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RESUMO

As propriedades farmacolégicas do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense Cambess.)
sdo conhecidas na medicina tradicional e nas pesquisas cientificas. Dentre elas, esta a
atividade cicatrizante, que pode ser investigada para complementar ou substituir os
tratamentos convencionais, bem como suprir as demandas terapéuticas que os produtos
disponiveis no mercado ainda ndo atendem. Entretanto, a natureza hidrofébica do 6leo
limita a utilizacdo em algumas vias de administracdo. Para contornar esse problema, a
nanotecnologia pode ser empregada no desenvolvimento de nanoemulsdes do tipo dleo
em agua (O/A) para aumentar a biodisponibilidade e estabilidade das formulagdes. Com
base nessas informagdes, o presente estudo teve como objetivo formular nanoemulsées
a base de 6leo de pequi (NEPe) por ultrasonicagao, espessar em gel base de carbédmero
(NEPeG), avaliar a estabilidade micro e macroscopicas ao longo do tempo, a presenga
de oxidacdo lipidica e a atividade bioldgica para aplicagcdo em feridas cutineas. Os
componentes da NEPe foram compativeis com o gel base para formulagao de NEPeG.
As formulagdes apresentaram didmetro hidrodindmico (DH) préximo a 100 nm, indice de
polidispersividade (Pdl) em torno de 0,2 e potencial zeta (pZ) da NEPe de -30 mV e da
NEPeG de -50 mV, aproximadamente. Ao longo do tempo, as amostras de NEPe
armazenadas em 4°C e 25°C apresentaram ligeiras variagcbes nas caracteristicas
organolépticas e microscopicas, mas sem descaracterizagdo da formulagédo, enquanto na
NEPeG essas variagbes ocorreram em menor grau. Em analise de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico, amostras armazenadas em 4°C foram menos favoraveis a
oxidagcdo, bem como as amostras gelificadas. Nos ensaios biologicos, mesmo em
concentragoes altas as formulagdes nao foram citotdxicas para as células de fibroblastos,
mas a viscosidade da formulagéo pode obstar a migragdo no ensaio de wound healing.
Dessa forma, o estudo demonstra que a nanotecnologia € uma ferramenta importante no
desenvolvimento de formulagbes estaveis para uso na area da salude e que a
incorporagao em gel aprimora a estabilidade das formulagdes. Em estudos bioldgicos, as
formulagdes néo apresentam citotoxicidade em nenhuma das formas farmacéuticas.
Portanto, os resultados demonstram que as formulagbes preparadas representam uma

opcao terapéutica promissora e estavel para o tratamento de feridas.

Palavras-chave: nanoemulsdo; Caryocar brasiliense Camb.; cicatrizagdo,

ultrasonicacéo; citotoxicidade; oxidagao lipidica.



ABSTRACT

The medicinal properties of pequi oil (Caryocar brasiliense Cambess.) are known in
folk medicine and scientific research. Among these properties is the healing activity, which
can be investigated to complement or replace conventional treatments, as well as to meet
the therapeutic demands that the products commercially available still do not meet.
However, the hydrophobic nature of the oil limits its use in some routes of administration.
To overcome this problem, nanotechnology can be used in the development of oil-in-water
(O/W) nanoemulsions to increase the bioavailability and stability of the formulations.
Based on this information, the present study aimed to formulate nanoemulsions based on
pequi oil (NEPe) by ultrasonication, thicken them in a carbomer-based gel (NEPeG),
evaluate the micro and macroscopic stability over time, the occurrence of oxidation lipid
content and biological activity for application in skin wounds. The NEPe components were
compatible with the base gel. The formulations showed hydrodynamic diameter (DH) of
100 nm, polydispersity index (Pdl) around 0.2 and zeta potential (pZ) of NEPe of -30 mV
and of NEPeG of -50 mV, approximately. Over time, NEPe samples stored at 4°C and
25°C showed slight variations in organoleptic and microscopic characteristics, but without
decharacterization of the formulation, while in NEPeG these variations occurred to a
lesser extent. In the analysis of reactive substances to thiobarbituric acid (TBARS),
samples stored at 4°C were less favorable to oxidation, as well as gelled samples. In
biological assays, even at high concentrations, the formulations were not cytotoxic to
fibroblast cells, but the viscosity of the formulation may impede migration in the wound
healing assay. Thus, the study demonstrates that nanotechnology is an important tool in
the development of stable formulations for use in the medicine and that the incorporation
in gel improves the stability of the formulations. In biological studies, the formulations do
not show cytotoxicity in any of the pharmaceutical forms. Therefore, the results
demonstrate that the prepared formulations represent a promising and stable therapeutic

option for the treatment of wounds.

Keywords: nanoemulsion; Caryocar brasiliense Camb.; healing, ultrasonication;

cytotoxicity; lipid oxidation.
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1. INTRODUGAO

O Brasil se destaca pela biodiversidade e abundancia de recursos naturais que
enriquecem a pesquisa cientifica em diversas areas do conhecimento e levantam
discussdes sobre o potencial econdmico e social para o pais (ROSA et al., 2021; VALLI;
RUSSO; BOLZANI, 2018). A riqueza de espécies vegetais nos diferentes biomas
brasileiros abriga uma ampla variedade de biomoléculas de interesse para a saude, que
sdo importantes tanto no auxilio como no tratamento principal de diferentes doencas
(BALBANI; SILVA; MONTOVANI, 2009; DE ALMEIDA et al., 2020).

No bioma Cerrado, por exemplo, podemos destacar o 6leo de pequi (Caryocar
brasiliense Cambess.), estudado quanto ao seu potencial antioxidante (COLOMBO et al.,
2015), anticancerigeno (OMBREDANE et al., 2020), cicatrizante (DE OLIVEIRA et al.,
2010), antimicrobiano (FERREIRA et al., 2011), antinociceptivo (PINHEIRO et al., 2022),
entre outros. Por definigdo, o 6leo de pequi é um oleo fixo!, e suas principais
caracteristicas fisico-quimicas sdo derivadas de sua composigcao rica em acido oleico e
palmitico. No entanto, a natureza hidrofébica do 6leo limita a incorporacao em formulagdes
farmacéuticas por ser pouco soluvel em agua. Além disso, os componentes do produto

vegetal tendem a sofrer oxidacao, o que limita a estabilidade do produto farmacéutico.

Como solugdo para esse desafio, as formulas farmacéuticas com base
nanotecnoldgica podem ser aplicadas, gerando produtos mais estaveis, biocompativeis e
com maior atividade bioldgica do que os o6leos livres (DEWI et al., 2022; OMBREDANE et
al.,, 2020). No caso de oleos fixos, a nanotecnologia pode ser utilizada no preparo de
nanoemulsdes, que consistem na dispersao de dois liquidos imisciveis, em que um deles
se encontra como goticulas dispersas, em tamanho nanométrico, no outro liquido
(REHMAN et al., 2020). Esses sistemas s&o fluidos, transparentes, translucidos e mais

estaveis fisicamente que as emulsbes convencionais.

Tendo em mente uma aplicagao topica, a nanoemulsao pode ter sua consisténcia
aumentada com a adicdo de agentes de consisténcia. No caso de nanoemulsdes 6leo em
agua (O/A), a adigédo de um agente gelificante hidrofilico, como os cabédmeros, aumentaria
a viscosidade do sistema, evitando seu escorrimento apds aplicagdo tdpica. Os
carbbmeros sado polimeros derivados do acido acrilico, biocompativeis e atéxicos e,

portanto, ideais para aplicagao dermatoldgica.

1 Segundo a 62 edigdo da Farmacopeia Brasileira, 6leos fixos s&o 6leos ndo volateis constituidos
principalmente por triacilglicerdis esterificados.



Com base no disposto acima, o presente estudo visa desenvolver e caracterizar uma
nanoemulsao a base de 6leo de pequi (NEPe), com posterior gelificagdo da formulagao
(NEPeG) e avaliar a estabilidade e a atividade cicatrizante do produto (in vitro) com o

objetivo de se obter um produto topico efetivo e estavel.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Esse estudo teve como principal objetivo o preparo e a caracterizagdo de
nanoemulsdo a base de 6leo de pequi (NEPe) espessada com Carbopol® (NEPeG) e a
avaliagdo de sua estabilidade e atividade cicatrizante in vitro para se obter um produto

tépico efetivo e estavel.

2.2. Objetivos especificos

¢ Preparar NEPe contendo 2% de 6leo de pequi e espessar para obter NEPeG;

¢ Avaliar o didmetro hidrodindmico da nanogoticula (DH), o indice de polidispersividade

(Pdl), o potencial zeta (pZ) e o pH das formulacdes;
¢ Avaliar a estabilidade das formulagées em diferentes temperaturas ao longo do tempo;

¢ Avaliagao da citotoxicidade e atividade cicatrizante, in vitro, das formulagbes obtidas.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1. Oleo de pequi

Popularmente conhecido como pequi (Figura 1), o género Caryocar conta com
quinze espécies descritas na literatura, em que a mais abundante no Cerrado é a espécie
Caryocar brasiliense Camb., distribuida do planalto central do brasil ao sul do Parana,
alcangando também a Bolivia e o Paraguai (MOREIRA et al., 2021; PRANCE; DA SILVA,
1973). Além do uso na culinaria brasileira, o 6éleo extraido da polpa possui propriedades
medicinais e a composi¢cao quimica tanto da polpa como do 6leo evidencia a importancia
nutritiva e terapéutica do produto (ARAUJO et al., 2018).



Figura 1. Caryocar brasiliense Cambess. (pequi). Fonte: Frutos Atrativos do Cerrado, Flickr, 2008.

O dleo de pequi € um odleo fixo composto principalmente por acidos graxos, dos
quais 0 acido oleico e o acido palmitico representam a maior propor¢do (MIRANDA-
VILELA et al.,, 2009). Carotenoides também estdo presentes no o6leo, expressando
coloragéo alaranjada e conferindo ao dleo propriedades antioxidantes (AZEVEDO-
MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004). A proporcao desses compostos pode variar de
acordo com o método de extragdo e com a fonte do 6leo (RIBEIRO et al., 2012) e estudos
sd0 necessarios para avaliar os efeitos dessas alteragdes na identificacao e nas atividades

bioldgicas.

Os potenciais terapéuticos do d6leo de pequi derivam dessa complexidade na
composicao, visto que estudos mostraram que, individualmente, as substéncias como o
acido oleico ou licopeno, por exemplo, também tém os potenciais terapéuticos observados
no 6leo (CARDOSO et al., 2011; SAHIN et al., 2018). Dentre os efeitos terapéuticos do
6leo de pequi, podemos destacar a atividade anticancerigena em células de cancer de
mama (OMBREDANE et al., 2020) e a atividade antinociceptiva (PINHEIRO et al., 2022),

ambos estudos que utilizaram a nanoemulsdo como carreador do 6leo.

Além do potencial terapéutico, a aplicagao do 6leo de pequi na industria alimenticia e
cosmética reforga a importancia econdmica do fruto. A extragdo do pequi possui notéria
importancia econbmica para as comunidades extrativistas, por representar fonte de renda
para muitas familias no cerrado, e ecolégica, por se tratar de uma extragao sustentavel
que nao compromete o crescimento populacional da espécie (OLIVEIRA, 2009). Além
disso, o uso de Oleos vegetais pela industria confere aos produtos uma natureza mais

biodegradavel, contribuindo para o desenvolvimento sustentavel e econdmico no pais.



3.2. Cicatrizacao

O processo de cicatrizacdo envolve cascatas de eventos celulares e bioquimicos
complexos que ocorrem de forma coordenada desde a injuria até a restauragao do tecido,
em que as fases principais desse processo sao: hemostase, inflamacgao, proliferacao
celular e remodelamento do tecido (Figura 2). Durante a cicatrizagdo, muitas células séo
envolvidas no processo, como fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais, células do
sangue e do sistema imune (BIELEFELD; AMINI-NIK; ALMAN, 2013).

@ Sangramento e hemostase @ Inflamagao

Epiderme

I

\ 4 Migr aca0 de
Lesdo gy Colulas

Macrifago —

Derme — Vaso \
anguinen _\ g Neutrafilo ——@ | "s—— Fibroblastos

@ Proliferacao @ Remaodelamento

Proliferacio -
do ~ _ - Granulagio
fibroblastos - tecidua

Figura 2. Processo de cicatrizagdo de feridas. (1) Apds a lesdo, ocorre o sangramento que em seguida é
estancado no processo de hemostase. (2) O processo inflamatério se inicia e células do sistema imune migram
para o local da lesdo. (3) Ocorre, entdo, o processo de proliferagdo das células da pele. (4) Por fim, o novo

tecido se remodela. Fonte: Imagem criada em BioRender.

A hemostase é o processo inicial e imediato que ocorre imediatamente apds injuria
tecidual com extravasamento de sangue. Nessa etapa se inicia a cascata de coagulagéo e
vasoconstricdo. Na etapa da inflamagéo, o sistema complemento é ativado e células do
sangue sao quimicamente atraidas para o local da ferida. Na terceira fase, ocorre a
contengao da infecgao e a migragao de fibroblastos, atraidos pelos fatores de crescimento
produzidos durante a cicatrizacdo, até a completa epitelizacdo e na quarta fase
remodelamento tecidual. Os fibroblastos sdo responsaveis pela produgdo de componentes

importantes para o tecido, como fibronectina, colageno e proteoglicano, que auxiliam na



construcdo da matriz extracelular e no remodelamento do tecido (ENOCH; LEAPER,
2007).

O processo de cicatrizagdo do tecido cutaneo que ocorre naturalmente muitas vezes
é suficiente para o sucesso do reparo tecidual. Entretanto, as condigbes de saude e
habitos do individuo, bem como a extensdo e a origem da ferida, podem favorecer a
ocorréncia de cronicidade e, consequentemente, o desdobramento de complicagdes
(EHRLICHMAN et al.,, 1991). Em casos de ocorréncia dessas feridas cronicas a
abordagem medicamentosa se faz necessaria tanto para auxiliar na cicatrizagdo como

para evitar a ocorréncia de infecgdes.

Existem diversos produtos disponiveis comercialmente para o tratamento de feridas
cutdneas e mais pesquisas estdo sendo conduzidas na area de nanotecnologia com o
objetivo de solucionar os problemas que as terapias convencionais ainda nao atendem.
Dentre os tipos de nanoparticulas aplicadas para cicatrizagcdo, as nanoparticulas lipidicas
se mostram eficientes em permitir o encapsulamento e a liberagdo de farmacos lipofilicos
naturais, sintéticos ou semissintético. Nos ultimos anos, as pesquisas com essa tecnologia
tém aumentado, conforme descrito por Carneiro et. al (2022) no capitulo 9 do livro

Nanotecnologia: consideragbes em materiais, satide e meio ambiente.

A migragao das células € um fator importante na cicatrizagdo e € uma caracteristica
que pode ser analisada por ensaios in vitro, como por exemplo o ensaio de migracdo e
invasao (wound healing) (WALTER et al., 2010). Nesse ensaio, as células sdo adicionadas
em placas, formando uma monocamada, e uma arranhadura é feita para simular uma
ferida. As células sao tratadas com o produto de interesse e apds um periodo determinado
se observa a migragao das células. As imagens registradas antes e depois do tratamento
podem ser adicionadas em softwares que calculam a area da ferida para que se possa

calcular a taxa de migracao (Figura 3).
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Figura 3. Representagdo do ensaio de migragdo e invasdo (wound healing). (1) As células sio cultivadas e
adicionadas em pocgos para a formacdo de uma monocamada. (2) Uma ferida mecéanica é feita na placa. (3) O
tratamento de interesse é adicionado nas células e imagens sdo registradas em diferentes periodos. (4) A area
da ferida é analisada por software para obtengdo da taxa de migracao celular. Fonte: Imagem adaptada de

Axion Biosystem website.

3.3. Nanoemulsao

A nanociéncia estuda estruturas em escala nanométrica, que representa um
bilionésimo de um metro (10°° m). O controle e manipulagédo dessas estruturas a partir de
diferentes tecnologias € chamado de nanotecnologia. Em quase todas as areas da ciéncia
€ possivel aplicar e estudar nanoestruturas. Nos ultimos anos estudos na area da saude
mostraram que essa abordagem € promissora tanto para diagnéstico como para
prevencdo e tratamento de diversas doengas, especialmente do cancer (EL-SAYED;
KAMEL, 2020).

Algumas propostas da nanotecnologia nas ciéncias farmacéuticas sao o
melhoramento da estabilidade de formulagdes e o controle da liberacdo de farmacos
(SAHU et al., 2021), além de outros beneficios como a redugéo da toxicidade e aumento
da eficacia terapéutica (CHEN et al., 2013). Mesmo em processos biolégicos
extremamente complexos, como cicatrizagdo de feridas, a nanotecnologia apresenta
resultados promissores (BHATTACHARYA; GHOSH; MUKHOPADHYAY, 2019).



Nanoemulsdes consistem na dispersao coloidal de liquidos imisciveis, em que um
liquido é disperso em outro em forma de nanogoticulas, podendo ser dispersdes do tipo
6leo em agua (O/A), agua em 6leo (A/O) ou ainda mistas, 6leo em agua em 6leo (O/A/O) e
agua em 6leo em agua (A/O/A) (Figura 4) (JOANITTI; MORAIS; AZEVEDO, 2022).

agua

Figura 4. Representacao de dispersdes coloidais em escala nanométrica. Tipo de dispersées: 6leo em agua
(O/A), agua em dleo (A/O) mista do tipo 6leo em agua em 6leo (O/A/O) e mista do tipo agua em 6leo em agua

(A/O/A). Fonte: Imagem criada em BioRender.

Existem diferentes formas de preparo de uma nanoemulsdo, classificadas em
métodos de alta ou de baixa energia. Nos métodos de alta energia, as goticulas da
emulsdo sdo quebradas para formar goticulas nanométricas utilizando elevada energia
mecanica, como na microfluidizagdo, ou também por meio de homogeneizagéao por ondas
de ultrassom em alta frequéncia, como na ultrasonicag¢do (JOANITTI; MORAIS; AZEVEDO,
2022; PAEZ-HERNANDEZ; MONDRAGON-CORTEZ; ESPINOSA-ANDREWS, 2019).

A ultrasonicacdo é uma técnica eficiente para o preparo de nanoemulsdes estaveis
cujas caracteristicas dependem de muitos fatores, como o tempo de sonicagéo, didmetro
da ponteira, amplitude escolhida, concentracdo e volume de amostra. Nesse método, as
ondas de ultrassom passam pelo liquido gerando pressdes frequentes e as nanogoticulas
sao formadas pelo fendbmeno de cavitagdo (SIVAKUMAR; TANG; TAN, 2014).

3.4. Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos organicos anfifilicos que apresentam uma porgao
polar e outra apolar. A por¢cado apolar € normalmente formada por uma cadeia carbénica
(“cauda” hidrofébica), enquanto a porcao polar (“cabega” hidrofilica) é constituida por
atomos que apresentam afinidade com a agua e/ou carga, sendo responsavel pela
solubilidade do composto em suspensdes (Figura 5) (JOANITTI; MORAIS; AZEVEDO,



2022). Quando o surfactante possui a porgao polar com carga negativa, € chamado de
surfactante anionico, e quando a carga é positiva, € chamado de surfactante catidnico.
Existem também os surfactantes nao-ibnicos e anfoteros e a escolha desse agente nas
nanoemulsdes é importante para o sucesso da formulagao (JAISWAL; DUDHE; SHARMA,
2015).

Cauda hidrofaébica Cabega hidrofilica

anidnico

catibnico

anfotero

ndo iénico

o0 o

Figura 5. Representagcdo molecular de surfactantes aniénico, cationico, anfétero e ndo-idnico. Fonte: Imagem

criada pela autora.

No desenvolvimento farmacotécnico, os surfactantes sdo utilizados na estabilizagdo
de nanoemulsdes, promovendo dispersido coloidal de liquidos imisciveis. Em um sistema
constituido por agua e lipidios, a porgao polar do surfactante interage com a parte aquosa
e a porgao apolar interage com a parte oleosa, atuando como uma camada que reveste a
goticula e promove a estabilidade da formulagédo (JOANITTI; MORAIS; AZEVEDO, 2022).
No caso da NEPe, o sistema ¢é do tipo 6leo em agua (O/A) e o surfactante é encontrado na
superficie das goticulas de o6leo, protegendo as moléculas bioativas presentes
(OMBREDANE et al., 2020).

A escolha do surfactante deve ser criteriosa em uma formulagao, porque além de
promover estabilidade, devem atender aos critérios de nao toxicidade e nao irritabilidade.
Outra importante preocupagdo na escolha da composi¢cdo do produto € o impacto
ambiental que pode ser causado. Entdo, substancias biodegradaveis também devem ser

priorizadas no desenvolvimento de novos produtos.



A lecitina € uma mistura de fosfolipidios de origem vegetal e animal utilizada na
industria como surfactante devido a sua natureza anfifilica e alta biocompatibilidade
(DRESCHER; VAN HOOGEVEST, 2020). A origem natural desse composto o torna
também biodegradavel, resultando em um baixo impacto ambiental. Muitos estudos ja
reportaram o sucesso do uso da lecitina em nanoemulsées para uso em diferentes vias de
administracao (Klang, 2011), o que comprova que seu uso pode ser uma opgao viavel para
administracdo de farmacos lipofilicos. Estudos mostraram que a lecitina é ideal para
produgéo de NEPe do ponto de vista fisico-quimico e biolégico (OMBREDANE et al., 2020)
(PINHEIRO et al., 2022).

A camada de surfactante que reveste a goticula em uma nanoemulséo, além de
proteger as moléculas lipofilicas, também deve favorecer o contato dos biocompostos com
as células de interesse (Figura 6). Por esse motivo, a superficie das goticulas pode ser
modificada com polimeros que promovem uma melhor interagdo das goticulas com as
células e/ou também a maior estabilidade da formulagdo. O polioxietileno (40) estearato
(PEG40) é um exemplo de modificador de superficie considerado seguro para uso em
formulagcdes (JAVID et al., 2014) que altera a farmacocinética e estabilidade de
nanoemulsdes (KHALID et al., 2006).

Membrana
#= PEGn-estearato

’ lt > \/\/\/\/\/\/\/\/\"/o{‘/\ﬂk\/o”

i Fosfolipidios (lecitina) ﬁ
o ——
0 1 o‘x\‘/\"\.NHaﬁ

R o o
\‘ﬁ" l\ fosfatidiletanolamina
R'i/c' . X=9 ;
_0_6._0\‘/\”{'_
Oleo \

. fosfatidilcolina

Figura 6. Representacdo da nanoemulsdo O/A contendo 6leo de pequi, lecitina e polioxietileno (40) estearato
(PEG40). Fonte: Imagem adaptada de DELMAS et al., 2011.
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3.5. Géis

Escolher excipientes compativeis com a formulagdo e que sejam seguros para 0s
pacientes € um desafio. A selecdo deve ser criteriosa e considerar caracteristicas que
garantam estabilidade, eficacia e funcionalidade da formulacao, além de seguranga e baixa
toxicidade para os pacientes. Os impactos da adicao de componentes na formulagéo na
liberagdo de farmacos ou ainda na farmacocinética também precisam ser investigados

para garantir o sucesso da farmacoterapia.

Os géis, por exemplo, sdo formulagbes farmacéuticas semissoélidas que contém
agente gelificante que promove firmeza a uma solugdo ou dispersao coloidal (BRASIL,
2019). Um dos representantes dos agentes gelificantes € o Carbopol®, um polimero
sintético derivado do acido acrilico responsavel pela estrutura tridimensional da formulagao

promissor para o desenvolvimento de nanoemulséo gel (BAEK; KIM, 2011).

O Carbopol® tem alto peso molecular e se apresenta como p6 branco, esponjoso e
higroscopico. Pode ser disperso tanto em agua como em alcool e glicerina. O p6 € uma
rede tridimensional de polimeros emaranhados que se dilatam apods hidratados. A estrutura
estendida dessas cadeias ocorre com a neutralizagdo por bases (Figura 7) (SHAFIEI,
BALHOFF; HAYMAN, 2018). O gel formado tem natureza anidnica, ou seja, em solugao se
dissociam em ions carregados negativamente, caracteristica que pode influenciar na

estabilidade da formulagao.

Figura 7. Representagdo do processo de formulagdo do gel de Carbopol®. A primeira representagdo é
referente ao Carbopol® em p6. Apds adigdo de agua, o polimero se dissolve, mas o emaranhado n&o permite o
aumento da viscosidade. A neutralizagdo do gel com trietanolamina (TEA) permite a formacdo de redes

poliméricas e, consequentemente, o aumento da viscosidade (HOULLEBERGHS et al., 2022).
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e equipamentos

Os seguintes materiais foram adquiridos para o preparo das amostras e execugao
dos ensaios: lecitina (Lipoid, Ludwigshafen, Germany); 6leo de pequi extraido por solvente
(Universidade Federal de Lavras, UFLA, Minas Gerais); polioxietileno (40) estearato (PEG
40), acido tiobarbiturico (TBA), acido tricloroacético (TCA) e trimetoxipropano (TMP)
(Sigma-Aldrich Ltd., Gillingham, Dorset, UK); Carbopol® 940 e trietanolamina (TEA)
(Dindmica Quimica Contemporanea Ltd., Sdo Paulo, Brasil); dimetilsulféxido (DMSO) e
acido cloridrico (HCI) (J.T.Baker, Philisburg, Estados Unidos).

Este estudo esta de acordo com a Nova Lei da Biodiversidade (Lei n°® 13.123, de 20
de maio de 2015) e registrado na plataforma do Sistema Nacional de Gerenciamento de
Recursos Genéticos e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen) sob o numero
AC22EF9.

4.2. Preparo da NEPe

As NEPe foram preparadas seguindo o protocolo anteriormente descrito
(OMBREDANE et al., 2020) com algumas modificacdes. Em um tubo tipo Falcon, a lecitina
e o0 Oleo de pequi foram pesados na proporgédo 2:1 (p/p), em quantidade suficiente para
produzir a NEPe contendo 2% de 6leo. Foi adicionado polioxietileno (40) estearato (PEG
40) a 1% em relacdo a massa molar da lecitina e adicionados 10 mL de 4gua destilada. A
mistura foi homogeneizada no vértex até completa dispersdo dos componentes e
posteriormente submetida a ultrasonicagdo em banho de gelo por 5 min com pulso

alternado (1 segundo) a 20 kHz. Todo o processo foi realizado ao abrigo de luz.

4.3. Preparo da NEPeG

Afim de aumentar a viscosidade da formulacdo, foi preparado gel a base de
carbémero conforme descrito na literatura (JANGDEY; GUPTA; SARAF, 2017), com
algumas adaptacdes. Primeiramente, foi preparado um gel base pesando 1 g de
Carbopol® 940 para diluicao em 100 mL de agua sob agitacdo manual. A solugao foi
armazenada por 24 horas ao abrigo de luz para completa hidratacdo do polimero e

posterior adicdo de trietanolamina até pH 7. A NEPe foi incorporada no gel base na
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proporgao 1:1 sob leve agitacdo manual e armazenada ao abrigo de luz em microtubos de
1,5 mL.

4.4. Caracterizagcdao das formulagoes
4.4.1. Dynamic light scattering (DLS)

A estabilidade fisica foi avaliada mensurando o didmetro hidrodinamico (DH), o
indice de polidispersividade (Pdl) e o potencial zeta (pZ) no Zetasizer® Nano ZS90
(Malvern, UK) com angulo de deteccdo de 90° apds 1, 7, 15 e 30 dias. Para cada
parametro, foram feitas trés leituras de cada amostra a 25°C para obter a média. O pH
também foi avaliado ao longo do tempo. Para caracterizagdo da NEPe, foram diluidos 10
ML de amostra em 990 pL de agua destilada e para NEPeG foram diluidos 20 ug em 980
ML de agua destilada para que a concentracao de 6leo de pequi permanecesse a mesma

em ambas analises.

4.4.2. Condutividade

A condutividade foi mensurada pelo Condutivimetro CG1800 (Gehaka, Sao Paulo,
Brasil) a 25°C. O equipamento foi calibrado com o tampao Gehaka de 1413,0 uS/cm. Apos
a calibragdo, as condutividades das amostras frescas de NEPe e NEPeG foram

mensuradas a 25°C.

4.5. Estabilidade
4.5.1. Estabilidade ao longo do tempo sob diferentes condi¢des de temperatura

Triplicatas de NEPe e NEPeG foram armazenadas ao abrigo de luz em 4°C, 25°C e
37°C em microtubos de 1,5 mL durante 30 dias. O aspecto macroscoépico foi inspecionado
nos dias 1, 7, 15 e 30, imagens foram registradas no 1° e no 40° dia e o DH, pZ e PdI

foram mensurados conforme descrito no item 4.4.1.

4.5.2. Centrifugacao

Trés aliquotas de 1,5 mL de NEPe e NEPeG recém preparadas foram centrifugadas

a 5000 rpm por 30 minutos no equipamento Hettich ® Universal 320R (Tuttlingen,
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Alemanha) (ALI et al., 2014). Inspecao visual das amostras foi feita para verificar se houve
separagao de fases ou outra instabilidade e as amostras foram lidas no Zetasizer antes e

depois do processamento.

4.6. Analise de oxidagcao das formulagées: Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

A analise de estresse oxidativo foi realizada pela determinacdo de TBARS apds 40
dias de armazenamento das amostras de dleo livre, NEPe e NEPeG em 4°C, 25°C e 37°C.
Também foram avaliadas NEPe e NEPeG recém-preparadas. Foi seguido o protocolo de

Arancibia et al., 2017, com algumas modificagdes.

Primeiramente, uma solugdo-estoque de acido tiobarbiturico (TBA) misturando 15%
(p/v) de &cido tricloroacético, 0,375% (p/v) de TBA em solugdo de acido cloridrico (HCI)
0,25 M. Uma solucdo-padrao de tetrametoxipropano (TMP) 3 mM foi preparada para
determinacgao da curva-padrao. Foi preparado 1 mL de solugdo de TMP nas concentracdes
0, 3,9, 15, 21 e 27 uyM em tubos de ensaio com tampa, depois adicionada 1 mL da
solugao-estoque de TBA em cada tubo. Para ocorrer a reagdo entre TBA e TMP, os tubos
de ensaio foram colocados em banho-maria a 65°C durante 40 minutos. Apdés o
aquecimento, os tubos foram resfriados em banho de agua a temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. Foi pipetado 150 uL do sobrenadante
em placa de 96 pogos, em triplicata, e a leitura no espectrofotometro (MolecularDevices,
USA) foi realizada em 532 nm.

Para a determinagdo de TBARS nas amostras, foram diluidos 50 pyL das NEPe em
500 pL de agua destilada em microtubos. Para as NEPeG, foram pesados 100 ug de
amostra e diluidas em 450 yL de agua. Em cada microtubo, foi adicionado 550 mL de
solugao de TBA. Para o dleo, foram pesados 1 ug e adicionados 550 uL de agua e 550 uL
de solugao de TBA. As amostras foram submetidas ao mesmo processo do TMP na curva-
padrao. A determinacdo de TBARS foi feita utilizando a equacao da reta da curva-padrao

para cada 1 mg de dleo.

4.7. Cultura celular

Fibroblastos humanos foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino 1% de

penicilina em estufa a 37°C e 5% CO,.
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4.7.1. Viabilidade celular

As células foram plaqueadas em placa de 96 pogos em uma densidade de 1,0x10*
células por pogo e mantidas em estufa umida (37°C e 5% CO) e tratadas no dia seguinte
com o branco (agua destilada e filtrada), NEPe nas concentracées de 50, 250, 500, 2500 e
5000 pg/mL e com NEPeG nas concentragdes de 50, 250 e 500 pg/mL, em que foi
possivel a diluicdo até que a viscosidade permitisse a utilizacdo de pipeta. Apds o

tratamento as células foram incubadas pelos periodos de 24 e 48 horas.

A viabilidade celular foi analisada pelo ensaio de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-
tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio). Depois dos periodos de 24 e 48 horas de incubacdo, os
tratamentos foram descartados e cada pogo recebeu 150uL de solugdo de MTT a 0,5
mg/mL diluido em DMEM e as placas foram novamente incubadas em estufa. Apds o
periodo de 2h, a solucdo de MTT foi descartada e os cristais de formazan formados
diluidos com 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada pogo. A absorbancia foi
determinada através do espectrofotdmetro com leitor de microplaca (MolecularDevices,

USA) no comprimento de onda de 595 nm.

4.7.2. Migracéo e invasdo (wound healing)

A capacidade de migragao dos fibroblastos foi investigada pelo ensaio de wound
healing (WALTER et al., 2010). As células foram tratadas com NEPe e NEPeG na
concentracao de 500 yg/mL e DMEM suplementado com 1% de soro fetal bovino e 1% de
antibiotico. As células foram incubadas em placa de 24 pocos, com densidade celular de
0,6 x 105, por um periodo de 24h em estufa Umida (37°C e 5% CO;). Apos incubagéo, foi
feita um risco na monocamada com o auxilio de uma ponteira de 200 uL, as imagens
foram registradas no tempo de Oh e 24h microscépio Optico (Leica DM500 ®, Austria)
acoplado a camera fotografica (Leica ICC50 HD®, Austria) e ao programa de captura e
analise de imagens (Leica® LAS EZ 3.4.0), e a analise da area inicial e final da ferida foi

feita pelo software Image J (Image Processing and Analysis in Java) (COLLINS, 2007).

4.8. Analise estatistica

As analises estatisticas para analise dos resultados desse estudo foram ANOVA de
duas vias, seguido do teste de comparacado multipla Tukey, feitas no software GraphPrism

vesdo 8.0.1 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencao e caracteristicas da NEPe e NEPeG

Nesse estudo, as NEPe foram preparadas com 2% de 6leo (p/v) com o objetivo de
avaliar o comportamento da nanoemulsdo em concentracbes maiores as preparadas em
estudos anteriores (OMBREDANE et al., 2020), considerando a futura aplicagao em feridas

e a redugao da concentragéo de 6leo quando preparamos a formulagdo em gel.

5.1.1. Preparo da formulagdo em gel

O primeiro teste consistiu no preparo da NEPe e adigdo do p6 de Carbopol® 940 a
1% diretamente na amostra. No entanto, a amostra nao apresentou viscosidade e outro
método precisou ser desenvolvido. Entao, preparamos o gel base de Carbopol® 940 a 1%
separadamente, conforme descrito na metodologia deste estudo, e depois foi adicionada
NEPe até observarmos homogeneidade. Logo apdés o preparo, todas as formulagdes
apresentaram homogeneidade, translucidez e coloragdo amarelada intensa devido a

presenca de carotenoides no 6leo de pequi.

5.1.2. Caracterizagao por DLS

Apés o preparo da NEPe no ultrasonicador e posterior espessamento para
formulacdo da NEPeG, as formulagbes foram caracterizadas em seus aspectos
microscoépicos no Zetasizer. O DH mensurado estava préoximo a 100 nm, o Pdl abaixo de

0,2 e o potencial zeta da NEPe era de -30 mV e da NEPeG de -50 mV, aproximadamente.

5.1.3. Classificacdo da nanoemulséo

Devido a alta concentragido de 6leo na amostra, o teste de condutividade elétrica foi
conduzido para avaliar se a nanoemulsdo formada é do tipo O/A. Normalmente, a
condutividade de nanoemulsbdes do tipo A/O é baixa, visto que a mobilidade de ions é
reduzida em fase oleosa, enquanto o contrario ocorre em nanoemulsdes O/A
(FORGIARINI et al., 2001). A condutividade das amostras foram 707,3 £+ 10,1 pS/cm
(NEPe) e 992,0 £ 14,2 pS/cm (NEPeG), o que indica formulagbes com fase externa
aquosa e, no caso da NEPeG, o conteudo de agua é ainda maior, o0 que justifica maior

condutividade.
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5.1.4. Ensaio de estabilidade acelerada

O teste de centrifuga € um ensaio de estabilidade que aumenta a forga da gravidade
sobre as formulagdes a fim de antecipar instabilidade pela formacdo de aglomerados,
separagdo de fases, sedimentacdo, coalescéncia ou cremagdo. Esse ensaio é
recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) no Guia de Controle
de Qualidade de Produtos Cosméticos (2008). Apds o teste em amostras frescas, a NEPe
e NEPeG nao apresentaram mudangas nas caracteristicas visuais e, microscopicamente,
o DH, Pdl e pZ nao tiveram diferenga significativa antes ou depois de submetidos a

centrifugacao (Quadro 1 e 2).

Quadro 1. Didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e potencial zeta (pZ) antes e

apos o teste de centrifuga da nanoemulsao a base de éleo de pequi (NEPe).

NEPe
Antes Depois
DH (nm)| 93,88 +0,8 05,95+ 1,82
Pdl| 0,194+0,30 | 0,204 +0,01
pZ(mV)| -2547+2,71 | -26,03+1,64

Quadro 2. Didmetro hidrodindmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e potencial zeta (pZ) antes e

apos o teste de centrifuga da nanoemulsao gel a base de dleo de pequi (NEPeG).

NEPeG
Antes Depois
DH (nm)| 103,67 +1,9 105,9+2,91
Pdl| 0,224+0,01 | 0,240+0,01
pZ(mV)| -48,03+0,81 | -4887+1,91

5.1.5. Estabilidade macroscopica ao longo do tempo

Uma amostra de NEPeG foi armazenada em placa de Pétri em 4°C com o objetivo
de avaliar se haveria separacao de fases. Apds 30 dias, a amostra permaneceu estavel e

sem sinais de desprendimento da nanoemulsio das redes poliméricas do gel (Figura 8).
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Figura 8. Nanoemulsdo a base de éleo de pequi gelificada (NEPeG) apds 30 dias de armazenamento em 4°C.

Ao longo do tempo, as amostras de NEPe a 37°C mudaram de cor (Figura 9). Apds
15 e 30 dias, as amostras estavam mais escurecidas, e apds 40 dias estavam turvas em
comparagao com amostras frescas. Ja a NEPeG apresentou-se estavel e sem alteragao
aparente de cor ao longo do tempo nas amostras em 4°C e 25°C, enquanto a amostra em
37°C apresentou leve mudanga de cor apdés 40 dias, o que indica que o gel confere
protecao fisica para o produto.

NEPe
Dia 1

NEPe
40 dias

Figura 9. Estabilidade macroscoépica das nanoemulsées a base de dleo de pequi (NEPe) e NEPe gelificada
(NEPeG) ao longo do tempo. A imagem representa NEPe e NEPeG frescas (acima) e apés 40 dias
armazenadas em 4, 25 e 37°C (abaixo).

Os principais componentes que conferem coloragdo amarelada as nanoemulsdes
sdo os carotenoides, dentre os quais se destacam os [-carotenos, provitamina A e
licopeno (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2004; RIBEIRO et al., 2012). A
mudanga de coloragdo observada nesse estudo pode ser atribuida a degradacao de [3-

carotenos em temperaturas mais elevadas. Pesquisadores estudaram nanoemulsées O/A
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contendo B-carotenos armazenadas em 55°C durante 15 dias e também observaram perda
da coloragéo alaranjada/amarelada (QIAN et al., 2012). Essa perda foi reduzida quando

adicionados antioxidantes nas amostras.

5.2. Efeito da temperatura sobre o DH das formulagdes a base de dleo de pequi
(NePe e NePeG)

As nanoemulsées O/A séo formadas por nanogoticulas de 6leo dispersas em meio
aquoso com o auxilio de um surfactante. Estudos mostram que o DH das goticulas em
nanoemulsdes que utilizam lecitina varia entre 150 e 300 nm (KLANG; VALENTA, 2011).
Quando se trata de nanoemulsdes a base de 6leo de pequi e lecitina produzidas por
ultrasonicagdo, o DH das nanogoticulas também se apresenta nessa faixa (KLANG;
VALENTA, 2011)

No presente estudo, o tamanho das nanogoticulas em NEPe e NEPeG armazenadas
em 25°C estabilizou proximo a 100 nm ao longo de 30 dias de formulagcdo. Nas demais
temperaturas, houve diferencga significativa entre os tamanhos, sendo a 37°C a variagao

mais expressiva, principalmente no gel (Figura 10).
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Figura 10. Diametro hidrodinamico (DH) das formulagdes ao longo do tempo. (A) Nanoemulsao a base de 6leo
de pequi (NEPe) e (B) NEPe gelificada (NEPeG). Os valores foram representados em média e desvio padréo
das ftriplicatas. Para analise estatistica, foi aplicada ANOVA de duas vias, seguido do teste de comparagdo

multipla Tukey. ns = sem diferenga significativa; * = diferencga significativa ao longo do tempo (p<0,05).

No presente estudo, houve aumento de 37,5% entre os dias 15 e 30 no tamanho da
NEPe armazenada em 37°C e um aumento progressivo ao longo do tempo na NEPeG a
37°C, que no primeiro dia era 97,8+1,5 nm e no dia 30 era 188,7+3,2 nm. Esses resultados
corroboram com os dados demonstrados em estudos anteriores com nanoemulsdes
contendo terbinafina e citral, em que as formulagcbes apresentaram aumento do tamanho

tanto na nanoemulsao quanto na formulagao em gel armazenadas em 45°C (ZHENG et al.,
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2016). O aumento da temperatura nas formulagbes favorece a movimentagao das
nanogoticulas, promovendo a coalescéncia, o que pode explicar esse comportamento nas
amostras de NEPe e NEPeG a 37°C.

5.3. Efeito da temperatura sobre o Pdl das formulagdes a base de 6leo de pequi
(NePe e NePeG)

O PdlI indica a homogeneidade da nanoemulsao e varia entre 0 e 1,0, e quanto mais
préximo de 0, mais as nanogoticulas da nanoemulsdo sédo uniformes e a formulagéo é
homogénea (BHATTACHARJEE, 2016).

O Pdl nas amostras de NEPeG n&o apresentou variagédo ao longo do tempo em
nenhuma das temperaturas (Figura 11), mostrando que o Carbopol® pode prevenir a
variacao desse parametro. A presenga de um agente gelificante na formulagido reduz a
liberdade de movimentagao das nanogoticulas pelo aumento da viscosidade, o que explica

a estabilidade do Pdl em todas as amostras.

A B
Pdl (NEPe) Pdl (NEPeG)
0.3 0.3
- #C - 4C
S 28%C - 25°C
- e 0.2 % ns = 37°C

0.14 0.1+

0.0 I 1 I I
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Tempo (dias)

0.0 I I 1 1
1 7 15 30

Tempo (dias)

indice de polidispersividade (Pdl)
indice de polidispersividade (Pdl)

Figura 11. indice de polidispersividade (Pdl) das formulagdes ao longo do tempo. (A) Nanoemulséo & base de
oleo de pequi (NEPe) e (B) NEPe gelificada (NEPeG). Os valores foram representados em média e desvio
padrao das ftriplicatas. Para analise estatistica, foi aplicada ANOVA de duas vias, seguido do teste de

comparagado multipla Tukey. ns = sem diferenga significativa;
(p<0,05).

= diferenga significativa ao longo do tempo

A amostra de NEPe a 37°C pode ter apresentado redugdo do Pdl de 0,194+0,019
para 0,083+0,012 devido a alta taxa de coalescéncia das nanogoticulas, em que
nanogoticulas menores podem estar se aglomerando. Esse resultado mostra que a
temperatura elevada afeta tanto o tamanho como o indice de polidispersividade e talvez

esses parametros podem estar correlacionados.
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5.4. Efeito da temperatura sobre o potencial zeta das formulagoes a base de 6leo de

pequi (NePe e NePeG)

O potencial zeta é a carga superficial da nanoparticula, que depende do meio
aquoso e da composicdo da nanoemulsdo. Além dessas variaveis, estudos mostram que

variagdes no pH afetam diretamente o valor do potencial zeta (BHATTACHARJEE, 2016).

Nesse estudo, a NEPeG teve reducéo de aproximadamente 20% no potencial zeta
comparando o primeiro com os demais dias. Por outro lado, a NEPe permaneceu estavel a
4°C e 25°C, mas com redugao de 70% do potencial zeta a 37°C apés 30 dias (Figura 12), o
que indica instabilidade ao longo do tempo em temperatura mais elevada. O pH das

amostras foi monitorado e permaneceu estavel em aproximadamente 7.
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Figura 12. Potencial zeta das formulagdes ao longo do tempo em pH 7. (A) Nanoemulsdo a base de 6leo de
pequi (NEPe) e (B) NEPe gelificada (NEPeG). Os valores foram representados em média e desvio padrao das
triplicatas. Para analise estatistica, foi aplicada ANOVA de duas vias, seguido do teste de comparagéo multipla

Tukey. ns = sem diferenca significativa; * = diferenca significativa ao longo do tempo (p<0,05).

O gel de Carbopol® tem natureza anibnica e no presente estudo & possivel notar que
essa caracteristica influenciou o potencial zeta da formulacido em gel. Outro estudo que
também utilizava Carbopol® e compostos naturais reportou comportamento semelhante,
em que a formulagdo em gel tem potencial zeta mais negativo do que a nanoemulséo
(BACK et al., 2020).

5.5. Peroxidacgao lipidica por TBARS

O teste de TBARS quantifica o malonaldeido (MDA), um produto secundario da
peroxidagao lipidica de acidos graxos poliinsaturados (ESTERBAUER; CHEESEMAN,
1990). Nesse estudo, o objetivo foi padronizar o teste de TBARS para avaliar a

peroxidagdo em nanoemulsoes.
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Em uma reagéo, 2 mols de TBA reage com 1 mol de MDA formando um cromdgeno

rosa com absor¢cao maxima a 532 nm, conforme demonstrado na figura 13.

P 5 -
L 1 +2H,0——» @ ~"; +4CH,-OH
-~ S
T™P MDA
1S ”__’N OH I ‘-‘-w JM ] HDV“YEP
2 | o, O iy | . | +2m0
MDA
GH oM OH
TBA MDA-THBA 2

EOSA

Figura 13. Transformacao do trimetoxipropano (TMP) em malonaldeido (MDA) e reagédo quimica entre MDA e

acido tiobarbiturico (TBA), formando um cromdgeno de cor rosa.

A curva-padrao foi obtida pela reagcdo de TMP com TBA e o resultado pode ser
observado na figura 14.

y = 0.02255 x - 0,001849
1.0- R’ = 0.9996
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3 9 15 21 27

Concentragao (UM de MDA)

Figura 14. Curva-padréo da reacéo entre acido tiobarbiturico (TBA) e trimetoxipropano(TMP). Dados
apresentados com média e desvio padrao.

O primeiro estudo foi realizado com amostras de NEPe (50 pL) armazenadas por 40
dias em 4, 25 e 37°C. As amostras reagiram com a solugao TCA-TBA em banho-maria e o
sobrenadante foi coletado apds centrifugacéo. Apds essa etapa, foi observada coloragéo
amarelada na amostra armazenada em 37°C (Figura 15).
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Figura 15. Sobrenadante coletado apds reagéo entre acido tiobarbiturico (TBA) e nanoemulsdes a base de

oleo de pequi (NEPe) armazenadas em 4, 25 e 37°C por 40 dias.

O dleo de pequi é composto por diferentes acidos graxos, e dentre eles um dos mais
abundantes é o acido palmitico, com cadeia carbénica saturada (Figura 16). O aldeido
formado na quebra dessa cadeia forma o complexo aldeido saturado-TBA, que confere
coloragao amarela para a reagao, segundo a literatura (OANCEA et al., 2022). Outro acido
presente em maior quantidade é o acido oleico, que tem cadeia monoinsaturada, cujo
produto da peroxidagao lipidica sdo aldeidos monoinsaturados, que também formam

complexo de coloracdo amarelada na presenca de TBA.

O

/\./\/\_/'\_/\/’\/\/‘z.

. OH
Acido palmitico
9]

W/M
: OH
Acido oleico

Figura 16. Representagcao molecular dos acidos oleico e palmitico.

Na NEPe armazenada em 37°C foi possivel observar a ocorréncia dessas reagdes
secundarias com coloragdo amarelada, que também indicam oxidacdo da amostra, mas
que impede a quantificacao de MDA pelo espectrofotdmetro. A principal hipétese é que, a
37°C, componentes do 6leo podem estar degradando e extravasando a membrana da
nanoemulsdo, causando a turbidez das amostras e mudanga na coloragdo do produto.
Portanto, é possivel afirmar que a amostra de NEPe nessa temperatura ¢é instavel tanto do

ponto de vista microscépico como do macroscopico.
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Figura 17. Representacéo grafica da quantidade de malonaldeido (MDA) em amostras de nanoemulséo a base
de 6leo de pequi (NEPe) e NEPe gelificada (NEPeG) apds reagdo com acido tiobarbitirico (TBA). O grafico
representa a média e desvio padrédo dos valores de MDA obtidos a partir da equagéo da reta da curva-padrao
em 1mg de dleo de pequi. Oleo = dleo de pequi livre extraido por solvente. Para analise estatistica, foi aplicada
ANOVA de duas vias, seguido do teste de comparagao multipla Tukey. ns = sem diferéncia significativa; e * =

diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (p<0,05).

A partir dos resultados obtidos pela absorbancia (Figura 17), é possivel observar que
a producdo de MDA nas formulacbes recém-preparadas de NEPe e NEPeG foi de
aproximadamente 2,5 uM, enquanto no 6leo livre foi abaixo de 1 uM. Apds 40 dias, a
NEPe armazenada em 25°C teve producdo de MDA 6 vezes maior do que na amostra
recém-preparada. A NEPe a 4°C apo6s 40 dias nao teve diferenga significativa na produgao
de MDA, o que indica que a temperatura influencia na oxidagdo das nanoemulsoes.
Apesar de estar representada no grafico, a amostra de NEPe a 37°C nao foi considerada

nos calculos estatisticos devido as reagbes secundarias ocorridas.

Nas NEPe e NEPeG foi possivel observar que houve produgdo de MDA apés 40 dias
em todas as amostras. Entdo, para o desenvolvimento de formulagdes mais estaveis do
ponto de vista da oxidagao, futuramente sera necessario o melhoramento do produto com

a adicao de excipientes que evitem ou retardem o oxidacéo lipidica.

5.6. Viabilidade celular e wound healing

Para avancgar nos estudos com as formulagdes para uso tépico, é importante avaliar
a citotoxicidade em células que atuam no processo de cicatrizacdo. Neste estudo, células
humanas de fibroblastos foram tratadas com NEPe e NEPeG e a viabilidade celular foi
determinada pelo ensaio de MTT em duplicata. As células foram submetidas a diferentes
concentragdes de NEPe (5000, 2500, 500, 250 e 50 ug/mL de 6leo) e de NEPeG (500, 250
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e 50 pyg/mL). A alta viscosidade do gel ndo permitiu que maiores concentragbes fossem
testadas.

Com base nos dados da figura 18, nenhuma das concentragbes apresentou
citotoxicidade em células de fibroblastos. Portanto, as formulagdes nas condicdes testadas

podem avancgar nas etapas dos estudos de atividade bioldgica.
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Figura 18. Efeitos do tratamento na viabilidade celular de fibroblastos. As células foram expostas a
nanoemulsdo a base de 6leo de pequi (NEPe) e NEPe gelificada (NEPeG). As células foram tratadas com as
formulagdes nas concentragdes de 6leo de pequi de 5000, 2500, 500, 250 e 50 yg/mL. (A) Viabilidade apds
24h de tratamento. (B) Viabilidade apds 48h de tratamento. Para analise estatistica, foi aplicada ANOVA de

duas vias, seguido do teste de comparagado multipla Tukey (p<0,05). Controle = agua destilada e filtrada.

A etapa seguinte foi a avaliagdo do potencial cicatrizante das formulagdes. Entao,
fibroblastos foram submetidos ao estudo de wound healing e a taxa de migragao foi
calculada apds 24 horas. No grupo controle (agua destilada), as células proliferaram em
uma taxa de 31,6%, enquanto nos grupos tratados com NEPe a taxa foi de 75,5% e nos

grupos tratados com NEPeG foi de 17,2%.
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Controle NEPe NEPeG

Figura 19. Registro da area de cicatrizagdo em fibroblastos de pele humana em Oh e 24h de tratamento com
nanoemulsdo a base de d6leo de pequi (NEPe) e NEPe gelificada (NEPeG) na concentragdo de 500 uyg/mL. A

representacéo da area ¢ ilustrativa e o calculo da taxa de migragéo foi feito pelo software Image J.

Com base nos dados apresentados, é possivel concluir que a NEPe é capaz de
induzir proliferagédo de fibroblastos, mas quando a formulagdo é gelificada, a taxa de
migragao nao difere do grupo controle. A presenga do agente gelificante causa diminuigao
na viscosidade do tratamento, promovendo resisténcia fisica na migragdo das células nos
pocos. Os resultados apontam que a presenga do gel pode ser um limitante para o ensaio
e, portanto, outros métodos precisam ser avaliados para melhor compreensao do efeito do
gel na atividade cicatrizante da NEPe.

6. CONCLUSAO

O uso de dleos vegetais extraidos da flora brasileira tem importancia econémica,
ambiental e terapéutica. O 6leo de pequi tem muitas propriedades medicinais e a aplicagao
da nanotecnologia pode aumentar e melhorar a biodisponibilidade e aplicacdo desse

produto.

Nesse estudo, observamos compatibilidade entre os componentes da formulagao e a
presenca do carbémero ndo descaracterizou a formulagdo. Ao longo do tempo, nao foi
observado precipitagdo ou coalescéncia e, apesar de ligeiras variagdes nos aspectos

microscopicos, as amostras armazenadas em 4°C e 25°C permaneceram viaveis,
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enquanto as formulagbes armazenadas em 37°C apresentaram alteragdes significativas no

didmetro hidrodinamico e no indice de polidispersividade.

Quando armazenadas em 4°C, as amostras de NEPe apresentaram
aproximadamente metade da concentragdo de malonaldeido em comparagdo com a
amostra em 25°C, o que indica que a temperatura pode ser um fator que favorece a
oxidacao nas nanoemulsdes. Em relacdo a NEPeG, a quantidade de produtos de oxidagao
era proxima a da amostra de NEPe em 4°C, o que mostra que a presenca do gel pode
retardar efeitos da temperatura sobre a formulagdo. No entanto, como foi observada
oxidagcado ao longo do tempo, sdo necessarios estudos com inclusdo de excipientes com

acao antioxidante.

Nos ensaios in vitro, observamos que as amostras ndo sdo téxicas para fibroblastos,
células que desempenham fungdes importantes na cicatrizagcdo de feridas cutaneas.
Entretanto, no ensaio de migragéo celular, a presenga do gel foi um fator limitante para
observagao dos efeitos cicatrizantes por conferir menor viscosidade ao tratamento e,
consequentemente, resisténcia fisica para a migragdo das células no pogo. Portanto,
outros ensaios de migragdao podem ser conduzidos para melhor compreenséo dos efeitos

do gel na atividade cicatrizante da nanoemulséo.

Com base no estudo realizado, podemos concluir que nanoemulsdo gel € um
produto com potencial para aplicacdo em feridas cutidneas e uma alternativa promissora
aos tratamentos convencionais devido a origem natural dos componentes e abundancia do
6leo de pequi no Brasil. Sobretudo, na perspectiva de tornar o produto viavel e acessivel
para a sociedade, estudos complementares podem ser conduzidos para ajustar os

componentes da formulagdo e aumentar a estabilidade a longo prazo.

7. DECLARAGAO DE CONFLITO DE INTERESSES

Graziella Anselmo Joanitti, Ricardo Bentes de Azevedo e Victor Hugo Sousa Araujo
sdo nomeados inventores do seguinte pedido de patente (Patente Proviséria: BR 10 2017
025294 9, 24 de novembro de 2017, Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI)
referente ao desenvolvimento e uso de nanoemulsdes a base de o6leo de pequi. Esta

patente nao representa conflito de interesse com os dados relatados neste manuscrito.
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