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RESUMO

Os nanocarreadores s&80 materiais nanométricos que podem realizar
transporte de multiplos farmacos e agentes de imagem e biomoléculas. As
nanoemulsdes sao um tipo de nanocarreador, formadas por duas fases imisciveis,
uma aquosa e outra oleosa, estabilizadas por um tensoativo, formando goticulas em
escala nanométrica. A utilizacdo desses sistemas na entrega de farmacos elencam
vantagens como reducdo de toxicidade, aumento na atividade farmacoldgica e da
biodisponibilidade. Muitos produtos naturais, como 0leos e extratos, estdo sendo
utilizados nas formulagcbes por conta de seus componentes bioativos. Porém, a
avaliacdo da oxidacéo lipidica em nanoemulsfes é de grande importancia, tendo em
vista as alteracdes causadas nos compostos lipidicos que as compdem. Desse
modo, seu processo de armazenamento adequado (luz e temperatura) é
fundamental para a sua qualidade. O objetivo deste estudo envolve padronizar um
protocolo de deteccdo e monitoramento da oxidacdo de nanoemulsfes a base de
0leo de pequi expostas a diferentes condicbes de temperatura e exposicédo a luz e
caracterizar suas alteragcfes fisico-quimicas ao longo do tempo. Além disso,
determinar a atividade antioxidante dos 6leos de pequi, buriti e acai em suas formas
livres e nanoemulsificadas. As formulacdes mantidas a temperatura mais altas e/ou
expostas a luz foram mais propicias a oxidarem e esses eventos de oxidacdo sao
tempo dependente nas demais condicbes de armazenamento. As temperaturas mais
baixas minimizaram as taxas de oxidacdo e as mantém fisico-quimicamente mais
estaveis. As nanoemulsdes de pequi e buriti preservaram o potencial antioxidante

dos 6leos e apresentaram maior atividade antioxidante que a formulacao de acai.

Palavras-chave: Caryocar brasiliense, Mauritia flexuosa, Euterpe oleracea,
metodologia, DPPH, método FOX.



ABSTRACT

Nanocarriers are nanometer materials that can carry multiple drugs and
imaging agents and biomolecules. Nanoemulsions are a type of nanocarrier, formed
by two immiscible phases, one aqueous and the other oily, stabilized by a surfactant,
forming droplets on a nanoscale scale. The use of these systems in the delivery of
drugs lists advantages such as reduction of toxicity, increase in pharmacological
activity and bioavailability. Many natural products, such as oils and extracts, are
being used in formulations because of their bioactive components. However, the
evaluation of lipid oxidation in nanoemulsions is of great importance, considering the
changes caused in the lipid compounds that compose them. In this way, its proper
storage process (light and temperature) is fundamental to its quality. The objective of
this study is to standardize a protocol for detection and monitoring of the oxidation of
pequi oil-based nanoemulsions exposed to different temperature and light exposure
conditions and to characterize their physicochemical changes over time. In addition,
to determine the antioxidant activity of pequi, buriti and acai oils in their free and
nanoemulsified forms. Formulations maintained at higher temperature and/or
exposed to light are more propitious to oxidize and such oxidation events are time
dependent on the other storage conditions. The lower temperatures minimize
oxidation rates and keep them physicochemically more stable. Nanoemulsions
preserve the antioxidant potential of oils. The pequi and buriti nanoemulsions

presented higher antioxidant activity than the acgai formulation.

Keywords: Caryocar brasiliense, Mauritia flexuosa, Euterpe oleracea, methodology,
DPPH, FOX method.
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1. INTRODUCAO

1.1 Nanotecnologia e suas aplicagcdes na medicina

A nanotecnologia € uma ciéncia e tecnologia conduzida e manipulada em
escala nanométrica (1 a 100 nanémetros) aplicada em todos os campos da ciéncia.
Suas ideias e conceitos foram inicialmente discutidos a partir da palestra intitulada
“There’s Plenty of Room at the Bottom” pelo fisico Richard Feynman em reunido da
Sociedade Americana de Fisica em 1959. Por se tratar de tecnologia multidisciplinar,
gue consiste na area da fisica, quimica, biologia e medicina, o campo de aplicacéo
da nanotecnologia é vasto, porém os grandes destaques estdo na nanoeletronica,
nanobiotecnologia e nanomateriais (CADIOLI & SALLA, 2015).

A nanociéncia e a nanotecnologia aparecem como uma inovacao industrial ao
representar uma alternativa para o estudo dos fenbmenos e manipulacdo de
materiais na escala atbmica e molecular, pois as propriedades séo significativamente
diferentes daquelas observadas em escalas maiores (ABDI, 2010). Segundo Leary
(2010), nanoestruturas sao fundamentalmente formas diferentes de matérias e mais
gue estruturas quimicas simples. Diferenciam-se das estruturas convencionais nao
s6 pelo tamanho, mas também pela organizacdo e ordem da mecanica quéantica. A
nanotecnologia esta relacionada com materiais e sistemas cujas estruturas e
componentes exibem novas propriedades, fenbmenos e processos fisicos, quimicos
e biologicos significativamente aprimorados devido ao seu tamanho em nanoescala
(CAPPY, STIEVENARD & VUILLAUME, 2002).

O crescente interesse nas aplicacbes médicas da Nanotecnologia levou ao
aparecimento de uma &rea conhecida como nanomedicina (FIGUEIRAS, COIMBRA
& VEIGA, 2014). E uma éarea de grande destaque e tem promovido varias mudancas
na medicina tradicional. A nanomedicina vem desenvolvendo e transformando uma
grande variedade de produtos e servicos com potencial de melhorias para a prética
clinica e a saude publica. Dispositivos de diagndstico in vitro, nanobiossensores,
imagiologia Otica e liberacdo controlada de farmacos através de nanocarreadores
sdo algumas das atuais contribuicdbes da nanotecnologia aplicada as ciéncias
biomédicas (FIGUEIRAS, COIMBRA & VEIGA, 2014).
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Os nanocarreadores s&80 materiais nanomeétricos que podem realizar
transporte de mudltiplos farmacos e agentes de imagem e biomoléculas. Eles
possuem uma elevada area de superficie e sdo utilizados para aumentar a
concentracdo de farmacos em determinado local e promover a liberacéo sustentada
dos mesmos e impedindo a sua degradacdo (PEER et al., 2007). Dentre os
nanocarreadores mais estudados pode-se citar nanoparticulas poliméricas,
nanocarreadores baseados em lipideos tais como lipossomas e micelas, nanotubos
de carbono e nanoparticulas de ouro (PEER et al., 2007); (FIGUEIRAS, COIMBRA &
VEIGA, 2014).

A unido da possibilidade de diagndstico associado com a terapia, a reducao
de dose minima para atingir efeito esperado e o direcionamento de medicamentos
convencionais para o alvo a ser tratado (diminuindo efeitos adversos) sao resultados
da nanociéncia médica (KEY & LEARY, 2014). Muitos tratamentos sédo desafiadores,
pois moléculas situadas dentro de células alvo casualmente ndo conseguem ser
alcancadas. Adicionalmente, também ha dificuldade de transposicdo de barreiras
biologicas, como a hematoencefalica. Por trabalhar na escala nanométrica, a
nanomedicina apresenta a capacidade de atingir tais moléculas e transpor mais

facilmente essas barreiras bioldgicas (TATAR et al., 2016).

O desenvolvimento de formulacdes nanotecnoldgicas objetivando o
tratamento do cancer, doencas inflamatérias, cardiovasculares, neurolégicas e ao
combate da AIDS tem sido o foco da nanociéncia. Existem muitos estudos clinicos
com nanomedicamentos em andamento no tratamento do cancer de pulmao, ovario,
hepatocarcinoma e, principalmente relacionados ao cancer de mama (LOLLO et al.,
2011); (DIMER et al., 2013).

As aplicacbes da nanotecnologia na medicina podem criar novas
oportunidades de desenvolvimento de técnicas e aparelhos que permitem melhorar
a qualidade de vida das populagcdes, gerando muitas possibilidades em torno do seu
estudo. Com avanco de seu desenvolvimento, acarretard um papel preponderante
nos avancos direcionados a uma medicina personalizada, melhorando a
sensibilidade e especificidade de técnicas ja existentes, assim como possibilitando o

desenvolvimento de novos instrumentos de diagndstico, culminando em terapias
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mais precoces e especificas que poderdo melhorar a eficacia dos tratamentos e
reduzir os efeitos adversos (FIGUEIRAS, COIMBRA & VEIGA, 2014).

1.2 Nanoemulsdes

As nanoemulsdes sdo um tipo de nanoparticulas que, assim como as
emulsBes convencionais, sdo formadas por duas fases imisciveis, uma aquosa e
outra oleosa, estabilizadas por um tensoativo, formando goticulas em escala
nanometrica, geralmente com tamanho entre 20 e 500 nm (Figura 1). A adicdo de
um agente emulsificante é necessaria para a criacdo destas goticulas, uma vez que
diminui a tensao interfacial, isto é, a energia superficial por unidade de area, entre as
fases de Oleo e agua da emulsdo. Além disso, desempenha um papel estabilizante
para as nanoemulsdes através de interacdes eletrostaticas repulsivas (GUPTA et al.,
2016). O menor tamanho das goticulas nanométricas previne o sistema dos
fenbmenos de floculacdo e coalescéncia, além de torna-los visualmente
transparentes e com baixa viscosidade. Estas caracteristicas promovem as

nanoemulsdées um uso crescente em aplicacdes variadas (SADURNI et al., 2005).

O tamanho e as caracteristicas de estabilidade de suas goticulas diferenciam
as nanoemulsdes das micro e macroemulsées. Macroemulsdes e nanoemulsdes sao
termodinamicamente instaveis, ao contrario das microemulsées, o0 que leva a
separacéo de fases depois de um determinado tempo. Porém, as nanoemulsfées sdo
cineticamente estaveis e relativamente menos sensiveis a alteracdes fisicas e

guimicas quando comparadas com as microemulsdes (GUPTA et al., 2016).
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Figura 1. Comparacdo do tamanho, forma, estabilidade, método de preparacdo e
polidispersdo de macroemulsfes, nanoemulsdes e microemulsées. (Adaptada de GUPTA et al.,
2016).

Além de cineticamente estaveis, as nanoemulsfes sao translicidas, possuem
maior area de superficie em relagdo ao seu volume e carregam alta energia livre.
Logo, séo veiculos ideais para o transporte parenteral de farmacos, pois possuem
capacidade de dissolucdo de grande quantidade de compostos hidrofobicos, além
de sua capacidade de proteger seu conteddo de hidrélises e degradactes
enzimaticas (FIGUEIRAS, COIMBRA & VEIGA, 2014). Desse modo, 0 uso de
nanoemulsdes pode ser administrado por diferentes vias, tais como tépica, ocular,
oral e intravenosa (SADURNI et al., 2005).

Estudos relatam o potencial da utilizacdo desses sistemas na entrega de
farmacos elencando vantagens como reducao de toxicidade, aumento na atividade
da

biodisponibilidade (BRUXEL et al.,, 2012). Nesse sentido, as nanoemulsfes séo

farmacoldgica, mais seguranca na janela terapéutica e aumento

alternativas promissoras no tratamento de doencas como o cancer. Isso € possivel
devido suas caracteristicas carreadoras de compostos lipossoluveis, permitindo o
nanoencapsulamento de moléculas bioativas, diminuindo seu tamanho, reduzindo

sua toxicidade e aumentando sua disponibilidade no organismo (TAGNE et al.,
2008).
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Segundo a Resolugcdo RE n° 1, de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005), a
estabilidade de potenciais produtos farmacéuticos pode ser determinada a partir de
fatores que causam alteragcbes em suas estruturas, como temperatura, luz,
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes do proprio
produto e outros. A oxidacdo € um dos fatores que mais pode ocasionar a
instabilidade de uma emulsdo, independente de sua escala, resultando em
alteracdes do odor e principalmente aparéncia do produto, podendo ser causada
pelo oxigénio atmosférico, principalmente na fase oleosa (ZANON, 2010). Assim, a
avaliacdo da oxidacdo lipidica em nanoemuls@es € de grande importancia, tendo em
vista as alteracdes que reagOes do tipo autoxidacdo e fotoxidagcdo causam nos
compostos lipidicos que as compbem, podendo trazer instabilidades a seus
produtos. Desse modo, seu processo de armazenamento adequado, levando em
consideracdo tais modificacbes ao longo do tempo, é fundamental para a
manutencado de sua qualidade (GUIMARAES et al., 2008).

1.3 Oxidacéao lipidica

Assim como todo lipidio, a fase oleosa das nanoemulsbes pode sofrer
oxidacdes se expostas a luz ou variagdes muito altas de temperatura. Geralmente,
0s Oleos na presenca de oxigénio, luz, calor, umidade e metais sdo muito instaveis,
sofrendo inimeras reacdes de degradacdo, o que dificulta a sua conservacao
(GUIMARAES et al., 2008). A oxidacdo desses lipidios esta relacionada com a
formacdo de radicais livres que podem causar alteracdes indesejaveis e levar a
formacao de produtos que podem desencadear uma série de eventos bioquimicos
conhecidos como oxidacéo lipidica (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém elétrons nao
emparelhados, o que pode aumentar a reatividade de atomos ou moléculas. Desse
modo, sdo bastante instaveis e reativos. Os mesmos podem reagir com outras
moléculas, aceitando ou doando elétrons, para se tornarem mais estaveis. A reagao
entre um radical e um composto ndo radical conduz geralmente a propagacao de
uma reacdo em cadeia e a uma geracdo crescente de novos radicais livres
(REPETTO, BOVERIS & SEMPRINE, 2012). Quando em excesso, os radicais livres

e outras espeécies reativas de oxigénio (EROs), podem se tornar altamente toxicos,
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pois sdo muito instdveis e podem interagir com compostos e moléculas do
organismo e, desse modo, estar associadas ao desencadeamento de doencgas,
incluindo cancer, processos inflamatorios e envelhecimento (MURAINA, SULEIMAN
& ELOFF, 2009).

Biologicamente falando, a oxidacdo lipidica, também conhecida como
peroxidacdo lipidica € um processo relacionado com a destruicdo a partir da
oxidagdo de membranas biologicas e outras estruturas contendo lipidios e proteinas.
Como a peroxidacao lipidica é um processo em cascata desencadeado por uma
série de EROs, resulta em uma abundancia de varios produtos. Muitas vezes, estes
produtos séo altamente instaveis num ambiente biolégico e reagem facilmente com
proteinas (GRINTZALIS et al., 2012). Nesse processo, as espécies reativas de
oxigénio formadas desintegram os &cidos graxos poli-insaturados dos fosfolipideos
das membranas de células normais, liberando a entrada dessas espécies reativas
nas estruturas intracelulares, causando danos expressivos em sua estrutura e
funcdo (LIMA & ABDALLA, 2001).

Em sua aplicacdo em alimentos e em outras areas, uma das principais causas
de deteriorizacéo de 6leos é a autoxidacdo. O ranco é o resultado dessa oxidacéo e
€ responsavel pelas alteracdes sensoriais dos 6leos. Nesse processo, verifica-se a
reacdo do oxigénio atmosférico com as duplas ligacbes dos acidos graxos
insaturados, produzindo peroxidos e hidroperéxidos que através de outras reacdes
em paralelo, resultam em compostos como aldeidos, cetonas e alcodis que séo
responsaveis por caracteristicas de ranco nos produtos. O ranco também destroi
vitaminas, acidos graxos essenciais e proteinas do meio que esta presente. (MELO
FILHO & VASCONCELOQOS, 2016).

A fotoxidacéo € outro mecanismo causado pela acdo da incidéncia de luz sob
0 Oleo. Apresenta diferencas da autoxidacdo, como: ndo apresentar periodo de
inducao e o oxigénio age direto nas duplas ligacdes dos lipidios, sem formar radicais
livres, havendo formag¢do imediata de hidroperoxidos (MELO FILHO &
VASCONCELOS, 2016).

Para a monitorizacdo da oxidagdo lipidica, métodos espectrofotométricos,
cromatograficos e imunoquimicos podem ser utilizados. A analise em si pode ser

baseada na analise dos produtos primarios de oxidacdo lipidica como dienos
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conjugados e hidroperoxidos lipidicos, ou produtos secundarios, como
malondialdeido, alcanos ou isoprostanos (REPETTO, BOVERIS & SEMPRINE,
2012). Os métodos espectrofotométricos para a analise da oxidacéo lipidica sdo bem
reprodutiveis e de baixo custo. Os hidroperoxidos totais podem ser determinados
utilizando a oxidacao de ions de ferro no teste com xilenol orange (FOX). O principio
do método FOX é baseado na oxidac&o de fons ferrosos (Fe®*) a férrico (Fe®*") pela
atividade de hidroperoxido no ambiente acido. O mecanismo exato da sequéncia de
reacoes de radical ndo € conhecido, mas o mecanismo utilizado por Shanta &
Decker (1994) e modificado por Grintzalis et al. (2012) € mostrado nas reacdes 1-4
(Figura 2).

(1) Fe** + LOOH + H" — Fe*" + H,0 + LO-

(2) LO- + xylenol orange + H" — LOH + xylenol orange*
(3) Xylenol orange* + Fe** — xylenol orange + Fe**

(4) LO* + Fe*" + H" — Fe* + LOH

(5) Fe*" + xylenol orange — complexo azul-violeta (560 nm)

Figura 2. Sequéncia do mecanismo de reacdes radicais. (Adaptado de Repetto, Boveris &
Semprine, 2012).

O aumento da concentracado de fon férrico (Fe**) é entéo detectado a partir do
xilenol orange (Figura 3), que forma um complexo azul-violeta com ion férrico (Figura

2, reacdo 5) com um maximo de absor¢édo a 560 nm.

A LIPrOOH + Fe* — Fe"+ L/PrO" + OH"

o

{HOOCH,C)N N(CH,COOH), 7',“\\
; \

v (o)
v \\A’\

H,C CH,
3+
HO (0] + Fe Fle
2 — (o}
H,C
SO,H
e

X0 XO-Fe (Aseo nm)

Figura 3. Mecanismos de reacdo dos ensaios FOX, utilizado para a determinacdo de
produtos de oxidac¢do em lipidios. L/PrOOH: Hidroperéxidos. (GRINTZALIS et al., 2012).
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1.40leos naturais

Muitos produtos naturais, como 6leos e extratos, estdo sendo utilizados como
agentes quimioprotetores de combate aos canceres devido seus componentes
bioativos. Dentre essas moléculas, podem-se citar os antioxidantes poderosos, que
representam um dos grupos mais estudados até o momento os compostos fendlicos
e 0S grupos reativos que conferem propriedades de citoprotecdao (REDDY et al.,
2003). A biocompatibilidade desses 6leos de origem natural torna este sistema uma
alternativa promissora para a administracdo de diversos tipos de moléculas no
organismo. (BRUXEL et al., 2012).

1.4.1 Pequi

O pequi (Caryocar brasiliense) é um fruto da familia Caryocaraceae muito
presente no cerrado brasileiro. O seu 6leo pode ser extraido tanto da semente como
da polpa, sendo muito rico em lipideos, vitamina A e proteinas. O 6leo extraido da
semente apresenta atividade antifingica e possui bioatividade em testes de
suscetibilidade in vitro sobre isolados de Cryptococcus neoformans e
Paracoccidioides brasiliensis (ASCARI et al, 2013). Em outros estudos, foi
comprovado que o Oleo de pequi também possui caracteristicas anti-inflamatorias,
diminuindo a presenca de mediadores inflamatérios e a pressdo sanguinea apés a
pratica de exercicios fisicos (MIRANDA-VILELA et al., 2009). Por ser composto por
agentes antioxidantes, como os carotenoides, o 6leo de pequi esta relacionado com
atividade antitumoral e como uma opc¢do de tratamentos antineoplasicos
(AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; ROESLER et al.,, 2010);
MIRANDA-VILELA et al., 2014). Em testes in vitro, o 6leo de pequi nanoestruturado
apresentou reducgdo significativa da viabilidade de células de carcinoma mamario
(ARAUJO, 2016).

1.4.2 Buriti

O buriti (Mauritia flexuosa) pertence a familia Arecaceae e € comumente
encontrado na Amazoénia e no Cerrado (GONCALVES et al., 2006; GILMORE et al.,
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2013). O Oleo de buriti € amplamente utilizado na medicina popular brasileira.
Segundo a populagdo que pratica tal medicina, este 6leo possui propriedades
vermifugas, analgésicas, antimicrobianas e antiplaquetarias (FUENTES et al., 2013;
KOOLEN et at., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Recentes estudos in vitro, em teste de viabilidade celular, células de cancer
de mama apresentaram uma significativa citotoxicidade quando em terapia de
nanoemulsdo de 6leo de buriti (SAMPAIO, 2017). Também ja foi demonstrado o
potencial do 6leo na aplicacdo para trombose (MARTINS et al., 2012) e func¢bes
cicatrizantes (BATISTA et al.,, 2012). Além disso, o buriti € uma rica fonte de
compostos antioxidantes como &cido fendlico, flavonoides, tocoferdis, vitamina E e
caroteno (AQUINO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

1.4.3 Acai

O acai é fruto de uma palmeira pertencente a espécie Euterpe oleracea e
importante produto para o desenvolvimento agroindustrial da regido amazodnica
(NASCIMENTO et al., 2008). A semente da origem a um 6leo verde escuro, onde
estudos realizados constataram que 0s &acidos graxos mais abundantes no 6leo de
acai sdo o acido oleico e o &cido palmitico, representando 60 e 20%
respectivamente, além de varios outros compostos fendlicos como o &cido vanilico,
por exemplo, o que Ihe confere propriedades antioxidantes (FAVACHO & OLIVEIRA,
2011). Em outros estudos, associado aos efeitos dos compostos fendlicos e dos
flavondides, foi observado também efeitos preventivos na carcinogénese, como
inibicdo de formacdo de carcinégenos, aumento no nivel de reparo do DNA e
imunoregulacdo (PACHECO-PALENCIA et al.,, 2008). In vitro, o Oleo de acai
nanoestruturado apresentou certo potencial citotoxico em ensaio de viabilidade
celular nos tempos de 24 e 72 horas de tratamento contra a linhagem de céncer de
pele ndo melanoma humano (A431) (ARAUJO, 2017).

1.5 Atividade antioxidante

Muitos Oleos naturais possuem compostos com potencial antioxidante. Muitos

desses agentes antioxidantes séo utilizados pelo organismo quando necessario para
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evitar o estresse oxidativo. Esse evento ocorre como resultado do desequilibrio entre
o0s sistemas antioxidante e pro-oxidante. E o resultado da intensa geracdo de EROs,
gue nao sao neutralizadas por moléculas antioxidantes endégenas. O conhecimento
atual liga muitos tipos de patologias aos danos oxidativos, entre eles, os mais
citados sdo a aterosclerose, diabetes mellitus, distarbios neurodegenerativos,
cancer, doencas reuméaticas e doencas autoimunes (REPETTO, BOVERIS &
SEMPRINE, 2012).

Para evitar este fendmeno conhecido como estresse oxidativo, o corpo utiliza
compostos antioxidantes para inibir os processos de oxidacdo. Os compostos
antioxidantes desempenham um papel importante na prevencdo das principais
doencas degenerativas, pois sdo capazes de inibir a oxidacdo de diversos
substratos, de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos (SOARES,
2002).

Os antioxidantes podem ter origem natural, sendo encontrados em compostos
de muitas frutas e vegetais (RUFINO, FERNANDES & ALVES, 2009). Vem
crescendo o interesse pelos antioxidantes naturais de extratos de plantas devido a
sua baixa toxicidade em relagdo aos outros antioxidantes sintéticos (SOARES et al.,
2008). Compostos tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de
fendis, acidos fendlicos e seus derivados, flavonoides, tocoferois, fosfolipidios,
aminoacidos, acido fitico, acido ascérbico, pigmentos e esterbéis (ROESLER et al.,
2007).

Os estudos sobre radicais livres e EROs e o desenvolvimento de métodos
para avaliar a atividade antioxidante de compostos organicos tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos (ALVES et al., 2010). Atualmente, o método
DPPH é bastante utilizado para determinar a atividade antioxidante em extratos
oleosos orgéanicos. O DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) € um radical livre estavel
que apresenta um elétron desemparelhado que se apresenta deslocalizado pela
molécula. Além da estabilidade, a deslocalizacdo eletrénica confere a coloracdo
violeta ao composto, cuja absorbancia pode ser mensurada nos comprimentos de
onda de 515 a 520 nm (MOLYNEUX, 2004). Este ensaio se baseia na medida da
capacidade antioxidante de uma substancia em sequestrar o DPPH em sua forma

radicalar (Figura 4), reduzindo-o a hidrazina. Quando uma determinada substancia
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7

que age como doador de a&tomos de hidrogénio é adicionada a uma solug¢do de
DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca simultdnea na coloracdo de violeta a
amarelo palido (ALVES et al., 2010).

Q . o2 Q mo e
N—N N—N
@ . e @ . e
1 2

Figura 4. DPPH em forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) (ALVES et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

A avaliacdo de produtos destinados as aplicagbes farmacéuticas, como as
nanoemulsdes, em diferentes condicbes de armazenamento € de grande
importancia, pois quando expostos as variacdes de temperatura ou luz, por exemplo,
podem sofrer alteracdes importantes que podem determinar a eficacia ou ineficicia
das terapias farmacolégicas designadas a esses produtos. Muitos trabalhos
encontrados sobre nanoemuls@es investigam aspectos macroscopicos e parametros
de tamanho e carga de suas goticulas, sdo raros os estudos que avaliam o estado
de oxidacao desse sistema ao longo do tempo. Nesse contexto, € fundamental que a
estabilidade de formulacdes de nanoemulsdes seja investigada ndo apenas no
ambito de aspectos macroscopicos e parametros fisico-quimicos (tamanho e carga),
mas também € necessario que se monitore e caracterize o processo oxidativo
dessas formulagbes estocadas em diferentes condicdes de armazenamento,
determinando-se assim a estabilidade das mesmas.

Na busca por novos meios de oferecer compostos antioxidantes ao
organismo, as nanoemulsdes que sdo formuladas a base de 6leos naturais podem
representar bons agentes na reducao do estresse oxidativo do organismo, utilizando
as propriedades antioxidantes dos compostos presentes no 6leo para prevenir ou
minimizar os danos oxidativos as células vivas. Além disso, é importante se
caracterizar esse potencial antioxidante quando nanoescalados, pois muitos estudos
avaliam esses efeitos apenas dos 6leos em sua forma livre, sendo escassos 0s

trabalhos que avaliam o enfeito antioxidante ap6s suas nanoestruturacoes.



21

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O objetivo deste estudo envolve padronizar um protocolo de detecgédo e
monitoramento do processo oxidativo de nanoemulsdes a base de 6leo de pequi
expostas a diferentes condicbes de armazenamento (variacbes na exposicao de luz
e de temperatura) ao longo do tempo. Além disso, a partir de metodologia adaptada,
determinar a atividade antioxidante dos 6leos de pequi, buriti e acai em suas formas

livres e nanoemulsificadas.

3.2 Objetivos especificos

. Padronizar metodologia de avaliacdo de oxidacdo de lipidios em

nanoemulsoées;

. Monitorar e comparar os niveis de oxidacdo da nanoemulsdo de 6leo
de pequi armazenadas em diferentes temperaturas e exposicédo a luz ao longo do

tempo;

" Monitorar as caracteristicas fisico-quimicas (tamanho e carga) da
nanoemulsdo de pequi armazenada em diferentes temperaturas e exposicao a luz

ao longo do tempo;

. Determinar a melhor temperatura de armazenamento da nanoemulsdo
de pequi;
. Determinar e comparar os potenciais antioxidantes dos 6leos de pequi,

buriti e acai in natura e nanoemulsificados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Padronizacdo da metodologia de determinacado de oxidacdao lipidica

Para a padronizacdo da metodologia de avaliacdo da oxidacdo de
nanoemulsdes a base de Oleo de pequi foi realizada uma busca extensiva na
literatura cientifica a fim de se identificar as principais metodologias empregadas
para avaliacdo da oxidacdo de lipidios em nanoemulsdes, como a descrita por
Shanta & Decker (1994) e Grintzalis et al. (2012). As metodologias foram revisadas,
comparadas e modificadas seguindo critérios como viabilidade de execucdo,
sensibilidade de detec¢do, custo dos materiais, reagentes utilizados e tempo de

experimento para a criacdo de um protocolo acessivel.

4.2 Material

As nanoformulacbes a base de o6leo de pequi, buriti e acai disponiveis
comercialmente, foram elaboradas e fornecidas pelo Laboratério de
Nanobiotecnologia (IB/UnB). Todos os experimentos foram realizados com os
mesmos lotes de cada Oleo. Para ensaios de oxidacdo lipidica, além da
nanoemulsdo de pequi, foram utilizados materiais e reagentes como sulfato de ferro
(1), cloreto de ferro (I11), cloroféormio-metanol (7:3 v/v), metanol (MeOH), tiocianato de
amonio e acido cloridrico 10 N da marca Sigma-Aldrich (EUA) e gas nitrogénio. Para
o teste de DPPH, as trés nanoformula¢des foram analisadas a partir dos reagentes:

radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila, vitamina C, etanol e metanol.

Toda a infraestrutura e apoio técnico necessario para 0s experimentos foram

disponibilizados pelo Laboratorio de Nanobiotecnologia (1B/UnB).

4.3 Desenvolvimento das nanoemulsdes

Para a sintese das nanoemulsdes foi utilizado o método de sonicacdo com a
presenca de tensoativos conforme descrito em Araujo (2016). Para o teste de DPPH
foi utilizado o concentrado das nanoemulsdes, sendo a primeira etapa do processo

de formulacao, segundo protocolo da preparacdo das mesmas.
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4.4 Monitoramento da oxidacdo de nanoemulsfes a base de 6leo de

pequi

Para monitorar o processo oxidativo das nanoemulsdes a base de 6leo de
pequi ao longo do tempo, aliquotas das formulacfes foram estocadas em diferentes
condicdes de temperatura (4°C, 25°C ou 36°C) e de exposi¢do a luz por um periodo
total de 60 dias. Os brancos (surfactante e agua) das formula¢cdes também foram
monitorados nas mesmas condicdes de temperatura e exposicdo de luz. As
nanoemulsdes tiveram seu grau de oxidacdo determinado pela metodologia

padronizada nos tempos de 1, 7, 15, 30, 45 e 60 dias de formuladas.

A metodologia do protocolo padronizado final foi baseada no método FOX
(ferrous oxidation-xylenol orange) descrito e modificado por Shanta & Decker (1994)
e também modificado por Grintzalis et al. (2012). Baseia-se na detec¢do de ferro
férrico (Fe®), resultante da oxidacéo de ferro ferroso (Fe?!) a partir da acdo dos
produtos da oxidacdo dos componentes oleosos da hanoemulsdo. Essa deteccao se
d& com uma solucdo de tiocianato de amoénio que, quando em contato com ferro
oxidado, apresenta na solugdo uma cor avermelhada gradual dependendo da
guantidade desse ferro. Essa coloracdo ndo é observada com o ferro ferroso,
permanecendo uma solucdo incolor. Essas coloracBes foram medidas em
espectrofotometro em comprimento de onda de 450 nm e posteriormente
comparados com uma curva padrdo de Fe*' junto ao tiocianato de aménio em

diferentes concentracfes para analise dos resultados.

As solucdes de Fe?* e Fe® foram preparadas pesando 0,05 g de ferro e
diluindo em 5 mL de acido cloridrico 10 N e mais 15 mL de agua destilada. A solucéo
de tiocianato de amonio foi preparada diluindo 30 g do reagente em 100 mL de

agua.

Em eppendorf, pipetou-se 500 pL de cada amostra de nanoemulséao e 500 L
de cloroférmio-metanol e em seguida as solu¢des foram vortexadas por 3 minutos no
escuro. Em seguida, foram centrifugadas a 32870 g a 4°C durante 20 minutos para
separacdo de fases. A fase aquosa superior foi supostamente retirada de cada
amostra, que logo depois foram expostas a gas nitrogénio para que secasse todo o

cloroférmio e restassem apenas os lipidios nos eppendorfs. Depois, as amostras
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foram ressuspendidas com 500 pL de metanol. Em outros eppendorfs, passaram-se
470 pL das amostras e adicionaram-se 25 pL de Fe?* e 5 uL de tiocianato de
amonio. Os demais controles e brancos foram realizados da seguinte forma (tabela
1):

Tabela 1. Controles e brancos

Reagentes .
Ar?;f;ra MeOH (uL) | Fe II (uL) T;‘r’:('fr‘]rl‘j‘t(‘:l E')e
Controles
Amostra + MeOH (500 uL) 470 pL - 25 uL 5 uL
Branco total - 500 pL - -
Branco amostra +
Tiocianato de aménio 470 uL 25uL ) SHL
Branco MeOH + Fe Il - 475 pL 25 UL -
Branco I\geOH f '_I'lomanato i 495 L i 5 UL
e amonio
Branco Fe Il + Tiocianato
de aménio - 470 pL 25 pL S5 UL

As amostras foram pipetadas em placa de 96 pocos em triplicata com volume
de 100 pL e lidas em espectrofotbmetro a 450 nm depois de 30 minutos de

incubacédo no escuro.

Para realizar a analise da oxidacdo nas formulacbes, foi estabelecida e
utilizada a curva padrdo de Fe®" apresentada nos resultados. A curva foi realizada
pipetando-se 500 pL de metanol em 10 eppendorfs e 500 uL da solucdo de Fe** foi
adicionado ao primeiro tubo e passado aos outros em uma diluicdo seriada com fator
de diluicdo de 2. A curva foi realizada a partir dos volumes de Fe** (1000, 500, 250,
125, 62, 31, 15, 8, 4, 2 e 1 yL) em metanol no total de 1 mL.

O valor de peroxidos, expressos como miliequivalente peréxidos por
quilograma de amostra foi calculado segundo a seguinte formula apresentada pela

metodologia de Shanta & Decker (1994) para o método FOX:

(As—Ab)xm
55.84xm0x 2

Valor de peréxido =

Onde, As = absorbancia da amostra; Ab = absorbancia do controle; m =

coeficiente angular da curva padrdo de Fe®: mO = massa em gramas da
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nanoemulsdo; 55.82 = peso atbmico do ferro. A divisdo por 2 € necessaria para
converter a unidade de medida para miliequivalentes de perdxido por kg de amostra.

4.5 Determinacdo do diametro hidrodinamico, indice de polidisperséao

(Pdl) e carga superficial das nanoemulsfes

O diametro hidrodinamico e a carga superficial das nanoformulagdes de pequi
(armazenadas em diferentes temperaturas e exposi¢cao a luz) foram determinados
por meio da técnica de Espalhamento de Luz Dinamico, utilizando-se o equipamento
Zetasizer (Malvern, EUA). Para tal andlise realizou-se uma diluicdo de 100 pL de
formulacdo para 900 pL de agua ultrapura (Milli-Q). Foram utilizadas todas as
amostras descritas no monitoramento de oxidagdo em tempos de 1, 7, 15, 30, 45 e
60 dias apos a formulacdo. Para a analise dos resultados, foram consideradas as
seguintes caracteristicas como ideais: PDI (< 0,4), diametro hidrodinamico (< 300

nm) e carga superficial (mais proximo de -30 mV).

4.6 Teste de DPPH

Utilizou-se da metodologia descrita por Rufino et al. (2007) e Roll (2013). Para
a execucdo da metodologia, a solucdo de DPPH foi preparada dissolvendo 2,36 mg
de DPPH e completando o volume para 50 mL em falcon com alcool etilico. A
concentracdo da solucao de DPPH diluido em etanol foi de 120 uM.

A partir da solugéo inicial de DPPH, preparou-se a curva do DPPH variando a

concentracéo de 0 uM a 120 puM, usando etanol como diluente.

Os 6leos de pequi, buriti e acai foram pesados (18 mg), diluidos em etanol (1
mL) e, posteriormente foram diluidos nas concentragbes de 9 mg/mL e 4,5 mg/mL.
Os concentrados das nanoemulsdes, que possuem concentracdo de 18 mg/mL,
também foram diluidos em etanol para obtencédo de outras duas concentracdes (9
mg/mL e 4,5 mg/mL). A vitamina C foi diluida em metanol nas concentragdes de 0,02
mg/mL, 0,010 mg/mL e 0,005 mg/mL. A escolha do etanol para o DPPH e amostras
e metanol para vitamina C se deu pela melhor solubilidade dos compostos nos

respectivos solventes.
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Para a reacao, utilizou-se 200 pL da solugdo de DPPH e 100 pL dos dleos e
concentrados das nanoemulsdes diluidos em etanol em cada concentracdo citada
previamente. A mistura reagiu durante 20 minutos em local protegido da luz. Foram
utilizados como controles: a vitamina C (antioxidante). Ap6s a reacdo, as
absorbéancias da curva de DPPH e das reacbes (amostras ou controle + DPPH)
foram mensuradas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 550 nm. As

analises foram realizadas em triplicata.

Os valores de porcentagem de inibicdo das diluicbes foram utilizados para
calcular o ECs (concentracdo minima para reduzir em 50% o radical DPPH) através
de regressado nao linear. Todos os dados foram analisados segundo metodologia

descrita por Rufino et al. (2007).

4.7 Andlises estatisticas

Os experimentos foram realizados e analisados em triplicatas em trés
repeticdes. Os valores foram representados como média = desvio-padrdo. Os testes
estatisticos foram feitos pelo software GraphPad Prism 6. O teste usado foi ANOVA
e 0s pos-testes, Dunnett e Tukey. Os valores considerados estatisticamente

significativos foram aqueles que apresentaram P<0,05.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Monitoramento da oxidacéo lipidica de nanoemulsdes a base de d6leo

de pequi

5.1.1 Padronizacéo da metodologia e determinagdo de oxidacéo lipidica

ApOs a extensiva busca na literatura cientifica de artigos relacionados ao
tema, varias metodologias empregadas para essas avaliagcbes foram analisadas.
Alguns métodos, como o descrito por Waraho (2011) ndo foram utilizados devido
inviabilidade de execucdo da técnica e, outros métodos, como o0s que utilizam kits
comerciais proprios para deteccédo de oxidagcado, como o kit “Lipid Peroxidation (MDA)
Assay Kit” vendido pela empresa Sigma (EUA), ndo foram utilizados pela dificuldade
de acesso ao produto. Porém, as técnicas descritas por Shanta & Decker (1994) e
Grintzalis et al. (2012) foram modificadas e adaptadas para a criacdo de um

protocolo de andlise de oxidacdo de nanoemulsdes.

Primeiramente, todos os reagentes utilizados foram estudados quanto sua
toxicidade, forma correta de manuseio, armazenamento e descarte correto. Em
seguida, foram reproduzidos os métodos AOAC, IDF (International Dairy Federation
method) e FOX descritos por Shanta & Decker (1994) e, ap6s andlise de viabilidade
dos testes, decidiu-se basear os experimentos no método FOX. Porém, algumas
caracteristicas da metodologia, como reagentes, quantidades e tempos foram
alterados segundo a metodologia descrita por Grintzalis et al. (2012). Ao longo dos
testes, outros ajustes também foram realizados em decorréncias dos equipamentos

disponiveis no laboratorio.

Algumas alteragcbes relevantes na metodologia durante o processo da
padronizacdo podem ser citados, como as alteragdes de volumes e concentracdes
dos reagentes devido ao tipo de amostra analisada (nanoemulséo), a alteracado do
reagente xylenol orange pelo tiocianato de amoénio, a troca de agua pelo metanol
para realizar diluicbes (pois foi observado que a agua causava turbidez nas
solugdes, interferindo nas leituras das absorbancias). Aléem disso, a utilizacdo de gas

nitrogénio para realizar a secagem das amostras foi feita para agilizar tal processo,
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tendo em vista as quantidades de volume das amostras que deveriam ser

analisadas.

5.1.2 Curva padrdo de Ferro®*

A partir da diluicdo seriada do Fe®* em metanol, obteve-se a curva padrdo
com resultados de absorbancia lidos a 450 nm, apresentados no grafico a seguir
(figura 5). Diferente dos resultados obtidos por Shanta & Decker (1994), a curva

padrdo se apresentou de forma linear.

Curva Fe3*
1,2 - *
1,0
E 0,8
£
o
(8]
£06 -
o)
§ y =0,009x + 0,085
2 _
'21 0,4 R%=0,9929
0,2
0,0 T T T 1
0 50 100 150
Fe3* (uL/mL)

Figura 5. Curva padrdo de Ferro®" obtida apés interagdo com tiocianato de aménio.

5.1.3 Monitoramento do processo oxidativo das nanoemulsdes ao longo do
tempo

Durante 60 dias ap6s formuladas, as nanoemulsdes tiveram seu grau de
oxidacdo monitorados segundo a metodologia padronizada. Foram observados
graus de oxidacao diferentes em relacdo a temperatura de armazenamento e
exposicdo a luz, como é possivel perceber na figura 6 (A). Nota-se que comparando
as amostras, destaca-se que a amostra exposta a luz que apresentou um nivel de

oxidacdo bem elevado, seguido da amostra a 36°C, que teve uma oxidagcao
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moderada, e a amostra a 4°C que teve um menor grau de oxidacdo ao longo do
tempo. Essa oxidacdo, em geral, foi mais perceptivel apds 15 dias de formulacdo da

nanoemulsdo, sendo todas tempo dependentes.

(A)AMOSTRAS NEs (B) BRANCOS NEs
60-14 : g FEE 60-1- : e
45 - 14 ] KEHE 45 - 14 [
30-14 [RE—— 30- 14 e e
15-14 [ il 15- 14 : P
7.14 - 7-11 He
60- 14 RN, 60 - 1 Do
45 -14 Pre]  Fkkk 45 - 14 gl-t-l****
30 - 14 p— 30- 11 CN
15- 14 et 15-1- il v
@ 7-11 et p 7-11 I-H
[=] : P :
60 - 14 : —— o 60 - 14 Yo
45 -1 : [ 45 - 14 DOHH e
30 - 14  — 30-1- e
15- 14 - 15- 14 Do
7-11 - 7-11 HH
60 - 14 D—t 60-14 T
45 - 14 o o B 45 -1 Y R
30-14 I—O—| 30-1- [Pp—
15-11 e 15-14 b
7-14 |—o—| 7.14 m
005 000 0.05 0.10 0.15 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15
Miliequivalentes de perdxido/kg Miliequivalentes de perdxido/kg
e 4°C m 25°C
® 4°C | 25°C
A 36°C v LUZ (25:C)
A 36°C ¥ LUZ {25:C)

Figura 6. (A) Grau de oxidagdo das nanoemulsdes a base de 6leo de pequi armazenadas no
escuro com diferentes temperaturas (4, 25 e 36°C) e expostas a luz (25°C). (B) Grau de oxida¢éo dos
BRANCOS (formulacdo sem 6leo, apenas agua e surfactante) das amostras armazenadas no escuro
com diferentes temperaturas e expostas a luz. Os dados representam a média e o desvio padrao
(X £ DP) das amostras. Os asteriscos representam a diferenca estatistica de entre amostras da

mesma temperatura em relacéo ao tempo.

As amostras expostas a luz tiveram seu grau de oxidagdo bem variado,
aumentando em 60 dias aproximadamente 20 vezes mais que o valor inicial. As
nanoemulsdes armazenadas a 36°C tiveram sua oxidacdo aumentada em
aproximadamente 10 vezes mais comparada ao dia 1. A 25°C, as amostras
aumentaram seu nivel de oxidacdo em 15 vezes. As nanoemulsdes armazenadas
em 4°C ficaram mais estaveis, variando apenas 5 vezes mais que o valor inicial de

oxidacdo apos 60 dias de armazenamento.
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Comparando as amostras em temperatura ambiente (25°C e exposta ou ndo a
LUZ), observou-se que as amostras expostas a luz tem maior ocorréncia de
oxidacao (figura 6A). Esses resultados corroboram os estudos de Guimaraes et al.

(2008) que enfatizam que a exposicdo a luz promove oxidacéo lipidica.

Como descrito na figura 6 (B), os brancos das amostras, formuladas sem o
Oleo de pequi, também foram monitorados e percebeu-se que a tendéncia do grau
de oxidacao foi parecida com as formula¢gBes contendo 6leo. Esse fenbmeno pode
ser causado pelos outros compostos lipidicos presentes na nanoemulsdo que

podem sofrer processo oxidativo, como o tensoativo, por exemplo.

Shanta & Decker (1994) sugerem alguns problemas e limitagcdes que podem
ser advindos do método FOX, sendo eles a instabilidade dos reagentes utilizados na
técnica e a alteracao de cor advinda do complexo formado pelo ferro Il e 0 marcador
de cor, no caso, o tiocianato de amonio, apos certo periodo de tempo da reacao.
Além disso, sdo escassos 0s estudos de oxidagcdo em nanoemulsdes, muitos sao
feitos com 6leos livres ou extratos e, desse modo, ndo € possivel obter parametros

para comparar os resultados encontrados.

5.2 Diametro hidrodinamico, indice de polidispersdo e carga superficial

da nanoemulséo de pequi
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Figura 7. Didmetro hidrodindmico (d.nm) das nanoemuls6es de pequi (A) e dos BRANCOS

(formulagdo sem oOleo, apenas agua e surfactante) (B) expostas a diferentes condi¢cdes de

temperatura e luz. indice de polidispersdo das nanoemulsdes de pequi (C) e dos BRANCOS

(formulagdo sem oOleo, apenas agua e surfactante) (D) expostas a diferentes condi¢cbes de

temperatura e luz. Potencial zeta das nanoemulsdes de pequi (E) e dos BRANCOS (formulagdo sem

Oleo, apenas agua e surfactante) (F) expostas a diferentes condicdes de temperatura e luz. Os dados

representam a média e o desvio padrdo (X + DP) das amostras.
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Os resultados encontrados a partir da analise de tamanho, polidispersdo e
carga das nanoemulsGes sdo similares as descritas por Marcato et al. (2009). A
nanoemulsdo armazenada em temperaturas mais baixas apresentou menor variacao
de diametro hidrodinamico (figura 7A) ao longo dos dias, mantendo seu diametro
entre 200 e 210 nm, diferente das amostras a 36°C, 25°C e expostas a luz (25°C)
gque demonstraram maior instabilidade de tamanho, mesmo ndo sendo uma
alteracdo significativa. Comparando as amostras armazenadas a 4°C e 25°C, os
resultados foram similares com os descritos por Araujo (2016), onde a temperatura
mais baixa manteve as amostras mais estaveis. Resultados similares foram
descritos em estudos feitos com nanoemulsdes de buriti e acai descritos por
Sampaio (2017) e Araujo (2017), respectivamente. Entdo, além da oxidacdo, o
tamanho das nanoparticulas pode ser afetado por fatores como a composicédo da
formulacdo, concentracdo do surfactante, tipo de lipidio, propriedades do Oleo
encapsulado, método e condigcbes de producdo (tempo, temperatura, pressao,
esterilizacdo, etc.). O crescimento das particulas durante a estocagem é um
indicativo da instabilidade do material, que pode ocorrer por conta da recristalizacao
do lipidio (MARCATO et al., 2009).

Quanto aos indices de polidispersédo das nanoemulsées (figura 7C), também
n&o sofreram tantas variagdes quando comparadas entre si. E possivel perceber que
a amostra estocada a 4°C se manteve mais estavel quando comparada as amostras
exposta a luz e outras temperaturas, sendo esse um fator importante na
coalescéncia da amostra, culminando maior instabilidade para a mesma. Sampaio
(2017) e Araujo (2017) também descreveram diferengas nos indices de polidisperséo
de nanoemulsbes de buriti e acai armazenadas em 4°C e 25°C, sendo a menor
temperatura a responsavel por maior estabilidade desse parametro fisico das

amostras.

J& no potencial zeta (figura 7E), pode ser observada a diferenca de carga
entre as NE. As amostras armazenadas a 4°C apresentaram carga menos negativa
gue as outras e, as nanoemulsfes expostas a luz mantiveram cargas proximas as
mantidas em escuro em mesma temperatura (25°C). Esses fendbmenos podem ser
explicados, pois segundo MARCATO et al. (2009), o aumento da temperatura
ocasiona 0 aumento da energia cinética, mudando a cristalinidade das particulas,

ocasionando a agregacdo das mesmas. Essa recristalizacdo pode resultar na
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mudanca de carga na superficie e, consequentemente, alterar o potencial zeta das
particulas, podendo ser um indicador de instabilidade (MARCATO et al., 2009).

Todas as amostras e brancos tiveram seu pH medido ao longo do tempo e

ambas mantiveram-se estaveis com média de pH 7.

Os brancos analisados (figura 7B, D e F) se tiveram padrdo de instabilidade
parecido com as formulacdes testadas. Hipotetiza-se que os compostos da propria
nanoemulsdo, quando separados do Oleo de pequi, também sofram processos

oxidativos e contribuam com as modifica¢des fisico-quimicas das amostras.

E possivel correlacionar as ocorréncias de estabilidade fisico-quimica com os
eventos de oxidacdo das amostras, pois, as amostras armazenadas a 4°C se
mantiveram estaveis durante os 60 dias de analise em ambos ensaios. Logo, &
possivel que a oxidacdo seja um fator importante na desorganizacédo do sistema das
nanoemulsdes tornando-as mais instaveis e vulneraveis a eventos de coalescéncia e

floculacéo, alterando suas caracteristicas fisico-quimicas.

Apesar das amostras expostas a luz ou a 36°C apresentarem graus de
oxidacao elevados ap6s 15 dias, essa modificacdo ndo necessariamente implica em
mudancas expressivas nos parametros de diametro hidrodinamico, PDI e potencial
zeta. Ou seja, a analise de estabilidade de nanoparticulas de conteudo lipidico nédo
deve levar em consideracdo apenas esses parametros fisico-quimicos, mas devem
ser complementadas com a andlise de oxidacdo, a qual fornece informacdes

adicionais sobre a estabilidade destas amostras.

5.3 Andlise da atividade antioxidante

O potencial antioxidante dos 6leos de pequi, buriti e acai, junto as suas
respectivas nanoemulsdes foram avaliados por meio do teste do DPPH. A partir da
inibicdo do radical promovida pelas amostras foram calculados a ECs (concentracao

necessaria para reduzir 50% do radical DPPH).

Primeiramente, padronizou-se a curva padrao de DPPH nas concentracoes de 0 uM
a 120 uM.
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Figura 8. Curva padrao do DPPH.

Os valores de ECsy (mg/mL) das amostras, brancos e controles se encontram

na tabela 2.

Tabela 2. Capacidade antioxidante de 6leos livres (pequi, buriti e acai) e nanoemulsificados.

AMOSTRAS ECso (Mg/mL) IC 95%
Vitamina C 0,014 0,011 a 0,0148
Oleo de Pequi 25,04 24,99 a 29,05
Oleo de Buriti 22,68 21,49 a 22,89
Oleo de Acai 29,84 27,05 a 32,76
NE Pequi 19,5 18,93 a 22,01
NE Buriti 20,3 16,25 a 21,86
NE Acai 35,5 24,45 a 41,34
Branco das NEs 113,0 85,2a119,5

ECso: concentragdo minima para reduzir 50% do radical DPPH. IC 95%: intervalo de

confianca de 95%. NE: Nanoemulsdo. NE Branco: surfactante e agua.
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Figura 9. ECso, dos grupos Oleos livres e nanoemulsdes (pequi, buriti e acaf), controle
negativo (branco das nanoemulsdes: formulacdo sem 6leo, apenas agua e surfactante) e controle
positivo (vitamina C). Os dados representam a média e o desvio padrdo (X + DP) das amostras. Os

asteriscos representam a significancia entre as amostras do grupo de NEs.

A vitamina C foi utilizada como controle, devido a sua alta capacidade
antioxidante jA bem conhecida in vitro. Segundo a metodologia de Molyneux (2003),
quanto menor o valor de ECsy das amostras, maior o potencial antioxidante

apresentado por elas.

Os dleos livres demonstraram potencial antioxidante quando em contato com
o radical DPPH, porém menores que o controle de vitamina C. Assim como
demonstrado por Roll (2013), uma concentracdo média de 25 mg/mL do 6leo de
Pequi é necessaria para reduzir 50% do DPPH. N&o houve diferenca
estatisticamente relevante de potencial antioxidante entre os Oleos estudados,
porém seus valores podem ser variados. A 6leo de buriti apresentou ECso de 22,68
mg/mL e o Oleo de acai 29,84 mg/mL. Segundo Ribeiro (2011), os frutos de
diferentes regides podem apresentar diferencas nos parametros fisicos e quimicos,

influenciando assim nos valores do ECxy.

As namoemulsbes apresentaram desempenho semelhante na atividade
antioxidante quando comparadas com seus 0leos livres. A diferenga néo significativa

dessas atividades pode ter acontecido por conta da leitura do espectrofotbmetro que
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ndo foi adequada ao meétodo realizado, sendo uma leitura a 550 nm, quando o
preconizado é até 517 nm, reduzindo o limiar de andlise, ndo demonstrando
tamanha diferenca entre os dois grupos de amostras analisados. As formulacfes de
pequi e buriti demonstraram maior potencial antioxidante que a nanoemulsdo de
acai. Apresentaram ECs, de 19,50 mg/mL, 20,3 mg/mL e 355 mg/mL,
respectivamente. As namoemulsdes tém como caracteristica maior superficie de
contato devido ao menor volume de suas goticulas oleosas, o que pode proporcionar
maior eficiéncia dos componentes antioxidantes dos 6leos ao reagir com o radical
DPPH.

E preciso ressaltar algumas caracteristicas do teste que podem influenciar
nos resultados. Os carotenoides sdo 0s compostos mais comumente encontrados no
pequi e sdo o0s grandes responsaveis pela atividade antioxidante do fruto
(AZEVEDO-MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA, 2004). Porém, segundo Miiller,
Frohlich & Béhm (2011), carotenoides isolados ndo demonstram potencial de reduzir
o DPPH. Desse modo, supfe-se que os 6leos podem demonstrar maiores potenciais
antioxidantes caso sejam analisados com outras metodologias que possam reagir
melhor com os carotenoides, como os métodos FRAP, aTEAC, TRAP e ORAC
(MULLER, FROHLICH & BOHM, 2011; RUFINO et al., 2007). Desse modo, tém-se a
necessidade da realizagcdo de experimentos com técnicas mais adequadas e ao
longo do tempo para que as alteracdes dessas atividades sejam monitoradas e

melhor compreendidas.
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6. CONCLUSAO

Diante o0s resultados expostos, uma metodologia de deteccdo e
monitoramento de oxidacdo em amostras de nanoemulsdo foi padronizada e a partir
de seus resultados, é possivel perceber que as formulacdes mantidas a temperatura
ambiente ou expostas a temperaturas mais altas e/ou expostas a luz estdo mais
propicias a oxidarem. As temperaturas mais baixas de armazenamento das
nanoemulsdes de pequi minimizam as taxas de oxidagcdo de sua fase oleosa,
podendo contribuir em sua estabilidade quimica e estrutural. A oxidacdo aumenta e
varia ao longo do tempo, o que leva a um possivel tempo limite de estabilidade e

seguranca de uso dessas nanoemulsodes.

A analise de estabilidade de nanoparticulas de conteudo lipidico ndo deve
levar em consideracdo apenas o0s parametros fisico-quimicos como diametro
hidrodindmico, indice de polidispersdo e potencial zeta, mas devem ser
correlacionadas com a analise de oxidacao, permitindo indicadores adicionais sobre
sua estabilidade. Além disso, as diferentes condi¢cdes de armazenamento podem
contribuir com alteracdes das caracteristicas fisicas das formulacdes, principalmente

nas temperaturas mais altas e quando ha exposicao a luz.

Quanto a atividade antioxidante, percebeu-se que os potenciais dos 6leos e
das nanoemulsGes sdo parecidos, porém as nanoemulsdes de pequi e buriti
possuem uma atividade um pouco maior que a formulacdo de acai. Desse modo, as
nanoemulsdes preservam estas caracteristicas dos 6leos, sendo importantes ao

organismo.

Conclui-se que, para um melhor perfil de estabilidade fisica e oxidativa, as
nanoemulsdes de pequi devem ser armazenadas no escuro e em temperatura de
4°C para amenizar o nivel de oxidacdo e manter a formulacdo estavel por mais

tempo.
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