologias tem sido uteis para aumentar e controlar a penetragcao de
drogas na pele (ALVAREZ-ROMAN et al 2004).

As nanoparticulas sao sistemas poliméricos que formam uma
barreira fisica ao redor do farmaco e que quando entra em contato com
fluidos biolégicos se dissolve, desintegra e se desagrega, liberando o
principio ativo. A liberacdo do ativo se da por trés mecanismos diferentes
combinados ou n&o: difusdo do farmaco pelo polimero desencadeado por
reagcado quimica ou enzimatica de degradagdo do polimero ou por osmose
ou intumesciemnto do sistema (LANGER, 1998).

Além disso, estes sistemas conservam substancias que se
degradam a temperaturas acima de 40°C e sao sensiveis a oxidagdo em
presenca de agua, variagado de pH e efeito da ultravioleta (MULLER et.al.,
2004). A nanoestruturacdo € um método rapido, simples, eficiente e
produz suspensdes com pequenas particulas que tem alta capacidade de
armazenamento (JIMENEZ et.al., 2004).

As nanocapsulas tem sido uteis para otimizar a velocidade de
cedéncia e o regime de dosagem de farmacos. Apresentam maior
estabilidade em fluidos biolégicos e durante o armazenamento quando
comparadas com outros sistemas coloidais, além de possibilitar produgéao
em escala industrial (SOPPIMATH et.al., 2001).

Existem varios exemplos da aplicagdo das nanocapsulas para uso
topico na literatura. Alvarez-Roman et. al. (2001) estudaram nanocapsulas
contendo metoxicinamato de octila (OMC), um filtro solar lipofilico, e
verificaram que a liberacdo da substancia e a protecdo contra eritema
induzido por radiagdo ultravioleta foi significativamente maior no gel
contendo nanocapsulas de PCL.

Bouchemal et al. (2004) produziu nanocapsulas de alfatocoferol,
utilizando o polimero poliuretano e poli(éter-uretano) através da técnica de
policondensacao interfacial. Os pesquisadores relatam que os
nanocarreadores protegem as moléculas contra a degradacao.

Nanocapsulas de acido lipdéico contendo poli(e-caprolactona) como
polimero e preparadas pela técnica de deposicao interfacial do polimero
mostraram-se mais estaveis em comparacdao com suspensdes contendo
acido lipoico livre (KULKAMP, et.al., 2009).
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Lara, 2008 desenvolveu nanocapsulas poliméricas contendo acido
retindico. De acordo com os resultados, a encapsulagao do acido retindico
permitiu penetracdo do farmaco na pele garantindo a biodisponibilidade
local e reduzindo potenciais rea¢cdes adversas ocorridas com a entrada do
farmaco na derme.

Barrios, 2010 encapsulou 6leo de melaleuca para tratamento de
diversas infec¢gdes cutaneas, dentre elas, a acne. O método de deposigao
interfacial do polimero pré-formado mostrou-se viavel mediante o emprego
de PCL como polimero.

Muitas industrias de cosméticos tém demonstrando interesse em
desenvolver formulagdes contendo nanocapsulas destacando-a como
diferencial do produto. Entre as vantagens citadas estdo o aumento da
eficacia dos produtos, a melhoria na resisténcia natural da pele, ajuda no
reparo e fortalecimento das camadas mais profundas, o incremento na
eficacia de acdo da substancia, o aumento da estabilidade, da eficiéncia
de acgdo do ativo e a liberagdo gradual em doses favoraveis. A L'Oreal
Paris, Lancbme, Vichy, Ziaja Cosmetics e Matis sdo alguns exemplos de
laboratoérios que disponibilizam produtos oferecendo as vantagens da nova
tecnologia. A existéncia de empresas do género pode indicar uma
tendéncia em adotar a nanotecnologia como ferramenta de uso corrente
num futuro préximo (SCHMALTZ et. al., 2005).

2.3 CARACTERIZAGAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

As nanocapsulas poliméricas sao caracterizadas por apresentar
diametro entre 200 e 500 nm, baixa polidisperséao, por ter a capacidade de
controlar a liberacdo de substédncias e manter sua estabilidade tanto
durante o armazenamento quanto nos fluidos biolégicos (SCHAFFAZICK
et.al., 2003).

O uso das nanocapsulas tem sido limitado em decorréncia da
instabilidade fisica, por agregagdo ou por fusdo da particula, ou da
instabilidade quimica decorrenteda hidrolise do polimero, de reacgdes
quimicas durante o armazenamento ou agregagdo do farmaco a
nanoparticula (ABDELWAHED et al., 2006).
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Entre os métodos usados para caracterizagado fisico-quimica das
nanoparticulas em suspenséo estao: distribuicdo de tamanho, distribuicao
de massa molar do polimero, determinacdo do potencial zeta e pH,
eficiéncia de encapsulamento, cinética de liberagcao do farmaco, estudo de
estabilidade e avaliagdo morfolégica (LEGRAND et.al., 1999).

2.3.1 DISTRIBUIGAO DO TAMANHO DAS NANOCAPSULAS
POLIMERICAS

As nanoparticulas poliméricas apresentam distribuicdo unimodal,
baixo indice de polidispersdo (CALVO et..al,, 1996), diametro médio entre
100 e 300 nm (SCHAFFAZICK et.al, 2002) e podem chegar a 500 nm
(SEIJO et.al., 1990).

Entre os fatores que afetam o didmetro das nanoparticulas estdo a
composi¢cao quantitativa dos reagentes, método de preparagao e natureza
do 6leo utilizado como nucleo. Isso é devido a diferenca de viscosidade
(YU et.al., 1993), hidrofobicidade (LOSA et.al., 1993) ou tenséo interfacial
(MOSQUEIRA et.al., 2000) das substancias usadas.

2.3.2 POTENCIAL ZETA (Z) DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

O Potencial Zeta é uma técnica usada para caracterizar o potencial
da superficie das nanoparticulas (LEGRAND et al., 1999) que ¢é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, devido
a dissociagao de grupos funcionais na superficie da particula ou pela
adsorcao de espécies ibnicas presentes no meio aquoso (SCHAFFAZICK
et al., 2003).

Os grupos carboxila do polimero podem gerar cargas negativas na
superficie da nanocapsula. Devido ao menor numero de grupamentos
terminais os polimeros de maior massa molar tém influéncia menor sobre
a carga da superficie quando comparados aos polimeros menores
(MOSQUEIRA et al., 2000).

De acordo com Magenheim & Benita (1991) cargas superficiais

relativamente altas comumente pressupdem uma boa estabilidade da
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suspensao coloidal, pois grandes forgcas repulsivas previnem a agregacao
e colisbes ao acaso de nanoparticulas adjacentes. Também determina a
interacdo entre os carreadores nanoparticulados e os meios bioldégicos
(ALONSO, 1996).

Calvo et.al., (1996) verificaram a influencia da composi¢cdo das
suspensdes no valor do potencial zeta e observaram que a fase oleosa em
nanocapsulas e nanoemulsdes produz potencial zeta mais negativo do que
nas nanoesferas. Este resultado provavelmente é devido a camada
polimérica ao redor da particula oleosa. Com relacdo a influéncia do
nucleo oleoso Mosqueira et.al., (2000) ndo observaram alteragao do valor

do potencial zeta em funcdo da natureza do dleo.

2.3.3 TEOR DE ENCAPSULAGAO

Normalmente o teor de encapsulacdao é medido pela subtragcdo das
concentragbes total e livre de principio ativo ou marcador na suspenséo.
Para isso é necessario recorrer a técnicas de separacado da parte livre e
da encapsulada. A ultracentrifugacao é bastante utilizada. A concentragao
de farmaco livre, presente na suspensédo, € determinada no sobrenadante
apés a centrifugagdo. A concentragcao total de farmaco, por sua vez, é
geralmente determinada pela completa dissolugdo das nanoparticulas em
um solvente adequado. A ultrafiltragdo-centrifugacao é empregada para
separar parte da fase aquosa dispersante da suspenséao coloidal.

Segundo Felippi, (2008) a taxa de associagdao ou eficiéncia de
encapsulamento esta relacionada a solubilidade do farmaco na fase
organica. Na literatura, os teores de associacao utilizando a técnica de
polimero pré-formado variam muito. A eficiéncia de encapsulamento de
atrazina varia entre 89,4 e 94,3% (SOUZA et.al., 2012). Schaffazick at. al.,
conseguiu encapsular 100% do diclofenaco em suspensdes preparadas
com um poliéster [poli(e-caprolactona). A eficiéncia de encapsulamento de
acido retinoico foi de aproximadamente 90% (LARA, 2008) e de acido
lipdico entre 77 e 90% (KULKAMP et.al., 2009).

Diversos sao os fatores que influenciam o teor de encapsulamento

do farmaco. Os mais importantes sao as caracteristicas fisico-quimicas do
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farmaco (CALVO et.al., 1996), o pH do meio (BRASSEUR et.al., 1991), a
superficie das particulas ou a natureza do polimero (VILA et.al., 2002), a
quantidade de farmaco adicionada a suspensdo (BRASSEUR et.al., 1991),
a ordem de adicdo do farmaco na suspensdo (FRESTA et.al., 1995), a
natureza do oleo utilizado (LOSA et.al.,, 1993) e o tipo de tensoativo
utilizado (MARCHAL-HEAUSSLER, et.al, 1990).

2.3.4 MORFOLOGIA EXTERNA DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

A analise morfolégica tem sido amplamente utilizada para
caracterizar a forma e o tamanho das nanocapsulas. A microscopia de
forca atémica (MFA), um tipo de microscopia de varredura por sonda
mecanica, tem sido util para caracterizar nanocapsulas (MOSQUEIRA
et.al., 2005). Esta técnica oferece algumas vantagens em relagao a outras
técnicas para caracterizagdo morfolégica. O MFA possui resolugao
molecular, minima preparagcdo de amostras, sem necessidade de
recobrimento metalico como para microscopia de trasnmitadncia ou
microscopia de varredura. O MFA também apresenta informacdes
quantitativas acerca topologia das amostras e ¢é possivel observar
detalhes da superficie da particula e obter imagens em trés dimensdes
(NEVES et.al., 1998).

O principio do método consiste em uma varredura da superficie da
amostra com uma agulha extremamente fina suportada por uma alavanca
conforme mostrado na Figura 5. Através da repulsao ou atragdo da agulha
com a amostra gera-se uma deflexdo na alavanca (eixo Z) para as
diversas posi¢cdes da amostra (eixos X e Y). Um feixe de laser é utilizadao
para monitorar a deflexdo da alavanca o qual reflete sobre o verso da
alavanca e incide sobre um fotodetector de quatro quadrantes (OSIRO
et.al., 1998).
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Figura 5 — Desenho esquematico do funcionamento do MFA.

Através desta técnica é possivel determinar o tamanho das
nanocapsulas, suas propriedades estruturais, possiveis deformacdes e

diferentes constituintes.

2.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

O processo de sedimentacdo de suspensdes coloidais é lento.
Normalmente ndo possuem tendéncia a separacao de fases até alguns
meses apos a preparagcao. Porém pode ocorrer a sedimentagdo das
particulas apo6s alguns meses. Entre os fatores que influenciam a
estabilidade das suspensdes coloidais estdo a adsorcdo de moléculas
ativas a superficie das nanoparticulas, presenca de tensoativos
adsorvidos, agregacao das particulas, estabilidade quimica do polimero,
do farmaco ou de outras matérias-primas e, ainda, a liberagao prematura
da substéancia ativa (SCHAFFAZICK et.al., 2003). Portanto, a avaliagédo da
estabilidade quimica dos polimeros formadores dos coldides €& de
fundamental importancia (MOLPECERES et.al., 1997).

Os parametros fisico-quimicos que normalmente sao avaliados
durante os estudos de estabilidade sao o tamanho de particula, o
potencial zeta, a distribuicdo da massa molar do polimero, o teor de
farmaco e o pH (CALVO et.al., 1996; LOSA, et.al., 1993; FESSI et.al,,
1989).



24

OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver nanoparticulas contendo 6leo de Pequi Caryocar

brasilienses Camb. para uso topico.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Contribuir para o aproveitamento sustentavel do pequi (Caryocar
brasiliense Camb.)

Desenvolver suspensdes de nanocapsulas contendo 6leo do pequi;

Caracterizar as nanocapsulas quanto ao tamanho das particulas,
potencial zeta, pH, teor de encapsulacao e morfologia;

Avaliar estabilidade das nanocapsulas encapsuladas com 6leo de

pequi;

METODOLOGIA

1. MATERIAL

O acido oléico foi adquirido na Sigma-Aldrich® (EUA),
monoestearato de sorbitano (Span 60) e o polissorbato 80 (Tween 80)
foram obtidos da Delaware (Porto Alegre, Brasil), Poli (E-caprolactona) -
PM 60.000 Daltons foi obtido da Aldrich (Estrasburgo, Franca), Miglyol
810 (uma mistura de triglicerideos dos acidos caprico/caprilico) foi
adquirido da Brasquim (Porto Alegre, Brasil).

Os solventes utilizados na Cromatografia Gasosa (CG) foram de
grau CG. As demais substancias quimicas usadas foram de grau analitico.
Agua deionizada foi utilizada para todos os experimentos (Deionizador

Elga, Brasil).
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Os equipamentos usados na preparagdo e caracterizagcdao das
nanocapsulas foram: rotavapor (Heidolph), microscépico de forga atébmica
modelo SPM 9600 (Shimadzu), Zetasizer Nano (Malvern), cromatégrafo a
gas GC-2010 (SHIMADZU), espectrofotémetro modelo DU 70 (BECKAM),
e phametro PG 1800 (GEHAKA)

2. METODOS

2.1 EXTRAGAO DO OLEO DE PEQUI

Os frutos de pequi foram colhidos no municipio de Buritis, noroeste
do estado de Minas Gerais. Foram coletados diretamente do chao e
deixados por trés dias em sua forma intacta a temperatura ambiente para
completo amadurecimento das polpas. Foram entdo lavados em agua
corrente, sanitizados com solucao de hipoclorito de sd6dio, descascados e
despolpados manualmente. Em seguida, a polpa de pequi foi colocada em
bandejas de acgo inox e seca em estufa a 40°C por 20 horas.

Para a extracao do 6leo utilizou-se a metodologia de Soxhlet com
emprego de hexano como solvente no periodo de 4 horas de extragao.
Para separar o 6leo do solventefoi utilizado rotaevaporador. O rendimento

de 6leo foi expresso em porcentagem (g de 6leo/100 g de amostra seca).

2.2 NANOESTRUTURAGAO DE OLEO DE PEQUI

2.2.1 Preparo das nanocapsulas

Para a obtencdo das nanocapsulas contendo 6leo de pequi
(NP) utilizou-se a técnica de deposicao interfacial de polimeros pré-
formados (FESSI et.al., 1989). Para preparar as nanocapsulas contendo
6leo de pequi (NP) foram adicionados 10 mg de o6leo de Caryocar
brasiliense Camb na fase orgénica contendo o polimero poli (E-
caprolactona) (100 mg), acetona (26,7 mL) e monoestearato de sorbitan
(76,6 mg), uma mistura de triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (0,33

mL) sobre uma fase aquosa (53,3 mL) contendo polissorbato 80 (76,6 mg)
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mantida sob agitagcdo magnética durante 10 min. Em seguida os solventes
foram evaporados em rotavapor sob temperatura de 45°C, pesséo 40 mbar
e 210 rpm até volume final de 10 ml. Foi também preparada uma
suspensdo contendo todos os componentes da suspensédo, exceto 6leo de
pequi, denominada nanocapsula controle (NC). Todas as suspensédes

foram preparadas em triplicata.

2.2.2 Caracterizacgao fisico-quimica das nanoparticulas

2.2.2.1 Analise macroscodpica

As suspensdes foram analisadas sob aspecto visual.

2.2.2.2 Determinagao do diametro das particulas em suspensao

A amostra de nanocapsulas controle e as contendo 6leo de pequi
foram diluidas 500 vezes em agua deionizada e entdo analisada pelo
método de espalhamento de luz utilizando Zetasizer Nano (Malvern). Os
valores obtidos correspondem a média £ desvio padrdo de dez medidas de
cada suspensido de nanocapsulas. Neste teste também foi observado o

indice de polidisperséo.

2.2.2.3 Determinacéao do potencial zeta

A amostra de nanocapsulas controle e as contendo 6leo de pequi
foram diluidas 500 vezes em agua deionizada foram analisadas utilizando
um angulo de incidéncia do laser em relagdo a amostra de 90° luz
utilizando Zetasizer Nano (Malvern). Todas as determinag¢cdes foram
realizadas em triplicata e os resultados apresentados sao expressos como

a média = desvio padrao.
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2.2.2.4 Analise de pH

As medidas de pH foram efetuadas diretamente nas amostras
utilizando potenciémetro previamente calibrado com solucdes tampao para

calibracao pH 4 e 7.

2.2.2.5 Avaliagao morfoldgica

A analise morfolégica das nanocapsulas foi realizada por
microscopia de forgca atémica. Para a realizagdo dessa analise foi utilizado
o equipamentos modelo SPM 9600 Shimadzu (Jap&o).

As imagens foram obtidas no modo de operagédo dinamico e de
aquisicao por fase. As amostras foram diluidas 1:1000 em agua destilada
e entdo depositados em placas de mica clivada. Depois de secas a
temperatura ambiente, a varredura foi efetuada com velocidade de 5 Hz e
resolucdo de 512 x 512 pixels. A analise das amostras foi realizada

utilizando o programa de analise do sistema (Section Analysis).

2.2.2.6 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulagdo foi determinada por cromatografia
gasosa por método indireto que consiste na razao entre a diferencga entre
a concentracdo de um marcador presente no 6leo (CT) e a concentragao
livre deste marcador no sobrenadante (CL) dividido pela CT, multiplicado

por 100 (Equacgao 1).

Equacao 1- Eficiéncia de encapsulamento

EE (%) = (CT — CL) x 100

2.2.2.6.1 Extracao do 6leo das nanocapsulas

Para as analises em cromatografia gasosa o 6leo de pequi teve que

ser extraido das suspensdes. Para calcular a concentracao total (CT), 1
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mL da suspensdao NP foi adicionada a 4 ml de acetonitrila. Em seguida, a
mistura foi filtrada (Filtro 0,45 um) e lavada com 5 ml de n-hexano.

Para a quantificagdo do o6leo livre (CL), 1 ml da suspensdo NP foi
centrifugada durante 5 min a 4.500 rpm e 4 °C. Em seguida o
sobrenadante foi filtrado (Filtro 0,45 um) e lavado com 5 mL de n-hexano.
Por diferenca de densidade, o hexano foi separado da acetonitrila. O
hexano extraido foi tranferido para um Eppendorf e deixado evaporar a 50
°C.
2.2.2.6.2 Metilagao do 6leo de pequi

Depois de evaporar o hexano foram adicionados ao 6leo de pequi
obtido da extragcdo das nanocapsulas 100 uyl de uma solugcdo de KOH
1mol/L em etanol. Apds agitacao em vértex por 10s, o 6leo foi aquecido a
100 °C por 5 minutos em banho-maria. Apds resfriamento, adicionou-se
400puL de HCI a 20%, uma ponta de espatula de NaCl (~20mg) e 600 pl
de acetato de etila. Apos agitagdo em vortex por 10s e repouso por 5min,
uma aliquota de 300uL da camada orgénica foi retirada e evaporada em
banho-maria a 70°C obtendo-se assim os acidos graxos livres. Os acidos
graxos livres foram metilados com 100 pl trifluoreto de boro (BF3) /
metanol (14%) e aquecidas durante 12min em banho de agua a 80 °C.
Foram em seguida diluidos com 400 upl de metanol e analisados por
cromatografia gasosa (CHRISTIE, 1989).

Para construir a curva de calibragdo foi usado padrdao de acido
oléico (Sigma-Aldrich). Para metilar o acido graxo padrado, 1 mg do acido
oléico foi adicionada a 1 ml de BF3/metanol sob aquecimento de 70 oC em
sistema fechado por 12 minutos em banho maria. Apdés resfriamento,
foram realizadas diluicdes em metanol para as seguintes concentragdes: 3
pg/mL, 15 pg/mL, 35,5 pg/mL, 75 pg/mL e 150 yg/mL. As amostras foram

armazenadas a - 20°C até analise em cromatografia gasosa.

2.2.2.6.3 Cromaografia Gasosa

Apés a metilagdo do 6leo extraido das nanocapsulas, as amostras

foram entdo injetadas em cromatéografo a gas GC-2010 (SHIMADZU)
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equipado com detector por ionizacao de chamas (FID). Utilizou-se uma
coluna RESTEK RTX — 5 MS 30m x 0,25mm x 0,25 ym com gradiente de
temperatura: 150°C, Omin, 7°C/min até 250°C; injetor (split de 1/50) a
250°C e detector a 250°C. Hélio como gas de arraste (1 mL/min) e volume

de injegcao de 1ulL.

2.3 Estudo de estabilidade das nanocapsulas

O estudo de estabilidade foi realizado nas nanocapsulas poliméricas
controle e nas que continham 6leo de pequi. Logo depois de manipuladas,
as nanocapsulas foram acondicionadas em frascos de vidro incolor,
envoltos em papel pardo, armazenados a temperatura ambiente de 25°C %
1°C e protegidos da luz. Foram avaliadas suas caracteristicas fisico-
quimicas, como tamanho, indice de polidispersao, potencial zeta e pH nos
tempos inicial, 7, 15 e 30 dias e estabilidade molecular nos tempos de 7

dias e 2,5 meses e meio apds o preparo das mesmas.
2.4 Analise estatistica
Os dados experimentais foram avaliados estatisticamente por

analise de variancia (ANOVA) ou test “t” considerando o nivel de

significancia de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

1. Oleo de pequi

Os frutos coletados apresentaram tamanhos variados e
amadurecimento homogéneo evidenciado pela coloragdo amarelo-
avermelhada das polpas. De acordo com a literatura, variagdes nas

caracteristicas dos frutos, como cor, tamanho, peso, forma da améndoa e
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da polpa podem variar conforme o local de plantio, colheita, ponto de
maturacao e fatores ambientais (ALMEIDA et al., 1998).

A polpa picada apds secagem em estufa a 40°C apresentou aspecto
desidratado e oleoso. O dleo foi facilmente extraido por método de
Soxhlet e depois da evaporagdo do solvente apresentou coloragao
amarelo-avermelhada intensa (Figura 7). O o6leo produzido por Deus,
(2008) também apresentou coloragao amarelo-alaranjada esta de acordo

com o resultado encontrado neste estudo.

A) B)
Figura 6 - A) Fotografia da montagem da vidraria e extragcdo do 6leo
de pequi pelo método de Soxhlet; B) Fotografia do 6leo de pequi apds a

extragao.

O rendimento do oleo foi de 23%. Segundo Deus, 2008 o
rendimento da extragao do 6leo de pequi por método de soxhlet usando
hexano como solvente pode chegar a 36,05%. Em outro estudo foi
possivel extrair quantidades maiores de 6leo utilizando o mesmo método,
cerca de 50% em base seca (AQUINO et.al., 2009).

2. Caracterizagao fisico-quimica das nanocapsulas poliméricas

2.1 Analise macroscoépica
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Todas as suspensdes apresentaram aspecto macroscoépico de
acordo com os resultados anteriormente relatados na literatura para
outras nanocapsulas (SCHAFFAZICK, S R. et al., 2006; KULKAMP I.C. etal.,
2009). Apo6s a preparagado, as suspensdes NC apresentaram aparéncia
macroscopica homogénea, aspecto leitoso, brancas, opalescente e sem
odor. As suspensdes de nanocapsulas contendo 6leo de pequi ficaram
homogéneas, de aspecto leitoso-amarelado, opalescentes e com leve odor

caracteristico do fruto.

2.2 Analise de pH

O pH de todas as suspensdes controle e as com 6leo de pequi
apresentaram pH 5,60 + 0,03 e 5,61 £ 0,11 respectivamente. A presenca
do polimero contribuiu para a obtencdo de suspensdes de carater acido
visto & presenca do grupo éster (DURAN et.al., 2006). Outros estudos que
desenvolveram nanoparticulas de poli (e-caprolactona) obtiveram pH
levemente acido. Nanocapsulas poliméricas de acido retindico
apresentaram pH menor do que cinco e as controle em torno de seis
(LARA, 2008). Acido lipdico estabilizado com PLC apresentaram pH
proximo a quatro (KULKAMP et.al.,, 2009). O pH de nanocéapsulas
poliméricas contendo amido anidnico hidrolisado para formulagado tépica
também apresentaram pH igual a 5 (SANTOS; BARBOZA, 2013).

Apesar do carater acido, as suspensodes produzidas estdo de acordo
com a faixa de pH adequada para uso topico, tendo em vista pH ideal
entre 5 e 7 (NAKAZONE, 2012). Irritacdo e sensibilidade na pele, além de
diminuicdo de permeabilidade podem ser causados pelo baixo pH
(GREEN, et.al., 2009).

2.3 Determinagcao do tamanho das particulas e indice de polidispersao
Todas as suspensbes apresentaram particulas com diametro

submicrométrico adequado e compativel com sistemas preparados pelo

método de nanoprecipitacao. Pelo método de espalhamento de luz visivel
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das as NC apresentaram didmetro médio igual a 341,5 + 9,07 (Figura 11).
As nanocapsulas contendo o6leo de pequi apresentaram diametro de
343,33 + 12 (Figura 12). Outros estudos encontraram nanoparticulas
poliméricas com tamanhos préximos a 400 nm os quais corroboram com
os resultados encontrados (MULLER, C R et.al., 2004; KULLKAMP, I.C.
et.al., 2009; LARA, 2008)
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Figura 7- Distribuicdo estatistica do didmetro hidrodinamico da NC.
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Figura 8 — Distribuicdo estatistica do diametro hidrodinamico das NP.

Ndo foi observada diferenca estatitica entre o didmetro das
nanocapsulas controle e as que continham o6leo de pequi (p=0,3171).
Portanto a incorporacdo do 6leo nao modifica o tamanho das
nanocapsulas. Outros estudos que utilizaram o método de precipitacao de
polimeros pré-formados para preparagcdao de nanocapsulas observaram
que a adicao do farmaco apd6s o término da polimerizagdo nao influencia
no diametro médio de particulas (DINIZ, 2008; KULKAMP etal., 2009, NEMEN;
LEMOS-SENNA, 2011).
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Segundo Guterres et.al., (1995) e Schaffazick et.al.,, (2002), o
farmaco na fase organica pode nao influenciar no tamanho de
nanoparticulas poliméricas. Fatores como a concetragdo do farmaco (LARA,
2008), do tensoativo (ALVES et.al., 2007), a viscosidade (YU, et.al, 1993),
hidrofobicidade (LOSA, Et.al., 1993) ou tensao interfacial (MOSQUEIRA,
2000) das substancias empregadas podem aumentar ou ndo o didmetro da
nanoparticula.

O indice de polidispecao (PDI) é um parametro usado para indicar a
distribuicdo do tamanho das nanocapsulas. O PDI das NC e das NP foram
iguais a 0,300. indices de polidispersdo de até 0,3 sdo considerados
adequados para aplicagao cutanea, pois indicam que a suspensido €
monodispersa apresentando uma faixa estreita de tamanhos (KULKAMP,
2009; NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011). Lara (2008) considerou satisfatério
PDI menores que 0,5 para nanoparticulas contendo acido retindico para

uso topico.

2.4 Potencial Zeta

O potencial zeta é um importante indicador de estabilidade. Esta
relacionado com cargas de superficie provocadas pela dissociagao de
grupos funcionais na superficie da particula e o meio dispersante ou pela
adsorcao de espécies ibnicas presentes no meio aquoso onde a
nanocapsula esta disperas (MOSQUEIRA, 2000). As NC apresentaram
potencial zeta -29,93 £ 2,22 mV enquanto que as NP -35,16 £ 1,34 mV.

Na literatura, trabalhos com nanoparticulas que apresentaram
potenciais zeta proximos a -40 mV indicaram formacao de nanocapsulas,
enquanto que potenciais zeta proximo a -16 mV, nanoesferas (CALVO
et.al., 1996).

Nanoparticulas de resveratrol (NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011) e
acido retindico (LARA, 2008), ambas para aplicagao toépica, apresentaram
potencial zeta negativo entre 30 e 40 mV. Sdo descritos na literatura
potencial zeta negativo e positivo para aplicagdo cutdnea (SONAVANE
et.al.,, 2008; OURIQUE et.al.,, 2008; HOELLER et.al., 2009). Segundo
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Leonardi et.al., 2002, sua adequacao para aplicagao topica se da a partir

do pH, que deve ser levemente acido.
2.5 Efiéncia de encapsulamento

Por método de cromatografia gasosa foi possivel quantificar o acido
oléico. Apesar de haver necessidade de extracdo prévia e posterior
metilacdo do O6leo, a técnica foi util para prever a eficiéncia de
encapsulamento.

A Figura 13 apresenta a curva de calibracdo obtida por
cromatografia gasosa para o acido oléico com a respectiva equagao da
reta e o coeficiente de determinacéao (r2).
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Figura 9 - Representagdo grafica da curva de calibragdo do acido oléico,
obtida por CG.
A Tabela 2 apresenta os valores das areas absolutas obtidas da

diluicdo do padrao de acido oléico.



35

Tabela 2 — Diluicbes do padréo de acido oleico e suas respectivas

areas sob o pico.

Concentracao Area
(ug/mL)
3 38772
15 906898
35 3879927
75 9207982
150 16507840

Através da curva de calibragdo (Figura 13) e pela analise de
regressao € possivel observar a relagao linear entre as areas sob os picos

e as concentracbes de acido oléico no intervalo proposto de 3 a 150

ug/ml. Apresenta linearidade (r2= 0,9933), indicando que 99,33% da
variagdo no eixo de y €& explicada pela variagdo no eixo de x, e,
consequentemente, ha uma boa correlagdo ou linearidade na curva dentro
da faixa de concentragcéo proposta.

O tempo de retencdo do marcador foi entre 11.1 e 11.2 minutos

como pode ser observado na figura 14.

(1,000,000} Max Intensity : 5,338,251
7.5 Time - 11.140 Scan¥ 858 Inten. 2.237,175]

11025 11050 11075 11900 11125 11150 11475 11200 11225 11250 11275 11300 11325 11350 11375 11.400
Figura 10 — Area do sinal de C18:1 9n nas concentragoes 3, 15, 35, 75,
150 ug/ml.

A presenca do acido oléico no 6leo de pequi é evidenciada pelos
picos entre 11,1 e 11,2 minutos (Figura 15). As areas correspondentes a
cada pico sao 6229947 e 2982574. A diferenca entre os picos pode ter
sido devido a evaporagao do solvente ou a erros aliados a técnica.
Portanto, a concentragcdo do acido oléico no 6leo variou entre 56,76 e
28,43 ug/mg de 6leo.
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Figura 11 — Area do sinal de C18:1 9n no éleo de Caryocar brasiliense
Camb.

A concentracao total de acido oléico do 6leo de pequi presente na
suspensao de nanoparticulas € demonstrada na Figura 16. O area do pico
entre os tempos 11.1 e 11.2 corresponde a quantidade de acido oléico

presente em 1 mL de suspensao de nanoparticulas.

(x1,000,000) Max Intensity : 3,358 885
2.5 Time - 11.002  Scan# - 841 Inten. 2,135,053

11.025 11.050 11075 11100 117128 11150 11475 11200 11225 11250 11275 11300 11525 11350

Figura 12 — Area do sinal de C18:1 9n da concentragéo total de farmaco

nanoencapsulado.

As areas dos picos sao 2585330 e 2517847 e correspondem a 23,46
ug de acido oléico por mL de suspenséao.

A figura 17 corresponde ao cromatograma do sobrenadante das
nanoparticulas contendo 6leo de pequi. Nao foi observado pico entre 11.1

e 11.2 minutos, o que infere auséncia de dleo livre.

 5X100.000) _ Max Intensily : 89,123
Time 11.323 Scan¥ &30 Inten. 73,178 |
5.0
25]
11000 11025 11050 11075 1100 11125 11450 11475 11200 11225 11250 11275 11300 11325 11350 11375

Figura 13 — Area do sinal de C18:1 9n no sobrenadante da suspenséo.

Por nao haver presenga de acido oléico no sobrenadante a
eficiéncia de encapsulamento foi de 100%. Porém, perdas de acido oléico
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foram observadas evidenciadas pela diferenca entre o teor de acido oléico
presente no 6leo de pequi puro e o obtido das nanoparticulas. A extracao
do 6leo das nanoparticulas, a presenca de agua na suspensédo, a reagao
de metilagao dos acidos graxos, a temperatura, a evaporag¢ao do solvente
e a formacido de artefatos podem reduzir a quantificacdo dos acidos
graxos (KLOPFENSTEIN et.al., 1971). Além disso, caso durante a reagao

haja perdas de metanol e, portanto, aumento na concentracdo de BF3 a

destruicao dos acidos graxos poliinsaturados poderia ser significativa.

2.6 Morfologia externa das nanocapsulas poliméricas

A morfologia externa das nanoparticulas controle e as contendo éleo
de pequi foram avaliadas por microscopia de forga atébmica (MFA). As
imagens s&o tridimensionais, em escala nanométrica e de elevada

resolugao.
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Figura 14 — Microscopia de forga atdbmica das nanoparticulas controle (a)

e das contendo 6leo de pequi (b).

Tanto as NC quanto as NP apresentaram forma esférica e formato
regular. Analises realizadas mostraram que a associagdo do 6leo néao
alterou a estrutura arredondada das nanoparticulas. Porém, as NC
apresentaram distribuicdo homogénea com diametro médio de 262,1 £ 18
nm, enquanto que as NP tiveram distribuicdo heterogénea com diametro

medio de 258,6 + 10,3 nm como pode ser observado na Figura 18.

(-cs
120

100
80
60

40

20

0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Diametro médio (nm) Diametro médio (nm)

Ndmero de nanoparticulas
Numero de nanoparticulas

Figura 15— Distribuicdo do diametro médio das nanoparticulas

controle e contendo 6leo de pequi.

A diminuicdo do diametro da nanopaticula na técnica de MFA em

relacdo ao diametro hidrodinamico pode ser devido a desidratacdo da
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amostra a qual pode reduzir o volume das nanoparticulas (ARAUJO, 2009;
GOTO, 2011).

3. Estudo de estabilidade

Durante o estudo de estabilidade, todas as suspensdes estudadas
se mantiveram estaveis na forma de suspensdes coloidal com aspecto
leitoso caracteristico das nanocapsulas. N&o foi observado cremagem,
sedimentacao, divisdo de fases ou floculacdo nas suspensdes durante o
periodo avaliado. O cheiro caracteristico de 6leo de pequi nao foi mantido
até o fim do estudo.

O monitoramento do pH em fungdo do tempo € um importante
indicativo de estabilidade das nanoparticulas. O pH das NC se manteve
levemente acido com variancao significativa (p < 0,05) de 0,41 no decorrer
dos 30 dias de estudo. Ja as suspensdes contendo dleo de pequi (NP) néo
apresentaram mudanga de pH significativa (p> 0,05), se mantendo em

torno de 5,33 = 0,22 durante o armazenamento (Grafico 3).
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Figura 16- Medidas de pH das suspensdes durante o tempo de

armazenamento.

Varios outros autores também observaram reducdo do pH das

suspensdes apos alguns meses de armazenamento. Porém, em todos, a
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reducao do pH ocorreu e ambas suspensdes, controle e as contendo
farmaco de interesse. O aumento da acidez foi justificado pela hidrélise
dos triglicerideos do Miglyol, do tensoativo, pela degradagé&o do polimero
(CALVO et.al., 1996; SCHAFFAZICK et.al., 2002; PAESE, 2008) ou pelo
principio ativo livre (KULKAMP et.al., 2009).

No caso deste trabalho, as nanoparticulas contendo 6leo de pequi
se mantiveram mais estaveis que as controle.. Pode-se inferir que o dleo
de pequi reduziu a exposi¢ao de grupos acidos carboxilicos terminais do
polimero e a hidrélise dos triglicerideos, mantendo o pH durante todo o
tempo de armazenamento (SCHAFFAZICK et.al., 2002). Além disso, pode
estar relacionado a permanéncia do O6leo encapsulado, visto que a
diminuicdo do pH poderia decorrer devido a oxidagdo da fase oleosa com
formacdo de hidroperéxidos ou em decorréncia da hidrdlise de
triglicerideos levando a formacao de acidos graxos livres (MASMOUDI et
al., 2005).

A tendéncia de agregacado e sedimentagdo das nanoparticulas
podem ser medidas a partir da mudanca do didmetro médio em fung¢ao do
tempo. Nao houve variagao significativa (p > 0,05) no didmetro médio das
particulas presentes nas suspensdes de NC e NP durante o tempo de
armazenamento estudado.
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Figura 17- Diametro médio das particulas durante o armazenamento.
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O teste-t demonstrou diminuicdo significativa no diametro das
nanoparticulas controle (t= 0,02) quando comparado o tempo inicial e final
de armazenamento. Cabe ressaltar que a diminuigdo foi de 29 nm, ou seja
0,09 vezes o valor do inicio do estudo. Diferentemente deste trabalho,
outros estudos observaram aumento de 0,2 e 2,4 vezes no tamanho das
nanoparticulas devido agregacao das particulas no final do estudo de
estabilidade (KULKAMP et.al., 2009; SOUTO et.al., 2004). A diminuigao
pode ser devida a perda do Miglyol para o meio. Portanto, as
nanoparticulas de 6leo de pequi mantiveram-se mais estaveis que as NC e
quando comparadas a literatura.

A tendéncia de agregacédo e sedimentagao das nanopariculas podem
ser medidas a partir da mudanca da distribuicdo do tamanho em funcao do
tempo. Os indices de polidispersao referentes as medidas de triplicatas

apresentados na Tabela 2 encontram-se na faixa de 0,256 a 0,368.

Tabela 3 — indice de polidisersdo médio das particulas contendo 6leo de

pequi (NP) e as controle (NC) durante o armazenamento.

Tempo (dias) NP NC

1 dia 0,306 = 0,07 0,300 £ 0,03
7 dias 0,344 £ 0,05 0,321 £ 0,09
15 dias 0,368 + 0,159 0,256 £+ 0,01
30 dias 0,378 + 0,06 0,263 £ 0,02

Cada valor é a media de 3 amostras.

Ao longo do tempo de armazenamento, ndo houve variagéo
estatistica (p>0,05) do indice de polidispersédo das NP e das NC
demonstrando que o didmetro das particulas das amostras nao variou
durante o armazenamento. Cabe ressaltar que apdés 30 dias de
armazenamento o PDI| das amostras se mantiveram inferiores a 0,4, valor
considerado satisfatorio para uso topico (LARA, 2008).

Quanto ao potencial zeta, nao foi observado diferencas estatisticas
(p> 0,05) das suspensdes contendo 6leo de pequi durante o tempo de

armazenamento. Porém, na suspensao controle, foi observada diferenca
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significativa (p=0,02) tornando-se mais negativo nas amostras apdés 30
dias de armazenamento. Kulkamp et.al., 2009 também observaram
aumento significativo do potencial zeta, para mais negativo, durante 28
dias de armazenamento de nanoparticulas de acido lipdico, justificado

pela ionizagédo de grupos acido da parede polimérica.

Tabela 4- Potencial zeta das NP e NC durante o armazenamento

Potencial Zeta (mV)
Tempo (dias) NP NC
1 dia -35,16 £ 1,34 -29,93 £ 2,22
7 dias -37,56 + 0,92 -34,33+ 0,579
15 dias - 37,266 + 1,82 - 32,66 + 3,43
30 dias -39,033 £ 3,90 -37,1 £ 0,85

Cada valor é a media de 3 medidas

O potencial zeta das nanoparticulas contendo 6leo de pequi nao
mudou, pois a presenga do oleo impede a exposi¢cao dos grupos negativos
do polimero e dos acidos graxos presentes na fase oleosa mantendo

constante a carga da particula, o que ndo ocorre no controle (Lara, 2008).

CONCLUSOES

» A encapsulagdo do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
a partir da técnica de deposicao interfacial de polimeros pré-
formados mostrou-se viaveis para as nanocapsulas na

concentracdo de 1 mg/mL.

» As suspensdes de nanocapsulas contendo 6leo de pequi
(Caryocar brasiliense Camb.) apresentaram caracteristicas
proprias para uso tépico, tais como pH de 5,61 £ 0,11,
potencial zeta de -35,16 £ 1,34 mV, diametro médio de 343,33
+ 12,43 nm, indice de polidispersdo de 0,3, forma esférica e

100 % de eficiéncia de encapsulamento.
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» As nanocapsulas contendo 6leo se mantiveram estaveis sem
variagbes macroscopicas, de pH, diametro, PDI e potencial
zeta durante 30 dias de armazenamento a temperatura

ambiente.
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