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RESUMO

As pesquisas com derivados vegetais estdo em continua expansdo visando a elaboragdo de
produtos terapéuticos e cosméticos mais eficazes, seguros ¢ menos danosos ao ser humano e
ao meio ambiente. Carapa guianensis ¢ uma espécie vegetal que apresenta um 6leo, chamado
de o6leo de andiroba com comprovadas atividades terapéuticas destacando-se a
antiinflamatdria e antimicrobiana. No entanto, esse produto apresenta cheiro extremamente
desagradavel, além de baixa estabilidade, o que inviabiliza a elaboracdo de uma forma
farmacé€utica. Além disso, a baixa solubilidade e aptiddo a oxidacdo também sdo problemas
que devem ser resolvidos antes da elaboracdo de qualquer produto final. Nesse contexto, as
nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, representam interessante
alternativa tecnoldgica para veiculagdo desse 6leo vegetal. Portanto, o presente trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de nanocapsulas contendo 6leo resina dessa espécie vegetal
com finalidade cosmética. Para isso, a principio, foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica
de dois lotes de 6leo de andiroba oriundos de cooperativas distintas do interior do Amazonas.
As nanocépsulas foram elaboradas a partir do 6leo que apresentou melhores resultados nessa
etapa de caracterizacdo, através do método de deposicdo interfacial de um polimero pré-
formado. A suspensao de nanocapsulas foi caracterizada quanto a densidade relativa, pH,
potencial zeta, tamanho de particula, comportamento reologico e avaliacdo da estabilidade. Os
resultados mostraram que ¢ viavel a obten¢ao de uma suspensdo de nanoparticulas a partir do
método utilizado. No entanto, ¢ necessario um melhoramento da técnica e a adicdo de outros

ensaios que sdo bastante Uteis para atestar a eficiéncia de encapsulagao.

Palavras- chaves: Carapa guianensis, nanocapsulas, andiroba, 6leo resina.



ABSTRACT

The researches with plant derivatives are continuous expansion aimed at developing
therapeutic products and cosmetics more effective, safer and less harmful to humans and the
environment. Carapa guianensis is a species that has an oil, called oil of Andiroba with proven
therapeutic activities highlighting the anti-inflammatory and antimicrobial. However, this
product is extremely unpleasant smell, and low stability, which prevents the development of a
pharmaceutical form. Furthermore, the low solubility and ability oxidation are also problems
that must be resolved before the elaboration of any final product. In this context, nanoparticles
consisting of biodegradable polymers represent an interesting alternative technology for
broadcasting of vegetable oil. Therefore, this reasearch aims at the development of
nanocapsules containing oleo resin of plant species with cosmetic purpose. For this, the
principle was carried out physico-chemical characterization of two lots of Andiroba oil from
coming from different cooperatives in the interior of Amazonas. The nanocapsules were
prepared from the oil showed better results at this stage of characterizing, using the method of
interfacial deposition of a preformed polymer. The suspension of nanocapsules was
characterized as the relative density, pH, zeta potential, particle size, and evaluation of the
rheological stability. The results show that it is possible to obtain a suspension of
nanoparticles by the method used. However, improvement is needed of the technique and

addition of other tests are useful to demonstrate the efficiency of encapsulation.

Keywords: Carapa guianensis, nanocapsules, Andiroba oil resin.



SUMARIO

LINTRODUGAO. ... e 6
1.1 ODJEtIVO ZETAL......iiiiiiiiiieiiie ettt et te e et e e e sttt e e e stbeeeseatsaeeensbeeessnsseeesnsseaenns 7
1.2 ODbjetivos @SPECIIICOS ..verreietireeiiiiieeeit e ettt te et e et e st ee e et e e s sneeeeeeeeeeeeeas 7
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........oooomiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 8
2.1 CaraPa GUIATNIETISIS ..ceeuvteeeeeiiieeeeteeeeeeeteeeeeeteeeaanetee e e aaeeeeanateeeanseeeeaanseeeeeanseeesannneeas 8
2.1.1 ASPECLOS ZOTAIS ...vveeeieriieeeeirieeeesiiteeeeirteeesstreeessssaeesssseeesassseeesassseeessssseessssseeenns 8
2.1.2. Aspectos farmacObDOtANICOS .. .ceuurereeiieeeiiitieeeeiee et e et e et e e e 2
2.1.3 Aspectos etnofarmacolOZICOS. ... ...eieeriiieeiiiiieeiiiee et e eeiree e e e e eereeeeeaaeees 10
2.1.4 Aspectos farmacolOZICOS .......ceecviieeeiriieeiiiieeeeiiee et eeeeiree e e ereeeesaaeeeeesaeees 10
2.1.5 ASPectos fItOQUIMICOS. ....eeueeeeeeiiieeeetiee ettt ee et e et ee et ee e et e e e eeeeeneeeens 11
2.2 Nanoparticulas POIMETICAS ......eciieieiiiiieieeee ettt e e e e ettt re e e e e e eiirrreee e e s ereeaereeeeeeas 12
2.2.1 Aplicagdes das nanoparticulas polimericas............cceevueerueernieenieeeiieeniee e 13
2.3 Preparacao das nanopartiCulas ...........cocueeiuieriiieenieeniie e 13
2.4 Polimeros biodegradaveis ..........ccvieeeiiiiiieeiciiie e e eeieee e iiee e e ereee e erae e e seraeeeenenes 14
2.5 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas ...........ccccceeeeevivvcniieeeeeecseiiveeennn. 15
2.5.1. Avaliagc@o MOTfOlOZICA ... .eeiiieiiiieeeiee e 16
2.5.2 Distribuicdo do tamanho de particulas..........c.cceeevvueeriieeniiinnieeiieeneee e, 16
2.5.3 POtenCial ZEta.......ccoouuiiriiiiiiieniiceiiec e s 16
2.5.4 Determinacgao da taxa de associagdo e da forma de associagdo do farmaco....... 17
2.6 Estabilidade de suspensdes de nanoparticulas polimeéricas ............ccovveeerueeriiveennnennnn 17
3. METODOLOGIA.......coooiiiiie ettt ettt ettt 18
4. RESULTADOS E DISCUSSAO ........ooooioiieeeeeeeeeee e 23
5. CONCLUSAOQ ..ottt 31

REFERENCIAS ..o e e e 32



1. INTRODUCAO

Os oleos vegetais tém adquirido grande destaque como matéria-prima ativa bastante
promissora. Sdo substancias produzidas por plantas, muitas vezes como mecanismo de defesa
contra algum agente patogénico, mas que apresentam interessantes atividades biologicas
(MORETTI et al., 2002). Além disso, os 6leos vegetais sdo rapidamente metabolizados pelo
organismo, ndo apresentando metabolitos toxicos (MORETTI et al., 2002; SIMOES e
SPITZER, 2003).

O dleo de Carapa guianensis, denominado popularmente como 6leo de andiroba, ¢
conhecido mundialmente por suas propriedades terapéuticas e cosméticas (PENIDO et al.,
2005; PENIDO et al., 2006; COSTA-SILVA et al., 2007; VEIGA JUNIOR et al., 2007).

Na medicina indigena, o 6leo de andiroba é muito utilizado como anti-reumatico, anti-
inflamatorio e cicatrizante. Os estudos comprovaram essas propriedades terapéuticas
(PENIDO et al., 2005; PENIDO et al., 2006). E usado também na fabricacdo de velas
repelentes contra insetos, sabonetes e cosméticos.

Apesar das diversas vantagens e das perspectivas promissoras dos oleos oriundos de
espécies vegetais, existem vdarios obsticulos tecnologicos que dificultam o emprego e
comercializacdo dos mesmos, tais como patentes de processo extrativo, baixa solubilidade,
aptidao a oxidagdo, odor e sabor desagraddveis. Tais obstaculos tém que ser solucionados
antes que estes compostos possam ser efetivamente utilizados (MORETTI et al., 2002). Neste
contexto, as nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, representam
interessante alternativa tecnologica para veiculacdo desses Oleos vegetais e viabilidade de
comercializacdo, uma vez que representa um novo produto tecnologico com vantagens de
aumentar a estabilidade do oleo e favorecimento para a elaboracdo de uma forma

farmacéutica com mascaramento do odor caracteristico desses 0leos.



Poucas sdo as pesquisas voltadas para a veiculacdo de Oleos vegetais através de
sistemas nanopoliméricos e as existentes demonstram sua eficicia na prote¢do dos Oleos
contra degradacdo ambiental, permitem modular sua liberagdo, além de prevenir a evaporacao
no caso dos oleos volateis (LAI ef al., 2006). Nesse sentido, a elaboracdo de nanocapsulas,
onde o nticleo oleoso € o proprio 6leo de andiroba, representa uma grande oportunidade
terapéutica e econdmica, uma vez que as nanocapsulas podem viabilizar o desenvolvimento
de uma forma farmac€utica cosmética e/ou cosmec€utica com seguranca e eficacia
comprovada.

Estudos para a obtencdo de emulsdes a partir do 6leo de andiroba e avaliagdo de
estabilidade foram iniciados pelo nosso grupo de pesquisa. As emulsdes contendo 6leo de
Andiroba foram obtidas com sucesso utilizando Span® 80 e Tween® 20 como surfactante, no
entanto, ndo apresentaram boa estabilidade a longo tempo, justificando maiores estudos para
otimizacdo de formulag¢des em sistemas dispersos (FERREIRA et al., 2010).

Sendo assim, o presente trabalho ¢ de grande importancia para a Regido Amazonica,
uma vez que representa o inicio de pesquisas relacionadas com estudos de processamento

tecnoldgico e desenvolvimento de formas farmacéuticas.

1.1 Objetivo geral

Desenvolver nanocéapsulas contendo 6leo resina da espécie vegetal Carapa guianensis.

1.2 Objetivos especificos
e (Caracterizar fisico-quimicamente o 6leo vegetal de Carapa guanensis;
e  Preparar a suspens@o de nanocapsulas;

e (aracterizar a suspensao de nanocapsulas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carapa guianensis
2.1.1 Aspectos gerais

Espécie conhecida, popularmente, como andiroba. Este termo provém da lingua
indigena (“landi”, 6leo e “rob”, amargo). Pode ser encontrada no sul da América Central,
como também na Coldmbia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Brasil, Peru, Paraguai e
nas ilhas do Caribe (PENNINGTON et al., 1981). No Brasil, é encontrada em toda a bacia
Amazoénica, preferencialmente, nas varzeas e 4areas alagaveis ao longo dos igapos;
frequentemente estd associada com ucuuba (Virola guianensis) e seringueira (Hevea

brasiliensis) (CAVALCANTE et al., 1986).
2.1.2  Aspectos farmacobotianicos (FERRAZ et al, 2008)

Arvore: Pode atingir até 55 metros de altura. Possui um fuste cilindrico e reto de 20-
30 metros, podendo apresentar sapopemas. Tem uma copa de tamanho médio, densa e
composta por ramos eretos ou com leve curvatura, proporcionando uma sombra intensa. A
casca ¢ grossa e amarga e apresenta uma colora¢do avermelhada. A casca se desprende,

facilmente, em grandes placas (Figura 1).

Folhas: sao compostas, alternadas e paripinadas, com um vestigio de um foliolo
terminal, tomentoso e glandular. Foliolos opostos ou sub-opostos de 3 a 10 pares, de 10-50 cm
de comprimento ¢ de 4-18 cm de largura, possuem margens inteiras e apresentam um tom
verde-escuro brilhante na superficie superior e glabra na superficie inferior com pelos simples

€ €Sparsos na nervura central.



Flor: pequena, com pétalas de, no maximo, 8§ mm de comprimento, unisexual, sésseis

ou sub-sésseis, glabras, subglobosas de cor branca a creme, levemente perfumada.

Frutos: capsula globosa e subglobosa com 4-6 valvas, indeiscente ou deiscente que se

separam com o impacto da queda do fruto (PENNINGTON et al., 1981).

Sementes: de coloracdo marrom, possuem suas laterais anguladas devido a
compressdo mutua. As sementes de um mesmo fruto podem apresentar uma grande variagdo

em tamanho (Figura 2).

Figura 1 — Arvore de C Figura 2 — Frutos com sementes de C.
guianensis guianensis

FONTE: Retirado de FONTE: Retirado de
<salveoplaneta.spaceblog.com.br> <fitoterapia heloisawm.blogspot.com>
Acesso em: 14 de junho de 2012 Acesso em: 14 de junho de 2012.

Oleo de andiroba: o dleo que ¢ extraido das sementes possui cor amarelo-
transparente, solidifica em temperaturas inferiores a 25 °C, com consisténcia parecida com a
vaselina, tem sabor amargo, e rancifica rapidamente apds a extracdo das sementes pelo

processo artesanal, sendo considerado impréprio para a alimentagdo (SILVA, 2005).



10

A extracdo do 6leo de andiroba das sementes é realizada por 2 métodos distintos

(FERRAZ et al, 2002):

. Método artesanal — processo usado pelas comunidades indigenas e caboclas que
consiste em cozinhar as sementes frescas em agua por 2 as 3h, em seguida colocé-las em
descanso na sombra por algumas semanas. Ao iniciar o processo de desprendimento do dleo,
as sementes sd3o descascadas e amassadas. A massa obtida da semente ¢ entdo colocada sob o

sol numa calha inclinada para que o 6leo escorra gradativamente.

J Método industrial — consiste em quebrar as sementes em pedacos cada vez menores e

coloca-los numa estufa a 60 - 70°C. Depois, o material ¢ prensado sob 90°C.

2.1.3 Aspectos etnofarmacoldogicos

O 6leo da andiroba € usado para preparagdo de sabdo e cosméticos. Também pode ser
utilizado como repelente. Em pequenas quantidades, o 6leo ¢ muito usado contra distensoes
musculares e demais alteragdes dos tecidos cutdneos. Na medicina indigena, ¢ utilizado como
anti-reumatico, anti-inflamatorio e cicatrizante O cha da casca e das flores, também, pode ser
usado como remédio para combater infec¢do bacteriana. O cerne ¢ utilizado como fungicida

(HAMMER & JOHNS, 1993).

2.1.4 Aspectos farmacologicos

Estudos farmacoldgicos tém demonstrado que as principais atividades atribuidas ao
oleo de Carapa guianensis sdo as atividades anti-inflamatdria e analgésica, principalmente

quando se refere ao tratamento de reumatismo e artrites (HAMMER, 1993; LORENZI, 2002).

Penido (2005) , através de pesquisas in vivo, concluiu que o 6leo de andiroba apresenta
notaveis propriedades anti-alérgicas e de anti-hiperalgesia, que estdo intimamente ligadas aos

seus constituintes quimicos.
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A avaliagdo da atividade repelente foi realizada utilizando larvas de Aedes aegypti,

onde se observou um elevado potencial MENDONCA et al., 2005).

O potencial carapaticida do d6leo de andiroba foi avaliado sobre fémeas ingurgitadas de
Anocentor nitens e Rhipicephalus sanguineus, coletadas manualmente, de equinos e de caes
naturalmente infestados, respectivamente. Observou-se mortalidade das fémeas ingurgitadas e
reducdo de postura, neste caso, com ovos inférteis, demonstrando eficacia de 100% nas duas
espécies em todas as diluicdes testadas e a potencialidade do uso do extrato de andiroba

contra estes parasitas (FARIAS et al., 2009).

Em estudos de toxicidade reprodutiva com ratas Wistar, durante 45 dias com
administracdo oral do 6leo de andiroba, apos analise dos indices de fertilidade, viabilidade,
lactagdo, gestagdo, relagdo prole/mae, percentual de natimorto e massa corpdrea da prole, foi
visto que o 6leo de andiroba nao induziu toxicidade materna, efeito abortivo, assim como ndo
alterou o desenvolvimento normal da prole e seus pardmetros comportamentais (COSTA-
SILVA et al., 2006). Dessa forma, estes resultados sugerem que o 6leo possui baixo

potencial teratogénico.

2.1.5 Aspectos fitoquimicos

O dleo de Carapa guianensis é constituido principalmente de acido palmitico, oléico
(quase 50%) e linoléico, além de uma fracdo constituida de limonoides, que sdo os provaveis
responsaveis pela atividade bioldgica do 6leo (AMBROZIM et al., 2000; AMBROZIM et
al., 2006). Ja foram isolados deste oOleo sete limondides: 17B-hidroxiazadiradiona, 6a-
acetoxigedunina, 7-deacetoxi-7-oxogedunia, deacetilgedunina , andirobina, gedunina , metil-
angolesato (AMBROZIN et al., 2006; SILVA et al., 2009).

Quimicamente, os limondides sdo tetranortriterpendides altamente oxigenados

(SILVA, 2009; MOHAMAD et al., 2009) polaridade moderada, insoluvel em agua, todavia
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soluvel em hidrocarbonetos, alcool ¢ acetona (ROY et al., 2006). Sua rota biossintética tem
origem em um triterpeno que gera um tetranortriterpenodide pela perda de quatro atomos de
carbono do precursor original, essa rota envolve varias reagdes que levam a formagdo de
diferentes estruturas, mas que, geralmente, possuem 26 atomos de carbono no esqueleto

basico (SIMOES, 2007).

2.2 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas sdo definidas como dispersdes de particulas ou particulas so6lidas
com um tamanho na faixa de 10-1000 nm. O termo nanoparticula ¢ um nome geral usado para
designar nanosferas e nanocapsulas, as quais a diferenca entre si estd na composicdo e

organizacdo estrutural (SCHAFFAZICK et al., 2003).

As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares carregadores de farmacos formados por uma
membrana polimérica disposta ao redor de um ntcleo oleoso, podendo o farmaco estar
disperso ou dissolvido no nucleo lipofilico e/ou adsorvido a parede polimérica (REIS et al.,
2006; JAGER, 2008). Quanto as nanoesferas, estas ndo apresentam niicleo oleoso em sua
composi¢ao, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido e/ou

adsorvido, como mostra a figura 3 (JAGER, 2008; REIS et al., 2006; SCHAFFAZICK et al.,

2003 ):
Nanocapsulas Manoesferas
Parede o O Matriz
polimérica o polimérica
o o
, o
Muicleo o_0O
ocleaso =
Farmaco a) b) c) d armaco
Represenragdo esquemdtica de nanocdpsalas e nanoesferas

poliméricas: a) farmaco dissolvido no micleo oleoso das nanocdpsulas; b)
Sedrmaco adsorvido a parede polimérica das nancocdpsulas; o) fadrmaceo retido
na matriz polimérica das nancesferas; d) fiarmaco adsorvido ow disperso

malecularmente na marviz polimérica das nanoesferas)

Figura 3 - Nanoparticulas poliméricas FONTE: SCHAFFAZICK et al., 2003
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2.2.1 Aplicacdes das nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas t€m sido desenvolvidas visando inumeras aplicagdes terapéuticas,
sendo planejadas, principalmente, para administracdo parenteral, oral ou oftadlmica. Uma das
areas mais promissoras na utilizacdo das nanoparticulas ¢ a vetorizagdo de farmacos
anticancerigenos e de antibidticos, principalmente, através de administracdo parenteral,
almejando uma distribuicdo mais seletiva dos mesmos e, assim, um aumento do indice
terapéutico. Com relacdo a administracdo oral de nanoparticulas, as pesquisas tém sido
direcionadas especialmente a: a) diminui¢do dos efeitos colaterais de certos farmacos, os
quais causam frequentemente, irritacdo a mucosa gastrintestinal e b) protecdo de farmacos
degradaveis no trato gastrintestinal como: peptideos, proteinas e/ou hormonios; aumentando a
biodisponibilidade dos mesmos. Outro grande interesse nas nanoparticulas ¢ sua
administracdo oftalmica, visando o controle da liberagao, o aumento da biodisponibilidade
ocular e/ou a diminui¢do dos efeitos colaterais devido a absorcao sist€émica de certos farmacos

(SCHAFFAZICK, 2003).

2.3 Preparacio das nanoparticulas

Existem varios métodos descritos na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, mas de uma forma geral sdo classificados em métodos baseados na
polimerizagao in situ de mondmeros dispersos (cianoacrilato de alquila) ou na precipitagao de
polimeros pré-formados, tais como poli (acido latico) (PLA), poli (&cido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA), pol i(e-caprolactona) (PCL) e, ainda, os copolimeros do acido metacrilico
e de um éster acrilico ou metacrilico (REIS et al., 2006; JAGER, 2008). Na figura 4 podem

ser observadas as diferentes etapas dos diferentes métodos de preparagdo de nanoparticulas:
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Independente do método de preparacdo, os produtos sdo obtidos como suspensdes

coloidais aquosas. Entretanto, durante o tempo de armazenamento, pode ocorrer a agregacao

das nanoparticulas no meio, resultando na formagao de precipitados (SCHAFFAZICK, 2003).

2.4 Polimeros biodegradaveis

A aplicacdo de materiais poliméricos para propositos médicos estd crescendo muito

rapido e, t€m sido evidenciado em diversos campos como engenharia de tecidos, implante de

dispositivos médicos e orgdos artificiais, proteses, oftalmologia, odontologia, reparo dsseo ¢

outros (CABRAL, 2005).

Sistemas poliméricos de liberacdo de farmacos sdo largamente utilizados e ndo so

permitem uma liberagdo lenta e gradual do ingrediente ativo, como também podem

possibilitar o direcionamento a alvos especificos do organismo, como sitios de inflamagdo ou

tumor. Polimeros biologicamente degradaveis incluem, portanto:
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Polimeros naturais: sdo sempre biodegradaveis como, por exemplo, o colageno, a
celulose e a quitosana, os quais sdo muito utilizados como matrizes em libera¢do de farmacos.
Um exemplo ¢ a aplicacdo de quitosana enxertada com poli (acido acrilico), formando um
copolimero na confeccdo de nanoesferas para se estudar a liberagdo controlada em fungao do
tempo, utilizando-se de eosina, um corante soltivel em agua, como marcador.

Polimeros naturais modificados: um problema encontrado em polimeros naturais ¢é
que eles freqiientemente levam muito tempo para degradar. Isto pode ser resolvido
adicionando-se grupos polares as cadeias, que por serem mais labeis podem diminuir o tempo
de degradacdo. Exemplos destas modificagdes podem ser a reticulagdo de gelatina utilizando-
se formaldeido e de quitosana utilizando-se glutaraldeido. Modifica¢des enzimaticas também
sdo utilizadas, como a transformagdo de quitosana por tirosinase.

Polimeros sintéticos: sdo também largamente utilizados, como por exemplo, poli
(etileno), poli (alcool vinilico), poli (4cido acrilico), poli (acrilamidas), poli (etilenoglicol) e
poliésteres. Estes ultimos sdo mais utilizados pelo quimico e t€ém no poli (glicolide) o
polimero alifatico linear mais simples. O mondmero glicolide ¢ sintetizado a partir da
dimerizacgao do acido glicolico e a polimerizagao por abertura de anel leva a materiais de alta

massa molar, com aproximadamente 1-3% do monémero residual (MIDDLETON, 2002).

2.5 Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas

2.5.1 Avaliacao morfolégica

Fornece informagdes a respeito da forma e tamanho das nanoparticulas. Para esse fim,
se utilizam as microscopias eletronicas de varredura (MEV) ou de transmissao (MET).
Através deste ultimo, é possivel diferenciar nanocapsulas de nanoesferas, obtendo-se até
mesmo a determinacgdo da espessura da parede das nanocapsulas. Outra técnica que também

tem sido empregada é a criofratura e a microscopia de forca atomica, a qual fornece
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informagdes com alta resolugdo em trés dimensdes, em escala nanométrica, sendo capaz ainda
de resolver detalhes de superficie em nivel atomico (SCHAFFAZICK, 2003). Feng e
colaboradores (2001) empregaram esta técnica visando um estudo morfologico mais
detalhado de nanoesferas de PLGA, preparadas empregando-se diferentes emulsificantes.
Através do estudo, foi verificada uma topografia complexa na superficie das particulas e,
mediante a analise seccional das amostras, foi revelada a presenca de pequenas cavidades e de
poros.

2.5.2. Distribuicdo de tamanho de particula

Ap0s a preparacdo, as nanoparticulas apresentam uma distribui¢do unimodal, com um
baixo indice de polidispersdo. Os métodos utilizados para determinar a distribuicdo de
tamanho de nanoparticulas consistem em espectroscopia de correlagdo de fotons e MEV
(Microscopia eletronica de varredura) ou MET (Microscopia eletronica de transmissao)
(SCHAFFAZICK, 2003).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para analisar os fatores que afetam o diametro
das nanoparticulas. Sabe-se que a composi¢do das nanoparticulas e o método de preparacdo
das mesmas sdo fatores determinantes do didmetro médio e da polidispersio das
nanoparticulas. No caso das nanocapsulas um fator de grande influéncia ¢ o 6leo utilizado
como nucleo (SCHAFFAZICK, 2003).

2.5.3 Potencial zeta

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual ¢ influenciado
pelas mudangas na interface com o meio dispersante, em razao da dissociacdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies iOnicas presentes no meio
aquoso de dispersdao (ALONSO apud SCHAFFAZICK, 1991). Este parametro ¢ determinado

utilizando as técnicas de eletroforese.
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Os fosfolipideos (lecitinas), os poloxamers (copolimeros dos oxidos de etileno e de
propileno) e os polimeros constituintes das nanoparticulas sdo os principais componentes
presentes nas formulacdes capazes de influenciar o potencial zeta (LEGRAND, 1991).

Em moddulo, um valor de potencial zeta relativamente alto € importante para uma boa
estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes forcas repulsivas tendem a

evitar a agregacdao em fungao das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes.

2.5.4 Determinacao da taxa de associacio e da forma de associacio do farmaco

Devido ao tamanho reduzido das nanoparticulas ¢ bastante complexo definir a
quantidade de farmaco associado a elas. Uma técnica bem utilizada ¢ a ultracentrifugagdo, na
qual a concentragao de farmaco livre, presente na suspensao, ¢ determinada no sobrenadante,
apos a centrifugacdo. Por sua vez, a concentragdo total do farmaco ¢ determinada pela
completa dissolugao das nanoparticulas em solvente adequado (SCHAFFAZICK, 2003).

Outra técnica que também ¢ bastante utilizada ¢ a ultafiltracdo-centrifugacdo, na qual
uma membrana ¢ empregada para separar parte da fase aquosa dispersante da suspensao

coloidal (LEGRAND, 1991).

2.6 Estabilidade de suspensdes de nanoparticulas poliméricas

Normalmente, as suspengdes coloidais ndo possuem a tendéncia a separagdo de fases,
até alguns meses apos a preparagdo, pois o processo de sedimentacdo ¢ lento devido ao
pequeno tamanho das particulas e ao movimento browniano que minimiza esse
acontecimento. Contudo, com o passar do tempo, pode ocorrer a aglomeragao de particulas e
sua posterior sedimentagdo. Existem varios fatores que influenciam nesse processo, como por
exemplo, a adsorcdo de moléculas ativas a superficie das nanoparticulas e a presenca de

tensoativos adsorvidos (MOLPECERES, 1997)
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A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio aquoso pode ser
limitada, devido aos problemas de baixa estabilidade fisico-quimica, em periodos de
armazenamento prolongados. As principais limitacdes sdo a agregacdo das particulas, a
estabilidade quimica do polimero, do fairmaco ou de outras matérias-primas e, ainda, a
liberag@o prematura da substancia ativa (SCHAFFAZICK, 2003).

Tendo em vista que estes problemas fisico-quimicos e microbiologicos possam ser
retardados ou evitados através de uma operacao de secagem, vém crescendo o interesse pelo
desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas de nanoparticulas, ampliando as
perspectivas para a utilizagdo clinica destes sistemas carreadores de farmacos. A desidratagao
das suspensoes de nanoparticulas tem sido realizada através das operagdes de sublimacdo

(liofilizagdo) ou de aspersdo (“spray-drying” ou nebulizacdo) (PETROVICK, 2000).

3. METODOLOGIA

3.1 Material vegetal

Oleo vegetal de Carapa guianensis oriundos dos municipios de Tapauid — AM e

Canutama - AM, extraido através de método artesanal.
3.2 Caracterizaciio dos oleos vegetais

Foram caracterizados quanto as suas propriedades quimicas e fisico-quimicas, através

da determinacao dos ensaios descritos abaixo:
3.2.1 Caracterizacio organoléptica: observagdo visual de cor, odor e sabor.

3.2.2 Densidade relativa: foi determinada utilizando picnémetro de acordo com

metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (F. BRAS. V, 2010).

3.2.3 Indice de refragdo: utilizando refratdmetro de acordo com a Farmacopéia

Brasileira (F.BRAS. V, 2010).
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O indice de refracdo foi determinado a 20°C no comprimento de onda de 589,3 nm.

3.2.4 Avaliacio do comportamento reoldgico (VOIGT e BORNSCHEIN, 1982;

MARTINI e col., 2007)

Foi realizada com auxilio de viscosimetro rotacional digital Brookfield, as velocidades
de rotagdo e os spindle foram selecionados com base em determinag¢des preliminares. Assim,

foi escolhido o spindle LV 6,2.
3.2.5 Indice de Acidez (F.BRAS. V, 2010)

Expressa, em miligramas, a quantidade necessaria de hidroxido de potassio para a

neutralizacdo dos acidos graxos livres em 1 g de amostra.

Pesou-se cerca de 10 g de 6leo vegetal em erlenmeyer de 250 ml. Adicionou-se 50 ml
de uma mistura de partes iguais etanol:éter (v/v) e o indicador fenolftaleina. Apds
solubilizacdo completa, titulou-se com hidréxido de potassio 0,1M até observagdo da cor rosa

palida persistente por 15 segundos.
O indice de acidez foi determinado pela seguinte formula (1):

5,610n
m

IA =

Onde: n= volume em ml de KOH gasto na titulagdo e m= massa de amostra em gramas
3.2.6 Indice de saponificacio (F. BRAS. V, 2010)

Expressa, em miligramas, a quantidade de hidroxido de potassio necessaria para

neutralizar os acidos livres e saponificar os ésteres existentes em 1 g de substancia.

Pesou-se 2 g de oleo vegetal em erlenmeyer de 250 ml, adicionaram-se 25 ml de
hidréxido de potéssio alcoodlico 0,5M SV. Acoplou-se o condensador de refluxo vertical ao

frasco e este ficou, sob agitacdo, em banho-maria por 30 minutos. Adicionou-se 1ml de
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fenolftaleina e titulou-se o excesso de hidroxido de potassio alcodlico 0,5 M SV com acido

cloridrico 0,5 M SV. Procedeu-se a determina¢do do branco.
O indice de saponificagdo foi fornecido pela seguinte formula (2):

IS = V.f.28,05 @

m

Onde: V = volume de HCI 0,5M corrigido consumido, f = fator de corre¢do do HCI, se

houver e m= massa em g do dleo
3.2.7 indice de Esteres (F.BRAS. V, 2010)

Expressa a quantidade de hidroxido de potdssio, em miligramas, necessaria para a
saponificagdo dos ésteres presentes em 1 g da amostra. E calculado a partir do indice de

saponificagdo (IS) e do indice de acidez (IA), conforme a formula (3):
[E=IS-1A (3)
3.2.8 indice de peréxidos (F.BRAS. V, 2010)

E o nimero que exprime, em miliequivalentes de oxigénio ativo, a quantidade de

peroxido em 1000 g de substancia.

Pesou-se 5 g da amostra de d6leo vegetal em erlenmeyer de 250 ml. Adicionou-se 30
ml de uma mistura de acido acético glacial e cloroférmio (4:3 v/v). Agitou-se até dissolucao
da amostra e juntou-se 0,5 ml de solucdo saturada de iodeto de potassio. Agitou-se durante 1
minuto, exatamente, ¢ adicionou-se 30 ml agua. Titulou-se com tiossulfato de sodio 0,01 M,
adicionando, lentamente, sem cessar a agitacdo energética até que a coloracdo amarela tivesse
quase desaparecido. Acrescentou-se 5 ml de solucdo de amido. Continuou-se a titulacdo
agitando energicamente, até desaparecido da coloracdo. Realizou-se ensaio em branco nas

mesmas condigoes.

Calcula-se o indice de peroxidos pela seguinte formula (4):
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10.(n1—-n2)

IP= ——— @4

—— @
Onde: nl= volume em ml de tiossulfato de sodio 0,01 M
consumidoob n2 = volume em ml de tiossulfato de sédio 0,01 M

consumido no branco.

3.3 Desenvolvimento das nanocapsulas

3.3.1 Preparacio das nanocapsulas

As suspensodes de nanocapsulas foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial
de um polimero pré-formado (FESSI e col., 1989; SPEISER, 1998) empregando-se como o0s

seguintes constituintes:

- Fase organica: 6leo de andiroba ..........cccceeevveeeennnnn. 0,825 mL
SPan 60®..........cceeevererreiieeeeee e 191,5 mg (tensoativo lipofilico)
poli-g-caprolactona ............cccceeeeunenne. 250,0 mg (polimero)
acetona P A......coooiiviiiieceeee 133,5 ml
- Fase aquosa: tween 80® ........cccocveevveiveniieeiieenieeenenn 191,50 mg (tensoativo hidrofilico)
agua destilada........ccccooeviininiencneennne 133,25 ml

3.3.2 Técnica de preparacao

A fase organica, apos mistura dos componentes, foi vertida lentamente sobre a fase
aquosa, mantida sob agitacdo moderada. De acordo com esta técnica de preparagdo, as
nanocdpsulas se formam imediatamente apds mistura das fases dando origem a uma

suspensdo coloidal a qual foi concentrada a um volume final de 50 ml utilizando-se rotavapor.

3.4 Caracterizaciio da suspensdo de nanocapsulas

3.4.1 Densidade relativa da suspensao de nanocapsulas: foi determinada utilizando
picndémetro de acordo com metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (F. BRAS. V,

2010).
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3.4.2. Determinacio do pH da suspensio de nanocapsulas: foi determinada
utilizando um potencidmetro digital calibrado com solugdo tampao pH 4 e 7. O teste foi

realizado em triplicata, de acordo com a metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (F.

BRAS. V, 2010).

3.4.3 Analise morfologica das nanoparticulas: foi realizada utilizando microscopio

invertido (Leica), para avaliacdo da conformagdo da nanoparticula.

3.4.4 Determinacio do potencial zeta: o potencial zeta das nanocapsulas foi

estabelecido em equipamento Zetasizer® (MULLER e SCHUHMANN, 1996).

3.4.5 Avaliacio do comportamento reoldgico (VOIGT e BORNSCHEIN, 1982;

MARTINI e col., 2007)

Foi realizada com auxilio de viscosimetro rotacional digital Brookfield, as velocidades
de rotacdo e os spindle foram selecionados com base em determinagdes preliminares. Assim,

foi escolhido o spindle LV 6,2.
3.4.6 Teste de centrifugacio (SEILLER e PUISIEUX, 1983)

A avaliacdo da estabilidade das formulagdes frente 4 centrifugacdo foi realizada
empregando-se 5 g da amostra de suspensao de nanocapsulas, centrifugando-se a 3000 rpm,

durante 30 minutos.
3.5 Estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos através de média aritmética e desvio

padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacgao dos oleos vegetais

Os dados de caracterizagdo fisico-quimica dos 6leos sdo fundamentais para direcionar
a aplicacdo dos mesmos e atestar o estado de conservacdo. Mediante os resultados expressos
na tabela 1, observou-se que o 6leo em melhor estado de conservagdo ¢ o oriundo do segundo
lote, pois apresentou valores mais adequados quanto aos indices analisados, apresentando
assim menor nivel de oxidacdo. Dessa forma, utilizou-se o 6leo derivado do segundo lote para

a preparagao das nanocapsulas.

Ensaios

Lote 1
X =£s

Lote 2
X=£s

Identificac@o organoléptica

Liquido denso, amarelo
escuro, odor
caracteristico-aromatico,
sabor amargo e

Liquido denso, amarelo
pardo, odor
caracteristico-aromatico,
sabor amargo e

desagraddvel. desagradavel.
Densidade relativa (g/ml) 0.907+3.21 0.872 + 0.06
Indice de refragdo 1.464 1,502
Indice de acidez (mgKOH/g) 2355+0.112 13.65+2.74
indice de saponificagio
(mgKOH/g) 198,20+2,67 47,33+2,46
Indice de ésteres (mgKOH/g) 174.65 44.87

Indice de perdxidos

Nao apresentou

Nao apresentou

Tabela 2 — Caracterizag@o dos 6leos vegetais.
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Quanto ao comportamento reoldgico, o o6leo de andiroba apresentou um
comportamento newtoniano, ou seja, com o aumento da velocidade a viscosidade ficou

constante e permaneceu assim, como pode ser observado no grafico (1):
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Grafico 1 — Reograma do 6leo de andiroba

4.2 Caracterizacao da suspensio de nanoparticulas

De acordo com Fessi (1989), apos a fase organica ser vertida sobre a fase aquosa, se a
suspensdo resultante apresentar aspecto leitoso ¢ indicativo da formacdo de nanocapsulas, ¢
isso foi observado na suspensdo preparada, cujas caracteristicas fisico-quimicas estdo

descritas na tabela (4).
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Ensaios Resultados

X=+s

Aparéncia , . .
Liquido branco leitoso.

Densidade relativa

0,982 g/ml
H
p 4,1
Potencial zeta -35,1 £0,7

Tamanho das nanoparticulas 399,546.45 nm

Indice de polidispersao 0.498+0,28

Tabela 4 — Caracterizagdo da suspensdo de nanoparticulas

A densidade apresentou-se proxima a densidade relativa da 4gua, e o pH mostrou-se
levemente acido.

As particulas apresentaram, em modulo, um potencial zeta alto, o que ¢ um bom
parametro para a estabilidade fisico-quimica da suspensao de nanocapsulas, pois previne que
as nanoparticulas se agreguem (SCHAFFAZICK, 2003).

O tamanho das nanoparticulas, geralmente, varia entre 100 ¢ 500 nm. No entanto,
particulas acima de 300 nm sdo mais rapidamente reconhecidas pelo sistema fagocitario
mononuclear ¢ facilmente retiradas da circulagio (LEGRAND et al, 1999). Portanto, o
tamanho médio das nanoparticulas analisadas apresentou um tamanho dentro do esperado,
porém o ideal seria abaixo de 300 nm. No entanto, esse valor pode representar um valor nao
real, pois a amostra de suspensdo de nanoparticulas passou por um congelamento indevido, o

que pode ter levado a uma agregacdo de particulas, aumentando o tamanho das mesmas e
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fazendo com que elas ndo apresentassem uma uniformidade de tamanho entre si, por isso,

elevando o indice de polidispersdo.

4.2.1 Comportamento reoldgico da suspensio de nanoparticulas

A avaliagdo do comportamento reoldgico demonstrou que a suspensdo de
nanoparticulas ndo apresentou histerese, ou seja, embora a viscosidade modifique com o
aumento da tensdo de cisalhamento, esta permanece igual na retirada da tensdo. Isso
demonstra que a suspensdo ndo apresentou tixotropia, ou seja, retornou ao ponto original apos
cada tensdo cizalhamento. No entanto, demonstrou um comportamento dilatante, visto que, a

viscosidade aumentou com o aumento da velocidade de cisalhamento (grafico2).
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Grafico 2 — Reograma da suspensdo de nanoparticulas.

4.2.2 Analise morfolégica

Para ter uma ideia a respeito da morfologia das nanocapsulas foi realizada uma
avaliacdo da suspensdao de nanoparticulas em microscopio invertido e também foi feita uma
comparagdo com a morfologia apresentada por nanoemulsdes (cedidas pelo laboratorio de

Desenvolvimento Galénico da UFRGS).
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Na figura 5, especialmente na particula circulada de vermelho, pode ser visualizada
uma estrutura que apresenta um envoltorio espesso, com um nticleo oleoso. A partir, dessas

caracteristicas pode-se sugerir a formac¢ao de nanocapsulas.

Figura 5 — Morfologia microscopica de nanocapsulas

Na figura 6, a qual representa a analise morfologica de nanoemulsdes, pode-se
diferenciar claramente quanto ao aspecto estrural das nanocapsulas. As nanoemulsdes
apresentam-se maiores, refringentes, com envoltério menos espesso, aparentando o 6leo estd

mais exposto.



28

Figura 6 — Morfologia microscopica de nanoemulsdes

4.2.2 Teste de centrifugacio

O teste de centrifugacdo ¢ um dos parametros que demonstra o nivel de estabilidade.
Na figura 7, o tubo a esquerda corresponde a suspensao de nanoparticulas que ainda ndo havia
sido submetida a centrifugacdo, por isso ¢ possivel visualizar que a suspensao apresenta-se

homogénea, sem separacao de fases e sem sedimento no fundo do tubo.

Figura 7 — Tubos antes e ap0s o teste de centrifugagdo
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O tubo a direita mostra a suspensdo apos ter sido submetida a centrifugagdo. E
possivel visualizar um sedimento ao fundo do tubo e uma goticula de 6leo. Este resultado
sugere que houve rompimento de nanocapsulas e, por isso, ocorreu deposicdo de polimeros e
liberagdo de 6leo, o que demonstra que sdo necessarios maiores estudos para aumentar a

estabilidade das nanoparticulas.
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CONCLUSAO

A caracterizagdo fisico-quimica dos dois Oleos, oriundos de fontes diferentes,
demonstrou que apenas um dos 6leos estava em melhor estado de conservacdo, ou seja, com
menores niveis de oxidagdo e menos alterado, por isso, este foi utilizado para compor a
formulacdo da suspensdo de nanocépsulas. Dessa forma, apos a preparagdo das nanocapsulas,
estas foram caracterizadas, e os resultados sugeriram que houve a formacao de nanocéapsulas,
ou seja, o 0leo de Carapa guianensis foi incorporado ao polimero. O método utilizado para a
preparacdo da suspensdo de nanocapsulas mostrou-se eficaz para tal procedimento, mediante
a andlise dos resultados obtidos. No entanto, s@o necessarios maiores estudos para o
melhoramento do método e da formulagdo, para que assim aprimore a viabilidade de obtengdo
de nanocépsulas contendo oleo de Carapa guianensis, e também a estabilidade da suspensao,

podendo assim ser incorporado em cosméticos € compor fitoterapicos.
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