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RESUMO: O 6leo de pequi é constituido principalmente por acidos graxos, sais minerais e vitaminas. Por
sua composi¢do quimica, sdo atribuidas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, além de um alto
valor nutricional. Existe um grande interesse em incorporar produtos naturais em sistemas nanoestruturados
para uma melhor veiculagdo do composto e aumento do seu efeito terapéutico local. Nesse contexto, este
trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema nanocarreador para encapsular o dleo da polpa de
Caryocar coriaceum Wittm para uso tépico anti-inflamatério. Foi construido um diagrama de fases
pseudoternério para buscar as proporcdes adequadas para a obtencdo de regifes de sistemas transparentes.
Por conseguinte, foi selecionado um ponto na referida regido e este foi caracterizado para avaliar as
propriedades fisico-quimicas por meio da determinac&o dos valores de pH e condutividade, além do indice
de refracdo. Apds a caracterizagdo, a formulagdo foi submetida a um ensaio in vivo para verificar a sua
atividade anti-inflamatéria em camundongos, através do modelo de edema de pata com posterior analise
histoldgica. As microemulsGes O/A desenvolvidas, apresentaram propriedades fisico-quimicas que
corroboraram a estrutura morfoldgica desejada do nanocarreador para encapsulacao do 6leo, bem como para
uma utilizacéo topica favoravel. Além disso, os estudos in vivo e as analises histologicas demonstraram que a
formulacdo apresentou atividade anti-inflamatoria significativa, bem como elevada reducéo percentual do
edema. Assim, este trabalho destaca-se no ambito da nanotecnologia farmacéutica pelo ineditismo de uma
formulacdo microemulsionada com 6leo de pequi para uma a¢do anti-inflamatdria.

Palavras-chaves: Oleo de Pequi, Microemulso, Atividade Anti-inflamatoria, Edema de Pata.
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reumatismo, inflamacdo da  garganta,
queimaduras, indigestdo, dores no corpo,
como também pode ser expectorante e
afrodisiaco (BATISTA et al, 2010;
KERNTOPF et al.,, 2014; RIBEIRO et al.,
2014). Em adicdo, estudos
etnofarmacobotanicos comprovaram a
eficacia deste 6leo no tratamento de afeccdes
como gastrite e doencas inflamatdrias, além
de ser um modulador da lipidemia pds-
prandrial em atletas (QUIRINO et al., 2009).
Atualmente, existe um grande
interesse em incorporar produtos naturais em
sistemas nanoestruturados para uma melhor
veiculacdo do composto e aumento do seu
efeito terapéutico local. Neste contexto,
destacam-se as microemulsdes, que podem
ser definidas como sistemas
termodinamicamente estaveis e opticamente
transparentes formados a partir da mistura de
dois liquidos imisciveis estabilizados por
meio de um filme interfacial de tensoativos
(DAMASCENO et al., 2011).

Além da estabilidade termodindmica, as
microemulsdes oferecem vantagens de
formacdo espontdnea, simplicidade de
fabricacdo, capacidade de solubilizacdo de
solutos lipofilicos, hidrofilicos e anfifilicos,
grande area por razdo de volume para a
transferéncia de massa, e potencial para
aumento da permeacdo (SINTOV, 2015;

FANUN, 2012). Com isso, a inclusdo desta
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tecnologia no campo da fitoterapia € uma
alternativa as terapias convencionais atuais.
Nessa perspectiva, este trabalho tem
como objetivo desenvolver um sistema
nanocarreador capaz de encapsular o 6leo da
polpa de Caryocar coriaceum Wittm e avaliar

acao em uso tépico anti-inflamatorio.

2. METODOLOGIA

2.1. Construcdo do Diagrama de Fases
Pseudoternario (DFPT)

Com o propésito de conseguir as
proporcGes ideais dos componentes que
constituiriam a area correspondente a sistemas
transparentes e/ou translucidos, o DFPT foi
obtido por meio do método de titulacdo da
fase aquosa a temperatura ambiente (25 °C),
com imediata averiguacdo visual do resultado
da mistura dos componentes (CHEN et al,
2004).

Um diagrama de fases pseudoternario
foi obtido utilizando Kolliphor EL® (88,5%)
e Brij 52® (11,5%), como
tensoativo/cotensoativo e o 6leo fixo de pequi
como fase oleosa (O) nas proporcdes que
variaram de 1:9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3,
8:2 e 9:1. A fase aquosa (A) foi obtida por
meio da mistura de propilenoglicol (PPG) e
agua (3:1), sendo esta fase posteriormente

adicionada a mistura de tensoativos e fase
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oleosa através de titulacdes de volumes pre-
definidos.

Posteriormente a cada titulacdo, a
homogeneizacdo foi realizada em um
desruptor de células ultrassdnico (Unique,
Brasil) por 1,5 minutos na poténcia de 250
Watts, seguido de retirada de bolhas em
banho de ultrassom (Unique, Brasil) por 1
minuto e um periodo de repouso de 2 minutos
antes da observagdo final do seu respectivo
aspecto.

Apbs o periodo de equilibrio, todas as
alteragfes no aspecto visual das misturas
foram analisadas e classificadas em: sistema
transparente (ST), emulsdo liquida opaca
(ELO), emulsdo liquida leitosa (ELL) e
separacao de fases (SF). Os resultados obtidos
foram plotados em um tridngulo equilatero
com o auxilio do software Origin Pro® 8.0, no
qual cada ponto da superficie corresponde a
proporcdo definida dos componentes da

mistura.

2.2. Selecédo e preparo da formulacéo

Apos a construcdo do DFPT e selecdo
da formulacdo que melhor representa a
proporcao dos componentes para formacéo de
sistema O/A, esta foi preparada 48h antes dos
testes de caracterizagdo para permitir a
estabilizacdo termodinamica do sistema em
temperatura ambiente (SILVA et al., 2010).
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2.3. Determinacdo das caracteristicas

fisico-quimicas do sistema ME

O pH da formulacéo foi avaliado por
meio de pHmetro digital (Instrutemp, ITmPA
210, Brasil) com eletrodo de vidro e sensor de
temperatura, calibrado previamente com
solugbes tampdo pH 4,0 e 7,0 a uma
temperatura de 25 + 0,5 °C. As determinagdes
dos valores de pH foram obtidas pela
introducdo do eletrodo na formulacgéo.

Os valores de condutividade elétrica
foram determinados utilizando um
condutivimetro digital (Instrutemp MCA 150,
Brasil), calibrado com uma solucdo de
calibragéo apresentando condutancia
especifica de 1413 uS cm™, & temperatura de
25 °C.

O indice de refracdo foi determinado,
utilizando-se Refratbmetro de Abbé, Carl
ZeissJena, aferido com agua deionizada
ultrapura  Milli-Q® (indice de refracdo
1,3325) a temperatura de 25 £ 0,5 °C.

A isotropia da formulacdo selecionada
foi avaliada por meio de Microscépio de Luz
polarizada (Leica, modelo DMRXP), sem
preparacdo prévia, disposta em lamina de

vidro.

2.4. Ensaio in vivo
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A atividade anti-inflamatdria
preliminar foi avaliada em ensaio in vivo,
realizado na Faculdade de Ciéncias Médicas
de Campina Grande (FACISA), mediante
aprovacao do comité de ética estabelecido na
instituicao. NUmero do
0039/181222013;  CIAP/CONCEA  N°:

01.001.2012; Aprovado em 18/12/2013.

projeto:

2.4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss
(Mus musculus) machos, adultos (40 - 50 dias
de vida com 25-35¢g). Estes foram alojados
em gaiolas de polipropileno padrdo em
condicdes controladas de temperatura (22 +
2° C) e ciclo claro/escuro de 12h. Agua e
racdo ficaram disponiveis ad libitum a todos
0s animais, sendo que 12h antes do

experimento estes foram privados da rag&o.

2.4.2. Modelo de edema de pata em

camundongos

O edema de patas em camundongos
foi induzido pela injecéo subcutanea de 50 pL
de carragenina (1% p/v em salina estéril) na
regido plantar da pata direita, 30 minutos apos
a aplicacdo topica dos tratamentos por meio
de massagem local durante 50 segundos
(Figura 10).
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Figura 1: Aplicagdo topica dos tratamentos.

Fonte: Dados da Pesquisa

A espessura dorsoplantar da pata
direita foi aferida com paquimetro (digital
caliber, 0-150 mm, Messen®) antes (medida
basal) e 1, 2, 3 e 4 h apds a injecdo da
carragenina por um mesmo experimentador e
de forma cega. O tamanho do edema (A
edema) foi calculado subtraindo-se a medida
da espessura dorsoplantar da pata direita apos
a injecdo da carragenina (1, 2, 3 ou 4h) da
medida basal (KIM et al., 2013). A habilidade
dos tratamentos em inibir a reagdo
inflamatdria foi expressa como a percentagem
de inibicdo da inflamacdo obtida através da

equacéo 1:

Inibicdo da inflamacéo (%) =

1 — Média do tamanho do edema no grupo tratado

x 100

Média do tamanho do edema no grupo controle positivo
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2.4.3. Grupos e tratamentos

Os animais foram divididos em quatro
grupos experimentais (n=5), onde receberam
0s seguintes tratamentos: 50pL de solucdo
salina  (controle  positivo), 50uL da
microemulsdo, 50uL do oleo fixo do pequi
polpa e aplicacdo topica de 22,1g de
Diclofenaco Dietilamonio [Cataflam
Emulgel® 11,6 mg/10g] (controle negativo).
Como ja descrito, todos os grupos foram
tratados 30 minutos antes da administracdo da
suspenséo de carragenina.

Ao final do experimento, foi feita
eutandsia em todos o0s animais através da
inalacdo de halotano 3%, seguida de
deslocamento cervical. Fragmentos de tecido
da regido plantar da pata direita foram obtidos
para analise histoldgica (SARAIVA et al.,

2011).
2.4.4. Analise histologica

A fim de analisar a morfologia do
epitélio cutdneo durante 0  processo
inflamatorio e a efetividade dos tratamentos,
fragmentos da pele foram fixados em solugao
de formaldeido 40 g/L em tampdo fosfato
salino 0,1 mol/L (pH 7.4) por 24h. Em
seguida, as amostras foram desidratadas em
séries crescentes de etanol, tratadas com xilol

e embebidas em paraplast. Sec¢des de 5 um
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foram  preparadas e coradas com

hematoxilina-eosina (TANG et al,. 2010).

2.4.5. Andlise estatistica

Os resultados experimentais do estudo
in vivo foram expressos como media + EPM
ou como percentagem da inibicdo da
inflamacdo. As diferencas entre 0S grupos
foram avaliadas através da One-way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni e
consideradas significativas quando p < 0,05.
Os resultados obtidos foram plotados no
software GraphPad Prism® verséo 6.1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Construgédo do DFPT

Representados  como  triangulos

equilateros, diagramas de fases
pseudoternario apresentam a proporcao de
cada componente utilizado, bem como as
regibes de dominio dos diferentes sistemas
encontrados. No DFPT obtido (figura 2) é
possivel observar as variacdes de estado das
formulagbes, como emulsdo liquida opaca
(ELO), emulsdo liquida leitosa (ELL),
separacdo de fases (SF) e sistemas

transparentes (ST).

Figura 2: Diagrama de Fases Pseudoternario
obtido
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u ST: Sistema Transparente

u ELO: Emulsdo Liquido Opaca
u ELL: Emulsdo Leitosa Liquida
u SF: Separagdo de Fases

1,00

7 v 7
0,0 0,25 0,50 0,75 1,00
Oleo de Pequi %

Fonte: Dados da pesquisa

O ponto vermelho destacado na area
de ST (Figura 2) apresentou melhores
aspectos organolépticos, maior estabilidade e
adequado teor de fase aquosa, sendo sugestivo
que 0 Oleo esta no interior das micelas e o
sistema seja O/A. A composicdo do referido
sistema apresenta: 5,3% de 6leo da polpa de
pequi, 47,6% da mistura dos tensoativos
Kolliphor® EL e Brij® 52 (42,12% e 5,47%,
respectivamente) e 47,1% de fase aquosa
(PPG e agua, 3:1).

Além disso, o ponto selecionado
apresentou  coloragdo  amarela  suave,
transparéncia, homogeneidade e maior
estabilidade (Figura 3), sendo um promissor
nanocarreador do Oleo de pequi para uso
topico.

Figura 3: Formulacéo selecionada na érea de
ST do DFPT
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Fonte: Dados da pesquisa

3.2.  Caracteristicas fisico-quimicas da

formulacéo

Através de estudos fisico-quimicos é
possivel confirmar a formacdo de ME ou, até
mesmo, verificar modificacdes especificas em
seu comportamento. Na Tabela 1, séo
apresentados os resultados das analises fisico-

quimicas realizadas para o sistema em estudo.

Tabela 1: Caracterizacgdo fisico-quimica da

formulacéo
Caracterizacdo fisico-quimica da
formulacao
pH 7,33 0,04
Condutividade Elétrica (uS cm™) 15,087 =
0,1893
indice de Refragio 1,430 + 0,0005

Fonte: Dados da pesquisa

O pH é um parametro importante para
detectar a viabilidade da formulagdo e a
estabilidade de um sistema. A formulagédo
selecionada apresentou pH adequado, no valor
de 7,33 £0,04, que estd dentro da faixa de
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tolerancia bioldgica para produtos de
aplicacdo topica (PARVEEN et al., 2014).

A condutividade elétrica é uma técnica
complementar normalmente utilizada para a
elucidacdo de mudangas microestruturais em
sistemas coloidais de formacdo espontanea,
fornecendo importantes informacdes
relacionadas com as transicdes de fase que
ocorrem nas microemulsdes, ou seja, de
sistemas agua em oOleo (A/O) para sistemas
6leo em agua (O/A) e vice-versa. Desta
forma, tipicamente, a condutividade é baixa
para micelas reversas. A temperatura
ambiente, a
condutividade de 15,087 uS cm-1 (Tabela 1).

Este valor esta abaixo do esperado para

formulagdo  apresentou

sistemas O/A. Entretanto, deve ser
considerada a influéncia da fase aquosa da
formulacdo, que apresenta a mistura de
PPG/agua na proporcdo 3:1, sendo o PPG um
composto de baixa de condutividade 0,1 pS
cm-1 e que estd presente em maior quantidade
na fase externa (ZHANG; MICHNIAK-
KOHN, 2013).

A analise do indice de refracdo da
formulacdo com Oleo de pequi possibilitou
auxiliar na caracterizacdo do sistema quanto a
sua isotropia (Tabela 1). O valor Unico de
1,430 *= 0,0005 obtido ndo apresentou
variagdo durante o0s estudos realizados,
sugerindo que a formulacdo seja um ME

isotropico.
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As microemulsdes sdo formulaches
isotrpicas, que apresentam apenas um indice
de refracdo e nenhuma restricdo no plano de
vibracdo de luz que passa atraves destes,
apresentando as mesmas propriedades dpticas
em todos os sentidos. Desta forma, sob um
campo de luz polarizada, os sistemas
isotropicos sdo caracterizados pela presenca
de um campo escuro, conforme foi
evidenciado por Ferreira et al. (2015) e
verificado para a formulacdo com dleo de
pequi do presente estudo.

FormulagGes anisotropicas, por sua
vez, apresentam propriedades Opticas que
alteram a orientacdo da luz incidente em
relacao aos eixos cristalogréficos,
apresentando assim diferentes indices de
refracdo. Durante um processo de inversao de
fases, as  microemulsdes  tornam-se
anisotrépicas, sem apresentar qualquer
descontinuidade aparente nas suas
propriedades fisicas, mas que pode ser
evidenciado pela variacdo do indice de
refracdo (FORMARIZ et al., 2007; ZHENG
et al., 2011). Sendo assim, diferentes indices
de refragdo, no contexto das microemulsoes, é

sinal de instabilidade do sistema.

3.3. Estudo in vivo

Neste estudo, a medida da espessura
dorsoplantar das patas dos camundongos

mostrou que a injecdo de carragenina apos o
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tratamento  topico com salina causou
significante edema desde a primeira hora, se
estendendo durante todo o tempo do

experimento (Figura 4).

Figura 4: Avaliacdo do efeito anti-

inflamatdrio nos grupos tratados
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Fonte: Dados da pesquisa

Apdbs a primeira hora de experimento,
nenhum dos tratamentos foi eficaz em reduzir
significativamente  (p<0,05) o0 edema.
Entretanto, quando se observa o percentual de
inibicdo (Figura 5) é possivel notar que a
maior inibigdo percentual da inflamacéo foi
verificada para o grupo tratado com a
microemulsdo (inibicdo de 21,81%), enquanto
0 Oleo de pequi bruto inibiu apenas 2,16% e 0
DDA 12,31%.

Figura 5: Percentual de inibigdo do edema

ap(’)s 0s tratamentos
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Fonte: Dados da pesquisa

Apo6s duas horas de experimento, 0s
tratamentos com Oleo de pequi, DDA e,
especialmente, com a microemulsdo contendo
6leo de pequi, reduziram o edema de forma
significativa (p<0,05) quando comparado ao
grupo controle positivo. Além disso, nesse
momento experimental, o percentual de
inibicdo da inflamacdo para o grupo tratado
com ME é muito superior aos demais
tratamentos (57,09%) (Figura 5). O o6leo de
pequi puro apresentou inibicdo da inflamacgéo
(36,33%) apenas neste intervalo, estando de
acordo com estudos que propde sua acdo anti-
inflamatdria aguda (OLIVEIRA et al., 2010;
SARAIVA et al., 2011). J& o DDA inibiu a
inflamacdo em 41,72% (Figura 4).

Quando o edema foi avaliado na
terceira hora, apenas 0s grupos tratados com
ME e DDA

significativa do edema (p<0,05), sendo a

apresentaram  reducdo

microemulsdo responsavel por 23,64% de
inibicdo e o DDA por 30,30%. O grupo
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tratado com o Gleo puro reduziu o edema de
forma discreta e nédo significativa (16,71%)
(Figuras 4 e 5). A partir deste momento, 0
DDA apresentou um percentual de inibicéo
maior que 0 grupo tratado com ME,
possivelmente pelo fato do anti-inflamatério
ndo esteroidal apresentar a capacidade de
interagir com os fosfolipideos da pele,
contribuindo para aumentar sua fluidez, a
permeabilidade cutdnea e a acgdo anti-
inflamatdria em funcdo do tempo (SILVA et
al., 2009).

Na quarta hora transcorrente do teste,
ndo foi possivel verificar diferenca
significativa (p<0,05), em nenhum dos grupos
tratados (Figura 4), apesar dos grupos ME e
DDA terem apresentado discreta reducdo do
edema (inibicdo da inflamacdo: ME =
17,56%; DDA = 20,42%; 6leo de pequi =
1,74%).

A acdo do nanossistema, contendo
apenas 5,3% de Oleo de pequi, desde a
segunda hora da inducdo do edema, permite
inferir seu efeito anti-inflamatério agudo
superior ao Oleo bruto. Isso pode ser
justificado pelo fato do o6leo de pequi
encontrar-se dentro de nanoestruturas, cuja
escala nanométrica ndo apenas favorece uma
melhor aderéncia as membranas, mas também
pode permitir um transporte mais controlado
de moléculas (AZEEM et al., 2009). Além
disso, 0s

tensoativos presentes na
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microemulsdo podem facilitar a difusdo do
Oleo terapéutico na pele através da
desestruturacéo de lipidios do estrato corneo,
permitindo uma melhor permeacdo e acéo
anti-inflamatoria (AZEEM et al., 2009).

3.4. Analise histologica

Para melhor avaliagdo da atividade
anti-inflamatoria do sistema contendo 6leo de
pequi e demais tratamentos, cortes
histologicos foram feitos a partir de secgdes
retiradas da pata direita dos animais
submetidos ao estudo de edema de pata
(Figura 6). Foi possivel visualizar duas das

trés camadas da pele: a epiderme e a derme.

Figura 6: Anélise histoldgica da pele apds a

quarta hora de inducédo de edema

Fonte: Dados da pesquisa

A pele que recebeu apenas solucéo

salina apresentou estado conservado das
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estruturas do epitélio e auséncia de achados
inflamatorios (Figura 6B). O grupo controle
positivo (solucdo salina + carragenina 1%)
apresentou diversas alteracdes
histopatoldgicas (setas), tais como, edema
(Figura 6A — 1), elevada migragdo celular
(Figura 6A — I1) e desestruturacdo do estrato
cérneo (Figura 6A — I1I). A presenca de um
infiltrado de células inflamatorias e edema, na
derme e epiderme, sdo eventos caracteristicos
de um tecido em processo inflamatorio
causado pela liberacdo de mediadores
inflamatorios (KENDALL; NICOLAOU,
2013).

O grupo controle negativo (DDA +
carragenina 1%) demonstrou uma recuperacao
tecidual, com diminui¢cdo do edema (Figura
6C — 1), embora ainda com intenso infiltrado
de células inflamatorias (Figura 6C — 1I).
Como este farmaco possui acdo anti-
inflamatdria em funcdo do tempo, a exposicdo
a Unica dose talvez ndo tenha sido suficiente
para promover significativa inibicdo do
processo inflamatério. Da mesma forma, a
pele tratada com o6leo de pequi bruto e
carragenina 1% apresentou certo grau de
edema (Figura 6D — 1) e infiltrado
inflamatério (Figura 6D — 1I). Segundo
Oliveira et al. (2010), a reducéo destes efeitos
é dependente da dose do oleo.

O tratamento com ME, contendo 5,3%

do 6leo de pequi, proporcionou o melhor
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resultado histoldgico (Figura 6-E), mostrando
um estrato corneo bem estruturado, auséncia
de edema na epiderme e leve presenca de
infiltrado na derme. Este resultado atesta a
eficiéncia anti-inflamatéria da formulagéo,
devido & natureza estrutural do sistema e
propriedades de permeacdo e liberacdo local
de ativos. De forma mais eficiente, o0s
componentes do O6leo de pequi polpa
incorporados foram capazes de restaurar o
tecido cutdneo, como descrito em estudos
anteriores (SARAIVA, 2009; QUIRINO et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010). Assim, 0s
resultados obtidos demonstraram que a
microemulsdo contendo Oleo de pequi é um
produto fitoterapico inovador, capaz de
melhorar a atividade anti-inflamatoria do 6leo

in natura, em concentragdo muito menor.

4. CONCLUSOES

Sistemas  microemulsionados  O/A
foram desenvolvidos para veiculacdo de 6leo
de pequi polpa para aplicacdo tdpica anti-
inflamatoria. A caracterizacdo fisico-quimica
da formulagdo selecionada sugeriu um
sistema microemulsionado  favoravel a
aplicacdo topica. Além disso, durante o
estudo in vivo, a microemulsdo contendo
5,3% de 6leo de pequi apresentou atividade
anti-inflamatoria significativa (p<0,05), bem
como maior reducdo percentual do edema

durante as primeiras duas horas, sendo esta
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corroborada pela avaliagdo microscopica das
seccOes das patas obtidas apds a quarta hora
do edema. Desta forma, este trabalho destaca-
se no ambito da nanotecnologia farmacéutica
pelo ineditismo de uma formulagdo
microemulsionada com éleo de pequi com
acdo anti-inflamatoria, valorizando o0 uso

desta espécie para fins terapéuticos.
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