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Capitulo 1
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Caracterizacdo da oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis L.)

1.1Resumo

Registros da oleorresina de copaiba datam de 1534, contudo, os
indigenas ja tinham conhecimento desta matéria-prima que a arvore de copaiba
proporciona. A medicina popular utiliza a oleorresina ha bastante tempo. De
acordo com o conhecimento tradicional, a oleorresina de copaiba apresenta
diversas propriedades etnofarmacoldgicas como contra a asma, cancer, cistite,
sifilis e até mesmo contra a inflamacéo. O cariofileno é um sesquiterpeno e um
dos marcadores da oleorresina. Segundo a literatura, ele apresenta propriedades
anti-inflamatorias. Por consequéncia, a oleorresina apresenta tal caracteristica.
O presente capitulo possui, como objetivo, caracterizar a oleorresina de copaiba
do lote OCOPA-2019. O composto [-cariofileno foi aquele de maior
concentracdo (59,89%) da oleorresina analisada. Também foram observados
outros marcadores da oleorresina em quantidade decrescentena matéria-prima:
a-humuleno (10,38), acido copélico (3,86%), acido-11-AcO- copdlico (3,18%) e
o Oxido de cariofileno (1,75%) Por conseguinte, pode-se afirmar que a

oleorresina é realmente de copaiba e é pura.

Palavras-chave: oleorresina de copaiba, Copaifera officinalis, cariofileno,

anti-inflamatério, caracterizagao.

1.2 Abstract

Records of copaiba oleoresin date back to 1534. However, the indigenous
people were already aware of this raw material that the copaiba tree provides.
Folk medicine has been using oleoresin for a long time. According to traditional
knowledge, copaiba oleoresin has several ethnopharmacological properties such
as for asthma, cancer, cystitis, syphilis and even inflammation. The caryophyllene
is a sesquiterpene and one of the markers of the oleoresin. According to the
literature, it has anti-inflammatory properties. This chapter aims to characterize
the copaiba oleoresin. The compound B-caryophyllene was one with the highest

concentration (59.89%) of the oleoresin analyzed. Other markers of oleoresin in
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decreasing quantity were also observed: a-humulene (10.38), copalic acid
(3.86%), acid-11-AcO-copalic (3.18%) and caryophyllene oxide (1.75%) All in all,

oleoresin is actually from copaiba and is pure.

Keywords: copaiba oleoresin, Copaifera officinalis, caryophyllene, anti-

inflammatory, characterization.

1.3 Revisao da literatura

1.3.1 Introducéo

O primeiro registro da oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis L.) foi
uma carta enviada para o Papa Ledo X e publicada em 1534 (Dwyer, 1951; Veiga
Junior and Pinto, 2002). Entretanto, muito antes deste registro, os indios, da terra
que viria a se tornar o Brasil, ja conheciam a oleorresina em questao. Inclusive,
0 home copaiba provavelmente possui origem indigena. Ele seria proveniente do
tupi cupa-yba, que significa a arvore de depdsito, que tem jazida, uma clara
referéncia a oleorresina da arvore (Teodoro Sampaio, 1928; Veiga Junior and
Pinto, 2002). Ja a oleorresina era denominada de copaiva ou copahu (Veiga
Junior and Pinto, 2002) pelo povo Tupi.

Em 1760 o cientista Nicolai Josephi Jacquim descreveu a primeira
Copaifera como sendo Copaifera officinalis Jaq (Jacquin, 1760; Veiga Junior and
Pinto, 2002). Ja em 1762, o cientista sueco Carl von Linneu a descreveu como
somente Copaifera officinalis e, por consequéncia, foi nomeada como a
descricéo oficial do género Copaifera L (Veiga Junior and Pinto, 2002). JA em
1825, o professor da Universidade Humboldt de Berlim Friedrich Gottlob Hayne
langou uma monografia deste género de arvore e é provavelmente o mais
importante documento descritivo da Copaifera L. (Veiga Junior and Pinto, 2002;
Universidade Humboldt de Berlim, 2022).

A identificacdo botanica da copaiba é geralmente feita a partir das flores,
pubenescéncia, sépalas, comprimento dos anteros e condi¢cdo glaborosa do
pistilo (Veiga Junior and Pinto, 2002). Esta arvore, conhecida popularmente

como copaibeira e pau d’dleo, recebe a seguinte classificagcéo: reino, Plantae;
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filo, Tracheophyta; classe, Magnoliopsida; ordem, Fabales; familia, Fabaceae e
género, spp. L. (Desmarchelier, 2010; GBIF, 2022a). Existem 52 espécies
conhecidas de copaiba (GBIF, 2022a), sendo que 16 delas séo vistas somente
no Brasil, onde sdo encontradas principalmente nas regides Norte e Centro-
Oeste (Veiga Junior and Pinto, 2002). A espécie C. langsdorfii Desf. pode ser
encontrada por todo o territério nacional e apresenta 4 tipos de variedades: C.
langsdorfii var. grandifolia, grandiflora, laxa e glabra (Leite and Lleras, 1993;
Veiga Junior and Pinto, 2002).

Além do Brasil, varios paises da América, como Venezuela, Colémbia,
Panama e San Salvador, bem como da Africa, como Congo, Guiné, Angola
apresentam a copaibeira (Veiga Junior and Pinto, 2002). A figura 1 é uma
representacdo dos lugares onde exemplares de copaiba podem ser observados

no globo.

Figura 1 Locais onde a drvore de copaiba pode ser encontrada ao longo do planeta. Fonte: (GBIF, 2022a).

A arvore da copaiba (Figura 2) apresenta crescimento lento e é de grande
porte (Vasconcelos et al., 2020), podendo chegar a 40 m de altura e podem viver
até 400 anos. Seu tronco € aspero, escuro e o diametro pode ser de 0,4 ma 4
m (Veiga Junior and Pinto, 2002).
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Figura 2 Imagem da drvore de copaiba (Copaifera officinalis L.). Fonte:(Gbif, 2019).

A oleorresina de copaiba € encontrada por toda a planta em canais
secretores, 0s quais sdo formados por uma dilatacdo de espacos intercelulares
que possuem ligacdo com o meristema. A parte mais saliente do aparelho esta
no tronco, onde os canais longitudinais ficam agrupados com um tragcado
irregular, em camadas lenhosas. De acordo com alguns autores, a oleorresina €
produto da desintoxicacdo da planta e tem funcdo de defesa (Alencar, 1982;
Veiga Junior and Pinto, 2002)

Os métodos para se extrair a oleorresina sdo variados. Inicialmente,
faziam-se cortes em “V” com machado no tronco, € uma técnica agressiva e
deixava a arvore inutilizada. H4 somente uma técnica que nao é agressiva: faz-
se uma incisdo com trado a cerca de 1 m de altura do tronco, como pode-se
visualizar na Figura 3. Ao final, o orificio € vedado com argila para que parasitas
nao danifiguem a planta e, assim, pelo mesmo local, pode-se retirar mais
oleorresina posteriormente. Uma so6 arvore, a depender da espécie, é capaz de

produzir de 40 a 50 L de oleorresina por ano (Veiga Junior and Pinto, 2002).
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Figura 3 Esquerda, fotografia de uma copaibeira e direita, método de extragdo da oleorresina que ndo agride a
drvore e a oleorresina de copaiba. Fonte: (Toro Chacon et al., 2019).

Povos indigenas de regifes ricas em copaiba utilizam frequentemente a
oleorresina de copaiba. Tal fato permitiu que os primeiros médicos no Brasil
colénia pudessem trabalhar sem a disponibilidade de varios medicamentos
classicos da Europa. O conhecimento indigena era tao difundido que os viajantes
sempre levavam a oleorresina antes de sairem para locais pouco conhecidos
(Veiga Junior and Pinto, 2002). A oleorresina € comumente confundida com
Oleos de outras plantas, principalmente com aquelas do género Euperua.
Entretanto, estes sdo mais resinosos e esverdeados que aqueles (Veiga Junior
and Pinto, 2002).

Na regido Amazénica, a utilizacdo da oleorresina é amplamente difundida
e, por conta disto, € a planta medicinal mais usada e conhecida pela populacéo
local. Devido a tal fato, a oleorresina ja foi considerada uma panaceia. Contudo
a prescricdo de seu uso foi significantemente reduzida apds o advento dos
antibioticos. Mesmo com essa diminui¢ao, a procura cada vez maior por terapias
naturais, bem como a necessidade de descoberta de novos antibioticos, esta
trazendo os fitoterapicos e seus produtos naturais de volta as prateleiras das
farmacias (Veiga Junior and Pinto, 2002).

Uma das espécies mais frequentemente encontradas no mundo € a
Copaifera officinalis L. Ela esta presente no norte do Amazonas, Roraima,
Coléombia, Venezuela e Antilhas, por exemplo (Veiga Junior and Pinto, 2002;
Veiga Junior et al., 2006). A Copaifera officinalis se destaca pelo fato de ser a
terceira espécie de copaibeira mais usada no mundo (cerca de 5%) (Veiga Junior

and Pinto, 2002). Os foliolos da espécie estdo dispostos em 3 ou 4 pares e sao
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em forma de lanca ovalada, com 3,6 a 5,4 cm de extensdo. Além disso, a ponta
€ obtusa acuminada, como pode-se observar na Figura 4. Enquanto as sementes

possuem arilo branco (Dwyer, 1951).

HERBARIUM MUSE PARISIENSIS

e o - : i

Figura 4 Folhas da Copaifera officinalis. Fonte: (GBIF, 2022b).

A disseminagéo da Copaifera officinalis varia conforme a atividade dos
agentes dispersores das sementes. Os mais costumeiros agentes sdo 0s
tucanos, os quais possivelmente tém atencdo voltada nas sementes desta
espécie devido ao seu arilo de cor amarelada e ao seu odor de cumarina que é

exalado(Veiga Junior et al., 2007).

1.3.2 Uso medicinal

A copaiba é fonte de insumos para diversos produtos, como cosméticos,
perfumes, materiais fotograficos, biocombustivel, tintas vernizes, entre outros
(Veiga Junior and Pinto, 2002). O mais importante insumo derivado da copaiba

€ a oleorresina, a qual tem sido utilizada popularmente ha séculos com fins
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medicinais. O estado do Amazonas é o principal produtor da oleorresina de
copaiba. Em 2017, foram extraidos cerca de 83,9% de toda a oleorresina
produzida no pais. A importancia econdmica da copaiba no Amazonas levou a
proibicdo de seu corte por meio do Decreto Estadual n°® 25.044/2005 (Governo
do Estado do Amazonas, 2005; Vasconcelos et al., 2020).

A oleorresina de copaiba é um exsudado transparente, cuja cor varia do
amarelado ao marrom, contendo acidos resinosos e compostos volateis, extraido
do tronco da arvore. Sua constituicdo inclui hidrocarbonetos, sesquiterpenos,
diterpenos e outros metabdlitos secundarios (Veiga Junior and Pinto, 2002;
Vasconcelos et al., 2020). A sua principal funcdo na planta é a defesa contra
microrganismos (Langenheim, 2003; Vasconcelos et al., 2020). Alguns destes
compostos, tais como 0s sesquiterpenos e diterpenos tém efeitos biologicos.

A composicao de sesquiterpenos e diterpenos varia de uma espécie para
outra de Copaifera. Eles estdo conectados a varios tipos de atividades
biolégicas, variando desde propriedades antitumorais até efeitos de
embriotoxicidade (Leandro et al., 2012).

Mesmo com a alta variabilidade da composicdo quimica da oleorresina de
copaiba, geralmente h& a presenca de B-cariofileno, o qual também geralmenteé
o principal constituinte da oleorresina (Cascon and Gilbert, 2000; Leandro et al.,
2012). J4 as espécies C. paupera, C. piresii e C. martiii (Zoghbi, Lameira and
Oliveira, 2011; Leandro et al., 2012) apresentam como principal componente o
a-copaeno. Ja o B-bisaboleno foi o principal constituinte nas espécies C. duckeie
C. reticulata coletadas no Para (Lameira et al., 2011; Zoghbi et al., 2011; Leandro
et al., 2012).

1.3.2.1 Atividades farmacologicas dos principais sesquiterpenos da

oleorresina

Vérios estudos ja demonstraram que 0s sesquiterpenos sao as principais
substancias na oleorresina de copaiba. Por conta disso, muitas propriedades
farmacoldgicas sdo atribuidas aos principais sesquiterpenos da oleorresina.
Deve-se destacar que tais atividades ndo devem ser atribuidas a somente um
composto, ja que as substancias podem interagir sinergicamente e, desta forma,

promover as atividades observadas (Leandro et al., 2012).
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Os principais sesquiterpenos presentes nas oleorresinas de copaiba séo:
B-cariofileno, 6xido de cariofileno, a-humuleno, &-cadineno, a-cubebeno, a e B-
selineno, B-elemeno, a-copaeno, trans-a-bergamoteno e B-bisaboleno (Leandroet
al., 2012).

O B-cariofileno possui propriedades inseticidas (Omolo et al., 2004;Rodilla
et al., 2008; Leandro et al., 2012), antimicrobiana (Goren et al., 2011; Leandro et
al., 2012), anestésico local (Ghelardini et al., 2001; Leandro et al., 2012),
anticancer (Silva and Yano, 2007; Leandro et al., 2012) e anti-inflamatoéria(Tung
et al., 2008; Chavan, Wakte and Shinde, 2010; Leandro et al., 2012).

O oxido de cariofileno é um artefato oxidativo produzido durante o
armazenamento da oleorresina. Ele possui propriedades anti-inflamatorias
(Chavan, Wakte and Shinde, 2010; Leandro et al., 2012).

Outros dois sesquiterpenos comuns na oleorresina sédo o d-cadineno e o
a-cadinol. Foi demonstrado que aquele composto inibiu o crescimento de
Streptococus mutans (uma das bactérias causadoras da cérie) e
Propionibacterium acnes (uma das bactérias causadoras da acne) (Kubo, Muroi
and Himejima, 2002; Leandro et al., 2012). Enquanto que este composto,extraido
do 6leo essencial obtido da fruta do Schimus molle, apresentou atividade contra
S. pneumonia resistente a antibiéticos convencionais (Pérez- Lépez et al., 2011;
Leandro et al., 2012).

Estudos prévios mostraram que o0 a-cadinol apresentou atividade
antitérmica (Cheng et al., 2004; Leandro et al., 2012), atividade inseticida contra
a larva do mosquito da febre amarela e possui citotoxicidade seletiva contra
adeno-carcinoma de célon humano (He et al., 1997; Leandro et al., 2012). Em
adicao, demonstrou atividade antifungica contra C. versicolor (Chang et al., 2000;
Leandro et al., 2012) e L. sulphureus (Chang et al., 2000; Cheng et al., 2004;
Leandro et al., 2012).

Ha também os compostos B-elemeno, d-elemeno e Y-elemeno, sendo que
a primeira substancia conta de 60% a 72% destas isoformas (Tan et al., 2011,
Leandro et al., 2012). Além disso, € um agente antitumoral de amplo espectro.
Foi demonstrado que o B-elemeno é efetivo para cancer de estbmago (Liu et al.,
2011; Leandro et al., 2012), pulméo (Wang et al., 2005; Leandro et al., 2012) e
laringe (Tao et al., 2006; Leandro et al., 2012).
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1.3.2.2 Atividades farmacoldgicas dos principais diterpenos da

oleorresina

Os diterpenos mais comuns nas oleorresinas de copaiba sdo o &cido
copalico, o acido polyalthico, o acido hardwickiico, o acido kaurendico e o acido
ent-kaurenadico e seus derivados: 3-hydroxy-copalico, 3-acetoxy-copalico e ent-
agatico (Leandro et al., 2012).

O acido copalico foi primeiramente descrito por Nakano and Djerassi
(1961). Eles isolaram o composto a partir da resina da planta Hymenea courbaril.
O &cido copalico € considerado um biomarcador do género Copaifera e alguns
estudiosos pesquisaram os efeitos antibacterianos do composto. O &cido
copdlico apresentou atividade antibacteriana contra as cepas B. subtilis, S.
aureus e S. epidermidis (Tincusi et al., 2002; Leandro et al., 2012).

O acido hardwickiico € outro diterpeno encontrado na oleorresina da
copaiba, o qual é detectado em cerca de 42% das oleorresinas (Veiga, Patitucci
and Pinto, 1997; Leandro et al., 2012). Alguns estudos com este acido foram
realizados com o objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana. Foi demonstrado
que ha atividade antibacteriana contra B. subtilis, S. aureous e Mycobacterium
smegmatis. Também foi relatado que testes com o &cido hardwickiico, isolado da
casca do caule de Irvingia gabonenses, inibiu o crescimento de varias espécies
de bactérias e fungos (Kuete et al., 2007; Leandro et al., 2012). Entretanto, em
um estudo de 2011, foi observado que o tratamento com o acidohardwickiico em
bactérias multirresistentes gram-negativas nao teve nenhum efeito (Kuete et al.,
2011; Leandro et al., 2012).

JA o &cido kaurendico foi primeiramente descrito por Ferrari e
colaboradores (1971), mas, somente em 1998, Braga e colegas detectaram o
componente na oleorresina de copaiba (Leandro et al., 2012). Varios estudos
farmacoldgicos foram realizados com este acido para se determinar alguma
atividade deste tipo. Constatou-se que o acido é um relaxante muscular uterino
(Cunha et al., 2003; Leandro et al., 2012), anti-inflamatério (Paiva et al., 2002;
Leandro et al., 2012), bactericida (Tincusi et al., 2002; Leandro et al., 2012),
possui atividade contra os tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (Vieira et al.,
2002; Leandro et al., 2012) e produz efeitos vasodilatadores (Tirapelli et al., 2004,
Leandro et al., 2012).
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Outros dois acidos encontrados na oleorresina de copaiba de C. reticulata
apresentam atividade larvicida contra as larvas do mosquito Aedes aegypti: acido
(-)-3B-hydroxy-labd-8(17)-13-dien-15-6ico e acido 3-B-acetoxylabd-8(17)- 13-dien-
15-6ico (Geris et al., 2008; Leandro et al., 2012).

Por dltimo, foi demonstrado que o acido kovalenol teve uma potente
atividade antitumoral contra o carcinoma micropapilar invasivo (tumor murino)

em camundongo (Ohsaki et al., 1994; Leandro et al., 2012).

1.3.2.3 Principios ativos

Na medicina popular, a oleorresina € indicada a diferentes fins
terapéuticos. Na Tabela 1 sdo |listadas algumas propriedades

etnofarmacologicas da oleorresina de copaiba.

Tabela 1 Uso etnofarmacoldgico da oleorresina de copaiba segundo o conhecimento tradicional. Fonte: (Veiga
Junior and Pinto, 2002).

ORGAO/SISTEMA INDICADO CONTRA/COMO

TRATO RESPIRATORIO Asma, bronquite, congestédo de vias aéreas,
inflamagbes de garganta, hemoptise,
pneumonia e sinusite.

TRATO GENITOURINARIO Blenorragia, cistite, incontinéncia urinaria,
gonorreia, sifilis

PELE Dermatite, eczema, psoriase

OUTROS Afrodisiaco, anticancerigeno, antiofidico,
antirreumatico,  antitetdnico,  antitumoral
(proéstata), dor de cabeca, herpes,

leishmaniose, leucorreia

No século XVIII, o cronista Jodo Ferreira Rosa foi quem estabeleceu um
protocolo de como a oleorresina deve ser aplicada: a quente e em compressas
nas partes externas do corpo. Também sugeriu massagens da cabeca, caso o
enfermo apresentasse dores de cabeca ou convulsdes (Veiga Junior and Pinto,
2002). Entretanto, deve-se tomar cuidado com a administracdo de altas doses
da oleorresina, j4 que ela pode causar irritacéo
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gastrointestinal, diarreia, sialorreia e depressdo do sistema nervoso central
(Basile et al., 1988; Veiga Junior and Pinto, 2002).

A composicao quimica da oleorresina de copaiba é descrita em diversos
trabalhos, nos quais varias técnicas foram empregadas, desde as mais antigas,
até as mais modernas, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, ou
HPLC, do inglés high performance liquid cromatography, com colunas
cromatograficas de fase estacionaria quiral (Veiga Junior and Pinto, 2002). Foi
observado que a oleorresina é basicamente uma mistura de sesquiterpenos e
diterpenos (Patitucci et al., 1995; Veiga Junior and Pinto, 2002). O cromatograma
exposto na Figura 5 ilustra a composicdo tipica de uma oleorresina de

copaibeira.

| |
! A

A ‘ ‘ ";.” v» - - - 'u > " “l. ) |1 PP, - -
Tempo(min)=> 800  10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00
Figura 5 Cromatograma obtido por cromatografia gasosa de alta resolugéio da oleorresina obtida de
Copaifera sp L. Os sesquiterpenos foram eluidos entre 8 e 13 minutos, enquanto os diterpenos foram
eluidos entre 20 e 26 minutos. Fonte: (Veiga Junior and Pinto, 2002).

Os sesquiterpenos sao responsaveis pelo aroma caracteristico da
oleorresina. Consequentemente, esta € a fracdo utilizada na industria de
perfumes. O valor dos sesquiterpenos extraidos da oleorresina chegava a ser
600 vezes maior em comparacao com a oleorresina bruta nos anos 2000 (Veiga
Junior and Pinto, 2002). Como exemplos de sesquiterpenos encontrados na
oleorresina de copaiba, podem-se citar: B-bisaboleno, B-bisabolol, a-copaeno, a-
humuleno, cariofileno (o qual € um marcador da oleorresina de copaiba), e a- e
B-selineno. A Figura 6 representa a formula estrutural dos compostos citados

anteriormente.

29



B. & C. |

A. .
O, oL G
R~ I
<~ % .

Figura 6 Formulas estruturais dos sesquiterpenos: (A) Formulas estruturais dos sesquiterpenos: (A) 8-bisaboleno e 8-
bisabolol; (B) a-copaeno, (C) a-humuleno, (D) cariofileno e (E) a- e 8-selineno. Fonte: (Albuquerque et al., 2017).

Segundo Veiga Junior and Pinto (2002), ao todo foram encontrados 28
diterpenos em oleorresinas estudadas pelo grupo. O diterpeno acido copélico foi
0 Unico composto encontrado em todas as oleorresinas analisadas. Por conta
disto, este acido € considerado também como um biomarcador deste tipo de 6leo
(Veiga Jr, Patitucci and Pinto, 1997; Veiga Junior and Pinto, 2002). A Figura 7
representa a férmula estrutural dos principais diterpenos encontrados na

oleorresina de copaiba:

M

'-bO,N

Acido copidlico  Acido hardwickiico Acido kaurendico

Figura 7 Principais diterpenos encontrados na oleorresina de copaiba. Fonte: (Veiga Jr, Patitucci and Pinto, 1997).

Como nao poderia deixar de seguir o padrdo de seu género, a oleorresina
da Copaifera officinalis possui diversos empregos para tratar enfermidades,
conforme indicado pela medicina popular e por resultados de pesquisas
descritos na literatura. Tal produto tem sido registrado como um fitoterapico
importante desde o século XVII (Dwyer, 1951). O conhecimento popular tem
indicado o uso da oleorresina duas vezes ao dia na area afetada, principalmente
paratratar Ulceras e feridas em geral. Outra indicacéo para tratar enfermidadesda

pele é o uso de uma mistura: para uma parte de 6leo, deve-se adicionar de
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cinco a dez partes de glicerina para aplicacao tépica (Albuquerque et al., 2017,
Viana et al., 2011).

Segundo Santos e colaboradores (2008), a oleorresina da espécie em
questdo apresentou uma boa atividade antibacteriana para bactérias Gram
positivas e até mesmo para Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) com concentracao inibitéria minima (CIM) de 62,5 a 125 pg/mL.
Provavelmente tal resultado foi devido ao acido hardwickiico que, segundo Veiga
Junior and Pinto (2002) e Oliveira e colaboradores (2006), € o principal composto
da oleorresina desta espécie.

Outro estudo com resultado importante foi o de Toro Chacon e
colaboradores (2019). Eles trabalharam com modelo de gastrite em ratos. A
oleorresina foi administrada aos animais e, como controle positivo, foi utilizado a
omeprazol. Este medicamento mostrou 97,8% de eficacia, enquanto a
oleorresina apresentou 100%. Laminas histologicas foram feitas e comprovou-
se a efetividade da oleorresina como agente gastroprotetor (Arroyo et al., 2009;
Toro Chacon et al., 2019).

Apesar de o género Copaifera ja ser descrito ha bastante tempo, somente
9 espécies, dentre as mais de 40, ja foram estudadas quanto a sua atividade
bioldgica aplicada ao uso da populacdo tradicional. Além disso, em muitos
estudos, ndo ha a discriminacdo entre as varias espécies de copaiba (Leandro
et al., 2012)

Varios artigos e estudos relatam que a oleorresina de Copaifera officinalis
L. apresenta um potencial ou até mesmo possui uma atividade anti-inflamatéria.
Leandro e colaboradores (2012), Pasquel Reéategui e colaboradores (2018) e
Souza e colaboradores (2021) relataram o potencial anti-inflamat6rio do produto.
O primeiro estudo que analisou o potencial anti-inflamatério da oleorresina de
copaiba foi desenvolvido por Basile e colaboradores (1988) e conferiu crédito a
atividade anti-inflamatoria ao demonstrar que o 6leo possui propriedades anti-
edema. Patas de ratos sofreram inducdo para inflamacdo com a substancia
carragenina (agente inflamatorio) (Leandro et al., 2012). Com o tratamento com
a oleorresina, houve uma diminuicdo do edema e, consequentemente, da
inflamacé&o. Os resultados deste ensaio foram posteriormente confirmados por
Veiga e colaboradores (2002). Veiga também relatou que a atividade anti-edema

varia conforme a espécie da oleorresina de copaiba (Leandro et al., 2012). Em
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outro estudo, observou-se que a oleorresina de Copaifera officinalis inibia, in
vitro, a enzima 5-lipoxigenase, a qual € uma proteina importante da cascata de
producdo de leucotrienos, importantes eicosanoides envolvidos em respostas
inflamatorias (Baylac and Racine, 2003). Um composto responsavel, ao menos
em parte, pela acdo anti-inflamatéria da oleorresina é o 3-cariofileno (Figura 8).
Ele é o composto bioativo com maior concentracdo na oleorresina e possui
carater anti-inflamatoério (Souza, Lima and S& Silva, 2021). Baylac and Racine
(2003). também demonstrou que a oleorresina da C. officinalis apresenta
atividade inibitoria, in vitro, para HLE (Elastase de Leucdcito Humano), uma
protease de neutréfilo e desempenha um importante papel na patogénese em

processos inflamatorios.

R,

R,

Figura 8 Férmula estrutural cariofileno. Fonte: Albuquerque et al., 2017).

A atividade anti-inflamatéria também foi verificada e comparada em trés
diferentes espécies: C. multifuga Hayne, C. cearenses Huber ex Duque e C.
reticulata Duque. As oleorresinas apresentam composi¢coes semelhantes, mas
desempenharam diferentes atividades. A pesquisa foi realizada in vitro e foi
mensurada a producdo de Oxido Nitrico (NO) em macréfagos murinos e in vivo
com a utilizagdo do modelo de camundongo com pleurite induzida. A oleorresina
da primeira espécie foi a mais potente e inibiu a producdo de NO na
concentracdo de 5 pg/mL. Enquanto que as duas ultimas inibiram a producao de
NO nas concentracdes de 50 ug/mL e 500 pg/mL, respectivamente. Outro estudo
realizado somente com a oleorresina de C. multifuga Hayne e suas fracoes
(hexano, dichlorometano e metandlica) mostrou que ha atividade anti-
inflamatoria para edema induzido por carragenina e bradicinina em pata de rato

(Veiga Junior et al., 2006; Leandro et al., 2012). Enquanto que o grupo de Brito
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(2005) analisou os niveis séricos da ureia e creatinina de ratos que sofreram
isquemia e reperfuséo renal. Foi observada uma diminuicdo na permeabilidade
vascular e, por consequéncia, houve uma menor migracdo de agentes toxicos
para o parénquima renal. Gomes e colaboradores (2010) relataram que esta
espécie apresenta propriedades anti-inflamatérias ao inibir as cascatas da
histamina e serotonina na inflamacé&o. A oleorresina de C. dukei Dweyer também
apresentou efeito antiedema em ratos com edema de pata induzido por
carragenina (Carvalho et al., 2005; Leandro et al., 2012). As propriedades anti-
inflamatorias da C. officinalis foram estudadas por Araujo Janior e colaboradores
(2005). Ratos foram submetidos a isquemia hepatica e reperfusdo para que
fossem tratados com a oleorresina e assim, aminotransferases fossem
analisadas. Nao foi observada nenhuma atividade neste modelo de ensaio anti-
inflamatério.

O B-cariofileno e seu oOxido (6xido de cariofileno) séo sesquiterpenos
comumente encontrados na oleorresina de copaiba. Muitos estudos ja
confirmaram a atividade anti-inflamatéria destes compostos (Leandro et al.,
2012). Macrofagos estimulados com lipopolissacarideo (LPS) apresentaram uma
diminuicdo na producdo de NO ao serem tratados com f-cariofileno extraido de
Cinnamomun osmophloeum (Tung et al., 2008; Leandro et al., 2012). J4 o 6xido
de cariofileno demonstrou ser analgésico periférico e central, como também, anti-
inflamatorio (Chavan, Wakte and Shinde, 2010; Leandro et al., 2012) e em ileo
de porco da india houve um efeito inibidor das contracbes induzidas por
histamina (Leandro et al., 2012). B-cariofileno e a-humuleno extraidos do 6leo
essencial da folha de Cordia verbenacea tiveram acédo anti-inflamatoria sistémica
em edema de pata de rato induzido por carragenina, bradicinina, histamina e
fator de ativacdo plaquetario (PAF). Neste mesmo trabalho, foi observada uma
diminuicdo dos niveis de fator de necrose tumoral (TNF), ainda sem afetar a
producdo de interleucina-1 (Fernandes et al., 2007; Leandro et al., 2012). A
relagdo de -cariofileno e a-humuleno com a liberagdo de mediadores
inflamatorios foi observada por Fernandes e colaboradores (2007), assim como
a inibicdo do fator de transcricdo nuclear (NF-KB) induzida pela ciclooxigenase-
2 (COX-2). Tais compostos também serviram como agentes anti-inflamatorios

relacionados a alergia (Rogerio et al., 2009; Leandro et al., 2012).
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Ja o acido kaurendico isolado da C. langsdorffii Desf. preveniu o dano
tecidual em modelo animal de rato com colite. Tal dado foi comprovado por meio
de analise macroscopica, histologica e bioquimica (Paiva et al., 2002a; Leandro
et al., 2012).

O controle de qualidade da oleorresina usando compostos bioativos como
o B-cariofileno, por exemplo, como marcadores € importante para assegurar que
diferentes lotes de oleorresina apresentem efeitos biologicos semelhantes. A
qualidade da oleorresina pode ser impactada por diferentes fatores, tais como
diferencas fitoquimicas intra e interespécie, carateristicas geograficas da area
de onde se extraiu a oleorresina, bem como o didmetro e a porcentagem de
cerne no tronco (Vasconcelos et al., 2020). Ainda, existe a possibilidade de se
encontrar a oleorresina adulterada, ou seja, misturada a outros tipos de 6leos ou
até mesmo a diesel (Veiga Junior and Pinto, 2002). Assim, o0 presente capitulo
trata da caracterizacao fitoquimica do lote de oleorresina de copaiba utilizado em

todo este trabalho.

1.3.3 Justificativa e objetivos

O trabalho com matérias-primas naturais, especialmente 6leos e
oleorresinas requer a verificacdo da qualidade de tais produtos. Como pode
ocorrer adulteracbes nos produtos comeercializados, é realizada uma
caractecterizacdo para se verificar a pureza dos O6leos e oleorresinas. Por
conseguinte, o capitulo visa a caracterizar a oleorresina de copaiba (Copaifera

officinalis) adquirida da empresa Ferquima.
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1.3.4 Materiais e métodos

1.3.4.1 Materiais

Tabela 2 Lista de materiais utilizados na caracterizagéo da oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis).

Material

Aliguota da oleorresina
de copaiba (Copaifera
officinalis L.)

Trimetilsilildiazometano
(TMSD)

a) Oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis L.)

A oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis L.) foi fornecida da empresa
Ferquima — Vargem Grande Paulista — Sdo Paulo. A extracéo da oleorresina foi
através de destilacdo a vapor do balsamo (Anexo 1, pagina 127). A coloracéo é
caracteristica, de incolor a amarelo palha, € um liquido limpido, isento de
impurezas e a concentracao de seu marcador biolégico B-cariofileno éde 51%
(Ferquima, 2022).

1.3.2.2 Método

Em um teste tipico, 1 mg da amostra foi deixado para reagir com TMSD
para formar metil-ésteres de acidos organicos da oleorresina. Na sequéncia,
essa amostra foi analisada por cromatografia em fase gasosa com detector de
massas, no equipamento Trace CG Ultra, hifenado ao espectrometro 1ISQ Single
Quadruple MS (Thermo Scientific), equipado com auto-amostrador TriPlus RSH
e coluna capilar DB5/MS (30 mm x 0,25 mm ID x 0,25 pum). As amostras foram
inseridas no sistema cromatografico (1 pL) por meio de injetor a 250 °C, com
taxa de divisédo 1:20 e vazao de 2 mL/min, utilizando hélio ultrapuro como gas de

arraste e detector a 270 °C. As condi¢cdes de temperatura do forno foram
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baseadas numa rampa com inicio a 90 °C até 160 °C (2,5 °C/min) e de 160 °C a
290 °C (8 °C/min) com uma isoterma final de 5 minutos. As amostras foram
ionizadas por impacto de elétrons com energia de 70 eV com varredura de 40 a
400 uma.

1.3.5 Resultados e discussao

A Figura 9 representa o cromatograma da caracterizacéo dos constituintes
do oleorresina de Copaifera officinalis do lote OCOPA-2019. Os tempos de
retengéo dos compostos observados ficaram entre de 7 e 42 min. O eluido de
maior pico, no tempo de retencdo (TR) de 11,37 min, representa o0 composto e
biomarcador B-cariofileno. Ja o acido hardwickiico apresentou pico no TR de
37,81 min, tendo valor da &rea sob a curva de somente de 0,16% no lote
verificado, bastante inferior ao do 3-cariofileno, cuja area apresentou o maior valor,
59,89%. Tal valor destoou daquele apresentado pelo laudo técnico fornecido
pela empresa Ferquima, a qual relatou que a oleorresina possui somente 51%
de area de B-cariofileno. Os outros compostos com maior concentracdo no lote
caracterizado foram a-humuleno, cuja area € 10,38% e TRde 12,54 min; &acido
copdlico, cujo valor di;éa area € de 3,86% e TR de 36,38 min;acido-11-AcO-
copdlico, com area de 3,18% e TR de 40,09 min, e, finalmente, od6xido de
cariofileno, com area de 1,75% e TR 17,40 min. Todos estes dados também

podem ser analisados na Tabela 3.
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Figura 9 Cromatograma da caraterizagdo da oleorresina de Copaifera officinalis de lote OCOPA-2019.
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Tabela 3 Tabela da composig¢éo quimica dos constituintes da caracterizagdo da oleorresina de Copaifera officinalis,
lote OCOPA-20189.

Picos | Constituintes IR OCOPA-2019
TR Area (%)
01 0-Elemeno 1335 | 8,64 0,38
02 a- Cubebeno 1348 | 9,02 0,26
03 a-copaeno 1374 | 9,87 2,80
04 B-elemeno 1389 | 10,42 | 0,83
05 Cipereno 1398 | 10,64 | 0,26
06 B-cariofileno 1417 | 11,37 | 59,89
07 (E)-a-bergamoteno 1432 | 11,97 | 3,22
08 a-humuleno 1452 | 12,54 | 10,38
09 allo-aromadendreno 1458 | 12,81 | 0,38
10 Germacreno D 1480 | 13,57 | 3,79
11 B-cis-guaieno 1492 | 14,14 | 0,40
12 a-muuroleno 1500 | 14,37 | 0,30
13 B-bisaboleno 1505 | 14,76 | 0,71
14 ®-cadineno 1522 | 15,26 | 1,39
15 Cariofilenol 1570 | 16,90 | 0,71
16 Oxido de cariofileno 1582 | 17,40 | 1,75
17 Epoéxido de humuleno Il | 1608 | - -
18 Junenol 1618 | - -
19 10-epi-a-muurolol 1640 | 19,87 | 0,28
20 o-cadinol 1644 | 20,05 | 0,18
21 a-cadinol 1652 | 20,36 | 0,31
22 Acido copalico - 36,38 | 3,86
23 Acido colavénico - 36,96 | 0,14
25 Acido hardwickiico - 37,81 |0,16
26 Acido pinifélico - 38,13 | 0,19
27 Acido agético - 39,01 | 2,00
28 Acido-11-OH-copélico | - 39,14 | 0,51
29 Acido-11-AcO- - 40,09 | 3,18
copalico
Constituintes ldentificados (%): 98,26
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O B-cariofileno também foi o principal constituinte encontrado por Souza
e colaboradores (2021) na oleorresina de Copaifera officinalis (Tabela 4), mas
em uma quantidade cerca de 10% maior que aquela observada no presente
trabalho. Monteschio e colaboradores (2021) também encontraram como
principal constituinte o B-cariofileno (Tabela 5). Além da espécie Copaifera
officinalis, a Copaifera multijuga Hayne também apresenta sua oleorresina rica
em [-cariofileno e, até mesmo, € a espécie que possui a maior concentracao

deste biomarcador (Lucca et al., 2015).

Tabela 4 Composi¢do quimica de caracterizagdo da oleorresina de Copaifera officinalis por Souza e colaboradores

(2021).
Copaiffera officinalis Composicéao (%)
B-cariofileno 70
Humuleno 10
a-copaeno 7
Gemacreno d 2
A-cadileno 2
B-clemento 1

Tabela 5 Componentes quimicos da caracterizagdo de oleorresina de Copaifera officinalis. Fonte: (Monteschio et al.,

2021)

SUBSTANCIA PROVAVEL CONCENTRAGAO (%)
a-cubebeno 1,0
a -copaeno 51
B-elemeno 1,6
B-cariofileno 51,1
a-farneseno 1,8
a-bergamoteno 7,4
a-humuleno 8,1
germacreno-d 2,5
B-bisaboleno 3,7
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Tais diferencas na concentracdo dos componentes da oleorresina de
copaiba podem ser devido a época de colheita, local geografico da planta
(Boskovic et al., 2015; Souza, Lima and Sa Silva, 2021a) e época de extracao
do 6leo — se no periodo da floracdo ou ap6s (Burt, 2004; Souza, Lima and Sa
Silva, 2021a).

1.3.6 Conclusao

A caracterizacdo de um produto natural é de fundamental importancia,
pois deve-se analisar se a matéria é realmente verdadeira e pura. Para a
verificagdo da oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis) adquirida do pelo
Ferquima, foi feita uma cromatografia gasosa cujo equipamento é acoplado a um
espectdometro de massa. O principal composto encontrado na oleorresina foi o 3-
cariofileno, o que corroborou com os achados descritos em trabalhos de outros
grupos. Outros compostos de importancia encontrados na oleorresina séo, em
ordem decrescente de quantidade: a-humuleno, &cido copalico, acido-11-AcO-
copdlico e Oxido de cariofileno. Tais dados demonstram que a oleorresina

analisada é realmente de copaiba e que é pura.
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Nanoemulsfes a base da oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis):
desenvolvimento, caracterizacdo e andlise de sua atividade anti-

inflamatoria

2.1 Resumo

A nanociéncia e a nanotecnologia tém acompanhado a vida das
pessoas ha cerca de 4.500 anos A.C., mas somente 63 anos atras tais areas
comecaram a ser cientificamente estudadas. Suas aplicagdes sdo diversas, a
tecnologia pode ser encontrada na industria téxtil, eletrbnica, farmacéutica, de
pesticidas e em muitas outras. As estruturas nanotecnoldgicas sdo denominadas
de nanoparticulas e apresentam diversos tipos para diversas finalidades. Um dos
principais empregos, se ndo o principal, das nanoparticulas é na nanomedicina.
Um exemplo de nanoparticula bastante empregada na nanomedicina é a
nanoemulsdo. Tal formulacdo é interessante, pois possibilita uma maior
solubilidade de substancias lipofilicas em meios aquosos e, dessa forma,
aumenta a bioviabilidade destes compostos. O presente capitulo visa a descricdo
da producao de uma nanoemulsao a base de oleorresina de copaiba — NeCop-
(Copaifera officinalis) bem como sua caracterizacdo, analise de estabilidade,
interacdo com células de macréfagos murinos J774A.1 in vitro e analise anti-
inflamatoria in vivo de ratos Wistar. Podem-se citar como resultados a producao
da nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba (NeCop) bem como sua
estabilidade em relacdo a aspectos das nanogoticulas e macroscopicos.
Também podem-se citar a obtencdo de micrografias de alta resolucdo das
nanogoticulas da NeCop em microscopio eletrénico de varredura, a viabilidade
celular de macrofagos da linhagem J774A.1, a qual apresenta um pequeno
aumento quando foram tratados com as concentracdes menores das
formulagfes, e o tratamento ndo leva a uma ruptura da membrana plasmaética.
Além disso, os ratos apresentaram desidratacdo e ndo apresentaram um efeito

anti-inflamatério em seus membros pélvicos.

Palavras-chave: nanotecnologia, nanoemulsédo, caracterizacao,

macroéfagos, anti-inflamatorio, rato.
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2.2 Abstract

Nanoscience and nanotechnology have been presented in people'slives for
about 4,500 years B.C. However, only 63 years ago such areas began to be
actually studied. Its applications are diverse, the technology can be found in the
textile, electronics, pharmaceutical, pesticide and many others industries.
Nanotechnological structures are called nanopatrticles and have several types for
various purposes. One of the main goals, if not the most important, of
nanoparticles is in nanomedicine. An example of nanoparticle widely used in
nanomedicine is nanoemulsion. This formulation is interesting because it allows
a greater solubility of lipophilic substances in aqueous media and, thus, increases
the bioviability of these compounds. This chapter aims to describe the production
of a nanoemulsion based on copaiba oleoresin - NeCop- (Copaifera officinalis)
as well as its characterization, stability analysis and interaction with cells of
murine macrophages J774A.1 in vitro. The results of the nanoemulsion based on
copaiba oleoresin (NeCop) as well as its stability regarding nanodrops and
macroscopic aspects can be cited. It must be highlighted the acquirance of high-
resolution micrographs of NeCop nanodropletles under a scanning electron
microscope, the cellular viability of macrophages of J774A.1 presents a small
increase when they were treated with the lower concentrations of the formulations
and the treatment does not lead to a rupture of the plasmatic membrane. In
addition, rats did not gain mass with treatments, presented dehydration and did

not present an anti-inflammatory effect on their pelvic limbs.

Keywords: nanotechnology, nanoemulsion, characterization,

macrophages, anti-inflammatory, rat.
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2.3Revisdo bibliografica

2.3.1 Introducéo

2.3.1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia visa a desenvolver produtos estruturados na escala
nanométrica (1 nm = 10° m) que, por essa caracteristica, tenham propriedades
diferentes e superiores as dos materiais ndo nanoestruturados. Materiais com
pelo menos uma dimenséo na escala nanomeétrica apresentam, muitas vezes,
propriedades Opticas, quimicas, farmacodinamicas, entre outras, que diferem
sensivelmente das observadas na matéria-prima ndo nanotecnolégica. Segundo
Leopoldo & Vechio (2020), o grande diferencial da escala nanométrica é
justamente a presenca destas funcionalidades e caracteristicas diferenciadas.
Propriedades como coloragdo, condutividade, reatividade e ponto de fuséo
podem ser significativamente diferentes das observadas na substancia original
(Leopoldo and Vechio, 2020).

O conceito moderno de nanotecnologia data de 29 de dezembro de
1959 (Schulz, 2018), ano no qual o fisico laureado com Nobel de Fisica Richard
Feynman proferiu a sua célebre palestra, “There’s plenty of room at the bottom”,
na Sociedade Americana de Fisica. Esta € considerada a primeira palestra em
relacdo as tecnologias que visavam a estudar e desenvolver materiais
organizados racionalmente em um nivel atbmico (Schulz, 2018). Nesta palestra,
Feynman langou a pergunta “Por que ndo podemos escrever os 24 volumes

inteiros da Enciclopédia Britanica na cabeca de um alfinete?” (Feynman, 1960).

A resposta de como miniaturizar as informacdes de tal enciclopédia
para que caibam na cabeca do alfinete esta justamente na nanotecnologia, a
tecnologia que é capaz de ordenar moléculas e &tomos para que 0s materiais
tenham propriedades emergentes da nanoescala. Entretanto, foi somente a
partir de 1974 que a palavra “nanotecnologia” foi utilizada e definida. O cientista

Norio Taniguchi relatou que a nanotecnologia basicamente consiste no
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processamento, separacao, consolidacdo e deformacdo de materiais no nivel
molecular ou atémico (Taniguchi, Arakawa and Kobayashi, 1974; Bayda et al.,
2020). O prefixo “nano” é proveniente do latim “nanus” e do grego “nanos”, e
significa “ando” (Riehemann etal., 2009). J& um significado para nanotecnologia
mais atual seria, em termos gerais, a unido da ciéncia, engenharia e tecnologia
para manipular a matéria emescala nanométrica, em pelo menos uma de suas
dimensdes (Zhu et al., 2021).

Apesar de a nanociéncia e a hanotecnologia terem surgido em meados

do século passado, materiais nanoestruturados tém sido desenvolvidos e

utilizados pela humanidade h& milénios, como expresso na Tabela 6 .

Tabela 6 Data e aplicagdo de alguns dos nanomateriais empregados ao longo da histdria. Fonte: (Khan et al., 2022).

Epoca Nanomaterial usado Aplicagcédo
4500 anos atras Nanofibras naturais de | Reforco de matrizes de
asbestos cerémica
4500 anos atrés (egipcios) | Sintese guimica de @ Decoracédo

3° século antes da Era
EC- (Egito,

Mesopotamia, Grécia e

Comum -

Roma)

14° e 13° séculos da EC
(Egipcios e
Mesopotamicos)

Era do Bronze (1200-1400
antes da EC)

400-100 antes da EC

4° século

Periodo Medieval

nanoparticulas de sulfeto de

chumbo com cerca de 5 nm

“Azul egipcio”’, vidro de
tamanho nanométrico e
quartzo

Nanoparticulas
nanometalicas via métodos
quimicos

Nanoparticulas de cobre

Nanoparticulas de cobre e
oxido de cobre

Liga de nanoparticula de
prata e ouro

Nanoparticulas coloidais de

ouro e prata

Nanomateriais sintéticos para

aplicacéo pratica

Nanomateriais sintéticos em

uma aplicagéo prética

O vidro foi encontrado na
Frattesina di Rovigo (Italia)
gue é colorido pela excitacdo
plasménica de superficie
Revestimento vermelho
céltico para decoracao

Peca de vidro romano

Tintura de vidro vermelha e

amarela
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Século 9°, Mesopotamicos | Nanoparticulas de prata ou Cerémicas vitreas para
cobre (5 a 20 nm) ou | decoracdo metdlica de lustre
combinacé@o de ambas

Metade do século XIX Nanoparticulas de cobre Clareamento do vidro

Satsuma com cor rubi

1857 (Michael Faraday) Solugao coloidal de | Inicio da  histéria dos
nanoparticula de ouro nanomateriais na area
cientifica
Década de 1940 Nanoparticulas de dioxido de | Substituicdo do carvao preto
silicio para reforco de borracha
2003 (Samsung) Nanoparticulas de prata Tecnologia antibacteriana

com nome de mercado “Silver

Nano” (inicia-se a
comercializagéo de
nanoparticulas e

nanomateriais)
A partir de 2014 Materiais com nanoparticulas | Produtos que séo
comercialmente disponiveis

em mais de 20 paises.

Atualmente, diversos nanomateriais estdo presentes em produtos
comerciais, tais como as televisdes da marca LG com a tecnologia NanoCell (LG,
2022), o antioxidante hidratante com nano vitamina C da marca Sallve (Sallve,
2022), o creme de massagem Cafeina 7 ativos, da marca D’agua Natural, o qual
possui nanoparticulas de café (D’agua Natural, 2022) e a empresa Nanox, que
trabalha com antimicrobianos e nanoparticulas que contenham tais classes de
medicamentos, fabrica tecidos com tecnologia contra SARS-CoV-2 (Nanox,
2022a), desenvolve embalagens com antimicrobianos em nanoparticulas
(Nanox, 2022b) e também desenvolve utensilios de casa e higiene com a
tecnologia de nanoparticula com antimicrobianos (Nanox, 2022c).
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2.3.1.2 Nanoparticulas

A fabricacdo de materiais na nanoescala ganhou maior atengéo a partir
da década de 2000, devido a suas caracteristicas unicas (Li, Wang and Cheng,
2017; Khan et al., 2022). A estrutura quimica, tamanho, forma e aparéncia das
nanoparticulas podem ser determinadas no processo de formulagéo (Khan et al.,
2022). A riqueza de processos e materiais desenvolvidos para a producao de
nanoparticulas é refletida pelo grande nimero de tipos destas nanoestruturas,
conforme os exemplos apresentados na Figura 10. Deve-se ressaltar que devido
ao tamanho caracteristico dessas particulas, elas apresentam uma maior area
de superficie em relacdo ao seu volume quando comparadas com 0s materiais
cujo tamanho encontram-se em maior escala (Yanga, Cao and Rui, 2017; Khan
et al., 2022).

Nanoparticula de prata Nanoparticula deouro . ,
Liga de nanoparticula

Nanoparticula metélica Nanoparticula polimeérica

Lipossomo

(@)

Quantum dots

Nanctubode carbono

Fulereno

Grafeno

Nanofibrade carbono

Figura 10 Representagdo de tipos de nanoestruturas. Fonte: (Khan et al., 2022) com adaptagdes.
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Dentre as estruturas nanométricas mais estudadas estdo as
nanoparticulas. Este tipo de material possui diametro médio na faixa entre 1 e
1000 nm, e pode ser feito de carbono, metal, 6xidos metalicos ou de compostos
organicos, por exemplo. A Figura 11 apresenta um esquema da estrutura de uma
nanoparticula. Comparada com particulas micrométricas, as nanoparticulas
possuem maior relacdo area de superficie/volume (Gudikandulaand Charya
Maringanti, 2016; Khan et al., 2022).

Superficie

Varia entre moléculas, ions metalicos
surfactantes e polimeros

Capa

Diferente quimicamente

do ndcleo ‘

Nucleo

Porgdo central

€ a NP propriamente

dita

Figura 11 Representag¢do esquemadtica de uma nanoparticula. Fonte: (Khan et al., 2022 com adaptagdes).

2.3.1.3 AplicacBes das nanoparticulas em nanomedicina

As aplicacbes de nanoformulacbes sdo determinadas por suas
caracteristicas fisico-quimicas. Por exemplo, nanoparticulas com propriedades
elétricas e Opticas emergentes da nanoescala sdo usadas em semicondutores,
diodos emissores de luz (LEDs), baterias, sensores e biofotdnica (Messarah et
al., 2012; Alghuthaymi et al., 2015; Khan et al., 2022). Nanoparticulas com
propriedades magnéticas sdo empregadas em catalisadores, biomedicina,
fluidos magnéticos, armazenamento de dados, ressonancia magnética de
imagem (RMI) e purificacdo de agua e sal (Khot et al., 2012; Singh et al., 2015;
Jeevanandam et al., 2018; Khan et al., 2022). JA& as nanoparticulas com
propriedades mecéanicas especiais sdo utilizadas na tribologia, engenharia de
superficie e materiais de construcao e pintura (Jeevanandam et al., 2018; Khan,

Saeed and Khan, 2019; Khan et al., 2022). Por fim, nanoparticulas com
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propriedades térmicas especiais séo uteis a formulacédo de nanofluidos (Khan et
al., 2022).

Uma area de grande aplicacdo da nanotecnologia é a da ciéncias
da vida. Nessa area, a nanotecnologia € subdividida em algumas modalidades,
como a nanobiotecnologia e a nanomedicina. Esta foca na aplicagdo da
nanotecnologia na area médica, enquanto aquela abrange a pesquisa bésica no
ambito nanoscopico em sistemas bioloégicos. A nanomedicina usa a
nanotecnologiacomo ferramenta para a melhora de terapias e diagnosticos de

diferentes enfermidades (Riehemann et al., 2009).

Uma das areas da medicina que vem sendo positivamente impactada
pela nanotecnologia é a oncologia. As terapias tradicionais contra o cancer,
como a quimioterapia, radioterapia e cirurgia, apresentam varias limitacdes. Por
exemplo, a aplicacdo da quimioterapia muitas vezes é limitada por fatores como
distribuicdo sistémica inespecifica dos farmacos, janelas terapéuticas estreitas
dos quimioterapicos, baixa seletividade em relacéo as células-alvo, entre outros.
Nanoformulagbes oferecem o potencial de melhorar esses aspectos da
quimioterapia. Por exemplo, nanoparticulas podem aumentar o indice
terapéutico do farmaco ao baixar o seu nivel de toxicidade a tecidos néo alvo e
aumentar a sua entrega ao tumor (Zhang and Kohane, 2021). Ainda, a
nanotecnologia pode ser empregada no diagnostico de canceres, permitindo a

deteccdo mais precoce de tumores (Chatterjee and Kumar, 2022).

A nanomedicina também oferece solucBes para terapias contra
doencas causadas por virus. Infec¢des virais sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade no mundo (Lozano et al., 2012; Watkins, 2018; Weiss
et al, 2020; WHO, 2020). A nanotecnologia é empregada para o
desenvolvimento de novas ferramentas de entrega de farmaco e para o combate
de virus patogénicos. Um exemplo recente é o0 seu uso contra o coronavirus da
sindrome respiratéria severa e aguda 2 (SARS-Cov-2), agente etiolégico da
doenca do coronavirus de 2019 (COVID-19). Em marc¢o de 2020, a Organizacdo
Mundial da Saude declarou que o mundo estava em uma pandemia de COVID-
19. Em maio do mesmo ano, cerca de 185 paises indicaram a presenca deste
virus em seu territério. Em tempo recorde, foram desenvolvidos medicamentos,

vacinas, “kits” de diagndostico, filtros extremamente finos para mascaras faciais,
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entre outros, que auxiliaram no combate desse problema de saude publica (Li,
2020; Weiss et al., 2020; Tenchov, 2021).

A induastria farmacéutica também tem se beneficiado da nanotecnologia,
visto que esta possibilita o desenvolvimento de medicamentos com menos
efeitos adversos, mais eficazes, e com melhores formas de administragéo (Zare
et al., 2013; Khan et al., 2022). Por definicdo, nanomedicamento é o sistema de
entrega de farmaco de tamanho em escala dos nanémetros, que pode conter
farmaco ou agente de contraste para exame ou ambos em uma Unica formulacéo
e sdo desenhados para alcancarem especificamente o sitio de agdo (Lammers
et al.,, 2012). Com um nanomedicamento, pode-se gerenciar o tamanho e a
superficie das particulas e a liberacdo dos principios ativos e, assim, pode ser
alcancada uma atividade terapéutica mais sitio-especifica e perfil
farmacodinamico mais adequado (Mrinmoy De, Ghosh and Rotello, 2008;
Vekariya, Kaur and Tikoo, 2012; Khan et al., 2022).

2.3.1.4 Nanoformulacdes anti-inflamatérias

A inflamacdo €é uma resposta fisiologica contra determinadas
perturbacdes na estrutura e na fisiologia de tecidos. Em geral, sua resposta
envolve edema, dor, rubor e calor no local afetado (Serhan et al., 2007,
Medzhitov, 2010; Serhan, 2010; Kamaly et al., 2013). Em certas situacfes, a
inflamacdo pode se tornar uma condicdo anormal e gerar ou potencializar
enfermidades. Em sua fase aguda, € uma resposta protetora que combate
microrganismos invasores e promove a reparacdo de tecidos que apresentam
algum dano. Idealmente, a resposta € autolimitante e leva a uma eliminacéo dos
patogenos e de debris celulares (Majno, 2004; Medzhitov, 2010; Kamaly et al.,
2013). Entretanto, uma resposta inflamatoria excessiva pode levar a inflamacéo
cronica e a um subsequente dano tecidual (Serhan et al., 2007; Medzhitov, 2010;
Serhan, 2010; Kamaly et al., 2013). Evidéncias sugerem que tal resposta
excessiva desempenha um papel central em inidmeras doencas, como as

metabdlicas e neurodegenerativas (Nathan and Ding, 2010; Kamaly et al., 2013).

Nanoformulagdes tém sido desenvolvidas para a entrega de moléculas

anti-inflamatérias ou agentes de imageamento a sitios inflamados, ou mesmo
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para a deteccdo de moléculas envolvidas em respostas inflamatérias para os
sitios especificos das enfermidades (Xiao et al., 2012; Kamaly et al., 2013;
Salvador-Morales et al., 2013).

Por exemplo, espécies reativas de oxigénio (ERO) e mieloperoxidase,
produzidas em tecidos inflamados, podem ser detectadas por nanoparticulas e,
desta forma, permitir o imageamento in vivo de sitios inflamatérios (Xu et al.,
2019). Norling e colaboradores demonstraram que mediadores lipidios pro-
resolucdo incorporados em nanoparticulas derivadas de neutrdéfilos
apresentaram inflamacao aguda limitante, o que melhorou e diminuiu danos das
juntas (Norling et al., 2011; Kamaly et al., 2013).

Nanoformulacfes também podem ser empregadas para melhorar a
disperséo de farmacos anti-inflamatérios em meios aquosos (Khan et al., 2022).
Um exemplo de nanoformulacdo que pode ser usada para este fim é a

nanoemulsao.

2.3.1.5 Emulsdes

Emulsdes sdo misturas com aparéncia macroscopica homogénea,
formadas por dois ou mais liquidos imisciveis. No nivel microscopico, as
emulsdes exibem uma fase liquida dispersa sob a forma de goticulas em outra
fase continua (Figura 12). Para manter esses sistemas estaveis, sdo usadas
moléculas anfifilicas denominadas surfactantes ou tensoativos, que se dispdem

na interface entre as fases dispersa e continua (Wilson et al., 2022).

As emulsdes possuem uma ampla gama de aplicagcbes em diversas
industrias, sendo geralmente usadas quando se deseja dispersar 6leo em agua
ou 0 oposto. Este tipo de sistema € de grande interesse na producédo de
alimentos, medicamentos e cosméticos, além de ser usado para misturar
moléculas apolares e polares, mudar a textura, gosto e/ou odor de um produto,
e melhorar a eficacia de medicamentos (Ohshima and Makino, 2014;
Grumezescu, 2016; Sakamoto et al., 2017; Wilson et al., 2022).
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Fase hidrofilica

Surfactante

Fase hidrof6bica M

A Cauda hidrofébica
Cabega hidrofilica

Figura 12 Representagdo de um surfactante e como ele € disposto em uma nanoemulsdo. Fonte:
(Safaya and Rotliwala, 2020) com modificagées.

O surfactante diminui a tensao superficial entre as fases e age como
uma barreira contra desestabilizagbes (Kabal'nov, Pertzov and Shchukin, 1987;
Wilson et al.,, 2022). Quanto a organizacdo das fases dispersa e continua,
existem quatro tipos principais de emulsdes: 6leo em agua (O/A), agua em Oleo
(A/O), 4gua em 6leo em agua (A/O/A) e 6leo em agua em 6leo (O/A/O), como
representado na Figura 13. Estas duas ultimas também s&o conhecidas como

dupla emulséo (Wilson et al., 2022).

(o/A) (A/O/A)

(A/0) (0/A/0)
Figura 13 Representagdo esquemadtica dos tipos de emulsdo. A letra “A” representa a fase aquosa (azul),
enquanto a letra “O” a fase oleosa (amarela). Fonte: (Wilson et al., 2022).
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Sistemas emulsionados de uso em nanomedicina sdo geralmente
microemulsdes ou nanoemulsdes. Tais formulacdes se diferenciam pelo seu
comportamento quanto a diluicbes e flutuacbes de temperatura. As
microemulsdes séo cineticamente instaveis, diluicbes podem desestabilizar tais
formulacdes, por exemplo, e termodinamicamente estaveis. Ja as hanoemulsdes
sdo cineticamente estaveis, mas termodinamicamente instaveis, ou seja,
variagoes de temperatura podem alterar esta formulagcéo (Anton and Vandamme,
2011).

As microemulsdes se parecem com as nanoemulsdes, ja que muitas
vezes as hanogoticulas de ambas as formulacbes apresentam a mesma
morfologia esférica e sdo dispersas em uma fase continua. Tal fato leva a
confusbes acerca da classificacdo correta das microemulsbes e das
nanoemulsdes (Anton and Vandamme, 2011). Portanto, deve-se ter cautela ao

desenvolver uma formulacao de tais tipos.

2.3.1.6 Nanoemulsdes

As nanoemulsdes sdo um tipo de emulsdo com goticulas, ou
nanogoticulas, com diametros em geral entre 10 e 1000 nm, as quais sao
cineticamente estaveis e termodinamicamente instaveis (Wilson et al., 2022).
Elas ganharam popularidade por possuirem diversas utilidades nas industrias
farmacéutica, cosmética, alimenticia, de pintura e ambiental (Solans et al.,2005b;
Safaya and Rotliwala, 2020).

A altarelacéo area de superficie/volume das nanogoticulas faz com que
elas apresentem uma grande capacidade de carrear substancias e, assim, ha
uma melhora na solubilidade de compostos hidrofébicos. Como consequéncia,
h&a uma melhora da biodisponibilidade de substancias pouco sollveis (Barradas
and Silva, 2020; Jain and Chella, 2021). Assim, elas podem encapsular, proteger
e promover uma liberacdo controlada de moléculas bioativas lipofilicas
(Sutradhar and Amin, 2013; Barradas et al., 2017; McClements and Jafari, 2018;
Barradas and Silva, 2020). Elas também apresentam uma longa validade

(Meleson, Graves and Mason, 2007; Safaya and Rotliwala, 2020), tém a
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capacidade de penetrar mais facilmente pela pele e, também, de se difundirem

de forma uniforme pelo sitio de interesse (Safaya andRotliwala, 2020).

2.3.1.7 Estabilidade de nanoemulsdes

As nanoemulsdes sao sistemas que, quando desestabilizados, sofrem
separacdo das fases. O surfactante estende o periodo que a formulacdo
permanece estavel por meses a anos. Como consequéncia, torna o processo
translacional mais facil, especialmente para a nanomedicina, onde mudancas na
nanoemulsdo podem acarretar sérios impactos na saude e na vida de pacientes.
Portanto, os processos de desestabilizagdo de nanoemulsbes devem ser
estudados a fundo. Tais processos podem ser resumidos na teoria da
estabilidade da dispersdo coloidal — Teoria DLVO, a qual descreve que a
estabilidade de uma emulsdo é a combinagédo de duas forcas independentes:
interagOes de atracdo de van der Waals e forcas de dupla camada eletrostéticas
de repulsdo (Verwey and Overbeek, 1948; Derjaguin and Landau, 1993; Wilson
et al., 2022).

A teoria DLVO descreve que quando as forcas de atracdo dominam, a
emulsdo passa por uma desestabilizacdo coloidal, que acontece por quatro

diferentes formas, de acordo com a Figura 14.

Emuls3o estavel

e ~a

T . C M
Coalescéncia Floculagao rer_nagem/w “Ostwald Ripening”
Sedimentagdo

S W

Separacao de fase

Figura 14 Representagdo dos tipos de desestabilizagGo que uma emulsdo pode sofrer de acordo com a teoria
DLVO. Fonte: (Wilson et al., 2022 com modificagées)
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A coalescéncia é a unidao de duas ou mais goticulas em uma Unica
goticula maior. Ocorre quando as goticulas se aproximam, se deformam e levam
a formacédo de um fino filme na fase continua. Enquanto que a floculacdo é a
agregacdao de goticulas préximas umas das outras em um agrupamento (Wilson
et al., 2022). Ja a cremagem e sedimentagcdo ocorrem quando as goticulas se
acumulam no topo (cremagem) ou fundo (sedimentacédo) da emulsdo (Oprea,
2017; Wilson et al., 2022). Por ultimo, “Ostwald Ripening” é o processo pelo qual
grandes goticulas vao crescendo as custas das goticulas de tamanho normal
pela fase continua (Taylor, 1998; Wilson et al., 2022).

2.3.1.8 Tipos de surfactantes

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas sintéticas ou naturais que
podem ser classificados em ibnicos ou nao idnicos. Como exemplos de
surfactantes idnicos podem-se citar os fosfolipideos, proteinas e polissacarideos.
Ja os surfactantes ndo idnicos podem ser ésteres de sorbitano e surfactantes
poliméricos. Tais emulsificantes, se usados apropriadamente, tém a capacidade
de formarem nanogoticulas de tamanho reduzido (Jafari, 2017; Barradas and
Silva, 2020).

Os emulsificantes naturais vém se destacando por serem
biodegradaveis e biocompativeis (Salem and Ezzat, 2018; Barradas and Silva,
2020). Eles sao estaveis em diferentes condicbes como em diversas
temperaturas, pH, pressédo e osmolaridade e, por conseguinte, podem ser mais
eficientes em manter as nanoemulsdes estaveis (Barradas and Silva, 2020). A
maioria dos surfactantes naturais s&o moléculas volumosas e, por isso, formam
nanogoticulas maiores. Mesmo assim promovem a estabilidade da formulagéo
por estabilizacdo estérica e eletrostética (Qian and McClements, 2011; Barradas
and Silva, 2020).
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Um exemplo de tensoativo bastante utilizado na formulacdo de
nanoemulsdes sdo os fosfolipidios. Eles também séo o principal componente da
membrana celular e apresentam uma morfologia de cabeca-cauda (figura 15),
caracterizados por um grupo fosfato carregado negativamente, representado
pela cabeca, e duas caudas de radicais acil graxos. S&o muito utilizados nas
indUstrias alimenticias, cosmeéticas e farmacéuticas por causa da sua
biocompatibilidade. Podem-se citar como tensoativos fosfolipidios a lecitina de
ovo e de soja, as quais estabilizam a longo prazo as emulsdes (Pichot, Watson
and Norton, 2013; Wilson et al., 2022). Tais tensoativos estabilizam as
nanoemulsdes por meio de duas formas: ao promover uma repulséo eletrostéatica
entre as nanogoticulas e ao agir como uma barreira estearica (Isailovic¢ et al.,
2017; Wilson et al., 2022).

: P2
' .
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Fosfolipidio ﬁ‘.. Particula

Pickering

Figura 15 Exemplos de tipos de tensoativos usados em nanoemulsées. Fonte: (Wilson et al., 2022 com modificagdes).

Nanoemulsdes recobertas com surfactantes ibnicos recrutam ions da
solucao e, assim, geram uma dupla camada elétrica, promovendo estabilizacdo
eletrostatica por meio de forcas repulsivas (Verwey, 1940; Wilson et al., 2022).
Tal dupla camada elétrica é feita por trés partes: a superficie da emulséo
carregada, a camada rigida da ligacéo forte dos ions e a camada difusa com alta
concentracéo de ligagbes fracas (Wilson et al., 2022). O ponto no qual a camada
difusa ndo apresenta mais movimento com as nanogoticulas é denominado de
“slip lane” (Delgado et al., 2007; Wilson et al., 2022). A carga no “slip lane” é o
ponto utilizado para determinar o potencial zeta de uma nanoemulsdo onde
guanto mais negativo ou positivo o potencial for, a formulacdo sera mais estavel.

Este potencial € uma das medidas importantes de analise da estabilidade de
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uma nanoemulsédo (Delgado et al., 2007; Wooster and Augustin, 2007; Wilson et
al., 2022). Além disso, a carga elétrica na superficie das nanogoticulas conduz
a estabilizacéo do sistema, devido a repulsao eletrostatica e estabilizacdo contra
agregacdo. Adicionalmente, a carga de superficie pode ser explorada para
prover novas aplicacdes para as nanoemulsdes ao promover uma interagdo com
outros componentes no meio biolégico (Tian, Chen and Zhang, 2016; Barradas
and Silva, 2020).

2.3.1.9 Fase oleosa

A fase oleosa é constituida, em uma nanoemulsdo O/A, pelos
componentes do nucleo lipofilico da nanogoticula e apresenta um importante
papel na formacao e estabilidade da nanoemulsdo. Aspectos como polaridade,
miscibilidade em &gua, tensao interfacial e viscosidade podem alterar as
caracteristicas das formulacdes como por exemplo tamanho da nanogoticula e
estabilidade (McClements, 2011b; Barradas and Silva, 2020). Adicionalmente, o
peso molecular dos componentes oleosos, tensdo interfacial, densidade e
viscosidade dos Oleos direcionam a escolha do melhor surfactante da
nanoemulsdo e do melhor método de obtencdo da formulacdo (Rao and
McClements, 2011; Barradas and Silva, 2020).

As razbes Oleo:surfactante e 6Oleo:agua sao critérios essenciais
para a formacao da nanogoticula e para a estabilidade da formulacéo (Dasgupta,
Ranjan and Gandhi, 2018; Barradas and Silva, 2020). Por exemplo, uma grande
quantidade de componentes hidrofobicos pode levar ao “Ostwald ripening”
(amadurecimento de Ostwald), o qual é o principal motivo de instabilidade nas

nanoemulsdes (Chebil et al., 2013; Barradas and Silva, 2020).

Oleos e substancias lipofilicas podem ser encapsuladas nas
nanogoticulas a fim de serem protegidas, pois muitas vezes sdo moléculas
labeis, de terem sua liberacdo controlada, de aumentar a bioviabilidade e de

facilitar a incorporacao na fase aquosa (Barradas and Silva, 2020).
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2.3.1.10 Métodos de formulacéo das nanoemulsdes

Ha basicamente duas classes de métodos para a producdo de
nanoemulsdes: método de alta energia e o método de baixa energia. Neste,
deve-se compreender os aspectos fisicos e quimicos de cada fase e do
tensoativo e, naquele deve ser usado um equipamento que aplique uma forca de
cisalhamento tal que haja energia suficiente para a formagao da emulsao (Wilson
et al., 2022). Exemplos de métodos de baixa energia sdo temperatura de
transicdo de fase, composicéo de inversdo de fase, emulsificacdo espontanea,
diluicdo e emulsificacdo de fase D (DPE). Enquanto que exemplos de métodos
de alta energia sado microfluidizacdo, homogeneizacdo de alta presséo e
ultrassonicacéo (Safaya and Rotliwala, 2020).

2.3.1.10.1 Método de alta energia

Os métodos de preparo de nanoemulsbes por alta energia demandam
dispositivos mecéanicos para serem produzidas. Tais dispositivos podem ser
fluidizadores, homogeneizadores de alta pressdo (HPH) e ultrassonicadores
(sonicadores). Eles liberam altas forcas e, assim, formam-se as nanogoticulas
(Anton, Benoit and Saulnier, 2008; Safaya and Rotliwala, 2020). Estes métodos
sao escalonaveis para a industria, mas requerem grande quantidade de energia
e, por conseguinte, os custos de producdo sdo elevados. Os principios de
funcionamento dos equipamentos séao a funcionalizacdo de um moinho coloidal,
ondas sonoras de alta frequéncia (acima de 20 kHz) e alta pressédo a partir de
uma bomba (de 500 a 50.000 psi) para um microfluidizador, sonicador e HPH,
respectivamente. Os sonicadores sdo amplamente utilizados em laboratorios de
pesquisa. Eles produzem ondas de pressédo que geram cavita¢ao no liquido, o
que produz a reducdo do tamanho das goticulas em nanogoticulas. Quanto
maior o tempo de sonicacdo, menor é o0 tamanho das nanogoticulas
(McClements, 2011a; Safaya and Rotliwala, 2020).
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Os métodos de alta energia podem ser usados com qualquer tipo de
Oleo e, de preferéncia, com aqueles que sdo bastante viscosos e que tenham um
alto peso molecular. Assim, h4 uma menor necessidade de se utilizar uma alta
concentracéo de surfactante (Safaya and Rotliwala, 2020). Entretanto, deve-se
evitar o processamento de matérias-primas sensiveis ao calor, jA que o0s
métodos promovem um aumento da temperatura do sistema (Buza and Dizdar,
2017; Safaya and Rotliwala, 2020).

2.3.1.10.2 Método de baixa energia

As nanoemulsdes sao produzidas pelo método de baixa energia a partir
da energia quimica interna do sistema. Tal energia é liberada durante a
emulsificacdo e ocorre como consequéncia da mudanca da curvatura
espontanea das moléculas do surfactante, de negativo para positivo (O/A) ou
positivo para negativo (A/O) (Jadhav et al., 2014; Safaya and Rotliwala, 2020).

a) Emulsificacdo espontanea

O método é baseado no movimento dos componentes misciveis na agua
como o solvente, surfactante e co-surfactante da fase organica na fase aguosa.
O processo inicia com a adicdo da fase organica, como o 6leo, e o surfactante
na fase aquosa, na agua e co-surfactante. A rapida migracdo dos componentes
misciveis na agua para a fase aquosa leva a uma turbuléncia na interface das
duas fases, conduzindo a um aumento da éarea interfacial entre 6leo-agua
(Saberi, Fang and McClements, 2015; Jintapattanakit, 2017; Lefebvre et al.,
2017; Safaya and Rotliwala, 2020). Como consequéncia, ha uma formacéo
espontanea das gotas de 6leo no momento em que a fase de microemulséo
bicontinua se desintegra. A utilizagdo de solventes pode promover tal processo
tanto na presenca quanto na auséncia de surfactantes. A ordem de mistura dos
componentes ndo demonstrou um efeito critico no processo enquanto as
nanoemulsdes sdo formadas espontaneamente (Shafig-un-Nabi et al., 2007,
Safaya and Rotliwala, 2020).
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b) Composicao de Inverséao de Fase (PIC)

Composicdo de Inversdo de Fase (PIC) € uma forma estendida da
emulsificacdo espontanea. O método PIC produz nanoemulsfes a temperatura
ambientee que nao envolva a utilizacdo de equipamento de alta energia como 0s
métodosde alta energia ou o0 uso de solvente como o método de emulsificacao
espontanea. O agitador magnético é usado para misturar o sistema de 6leo e
surfactante a temperatura ambiente. A agua é acrescentada gota a gota. Com o
aumento da quantidade de agua, inicialmente uma nanoemulsédo A/O é formada,
seguida por um ponto de inversdo onde a nanoemulsao torna-se O/A. Deve-se
ressaltar que ndo houve um grande consumo de energia no processo (Solé et
al., 2010; Safaya and Rotliwala, 2020). A formacdo de uma nanoemulsdo é
atribuida a tensao interfacial, viscosidade, regido de transi¢do de fase, estrutura
do surfactante bem como sua concentragdo. O PIC também é conhecido como
inversdo catastrofica, jA que envolve o aumento do volume da fase dispersa
(Forgiarini et al., 2001; Safaya and Rotliwala, 2020).

c) Temperatura de transicao de fase (PIT)

Shinoda e Saito (1969) observaram que a temperatura é a chave para a
formacao de uma nanoemulsao A/O produzida a partir do método PIT. Ja no ano
seguinte, eles analisaram as nanoemulsdes A/O formuladas pelo método PIT e
verificaram a importancia do tamanho da cadeia hidrofilica para se obter uma
emulsdo estavel (Saito and Shinoda, 1970; Safaya and Rotliwala, 2020).
Surfactante, 6leo e agua sdo misturados e aquecidos gradualmente no PIT.
Entdo, a solucdo € rapidamente resfriada ao se transferir a mistura para um
banho de gelo, o que conduz a uma formagdo de uma nanoemulséo o/a.
Observou-se que quando a temperatura de transicao de fase do sistema é entre
20 a 65 °C mais elevada do que a temperatura de armazenamento, as
nanoemulsdes formadas séo do tipo O/A. Enquanto que as nanoemulsées A/O
sdo formadas entre as temperaturas de 10 a 40 °C mais baixas que a
temperatura de armazenamento. Também é observado que as temperaturas
proximas ao PIT sdo outro caminho para a estabilizacdo do sistema, além dos

co-surfactantes. A utilizacdo de surfactantes ndo-ibnicos (nos quais a geometria
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molecular muda com a temperatura) nos sistemas feitos a partir do PIT formaram
nanoemulsdes estaveis (Rao and McClements, 2010; Safaya and Rotliwala,
2020). Em alguns casos, sais inorganicos sdo usados para ajustar o PIT do
sistema (Mei, Xu and Sun, 2011; Hasan, Leanpolchareanchai and
Jintapattanakit, 2015; Safaya and Rotliwala, 2020). A completa solubiliza¢do da
fase oleosa em microemulsdes bicontinuas leva a uma nanoemulsdo O/A com
baixo tamanho da goticula quando formuladas pela metodologia de PIT (Mei, Xu
and Sun, 2011; Safaya and Rotliwala, 2020). A PIT geralmente apresenta uma
alta eficiéncia de emulsificacdo e baixo indice de polidispersdo quando
comparado com o método PIC (Hasan, Leanpolchareanchai and Jintapattanakit,
2015; Safaya and Rotliwala, 2020).

2.3.1.11 Caracterizacdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes podem ser caracterizadas por meio de métodos
analiticos como espalhamento de luz dinamico (DLS), microscopias eletronicas,
andlise de viscosidade e microscopia de forgca atbmica. O DLS é bastante
utilizado para determinar o tamanho das goticulas e seu potencial zeta. Ao se
medir o tamanho das goticulas em funcdo do tempo, a estabilidade fisica da
nanoemulsdo pode ser verificada. O DLS tem sido bastante utilizado para medir
a taxa de “Ostwald ripening” (Wooster, Golding and Sanguansri, 2008; Safaya
and Rotliwala, 2020). J& no ambito macroscopico, ensaios como viscosidade,
condutividade e teste dielétrico caracterizam as nanoemulsdes de forma eficaz.
A viscosidade desta formulacdo € baixa quando o volume de 4gua é grande,
enquanto que a viscosidade € alta quando a quantidade de surfactante e co-
surfactante € baixa. Mudancas na viscosidade ajudam na avaliacdo da
estabilidade nos nanossistemas. Para prever se a nanoemulsao produzida for A/O
ou O/A e monitorar o fenbmeno de inversao de fase, testes de condutividade sédo
bastante Uteis (Chiesa et al., 2008; Safaya and Rotliwala, 2020). Caracteristicas
estruturais e dinamicas das nanoemulsdes sao avaliadas por medidas
dielétricas. A forma da gota do nanosistema pode ser determinada por

microscopias de forca atdbmica ou por microscopias eletronicas de varredura ou
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transmissdo. A estabilidade da nanoemulsédo é provada por meio de uma série
de testes como ensaio de centrifugacdo, ciclo de congelamento e
descongelamento, testes de aquecimento e resfriamento e condicOes
ambientais. Tais testes verificam o periodo de tempo no qual um sistema
nanoemulsionado consegue permanecer estavel sem ocorrer “Ostwald ripening”,
coalescéncia, cremagem e sedimentagcdo. Assim, pode-se ter uma ideia do
tempo de prateleira da formulacédo (Craig et al., 1995; Safaya and Rotliwala,
2020).

2.3.2 Justificativa e objetivos

Né&o foi encontrado na literatura o desenvolvimento de nanoemulséo
a base de oleorresina de copaiba da espécie Copaifera officinalis por meio do
método de ultrasonicassao pelo equipamento sonicador bem como a analise de
efeitos biologicos de tal formulagcdo em macréfagos murinos J774A.1 e em ratos
Wistar. Entdo, o trabalho teve como objetivos gerais o desenvolvimento, a
caracterizacao e a avaliacdo dos efeitos de nanoemulsdes a base de oleorresina
de copaiba (Copaifera officinalis) em linhagem de células de macréfagos murinos
(J774A.1) in vitro e efeitos anti-inflamatérios em ratos Wistar. J& como objetivos
especificos podem ser citados:

e Padronizar os parametros para o desenvolvimento de nanoemulséo
a base de oleorresina de copaiba (NeCop);

e Caracterizar os parametros fisico-quimicos como diametro
hidrodindmico, indice de polidispersédo, potencial zeta, aspectos macroscépicos
e superficie da nanoemulséo obtida;

e Avaliar a estabilidade do nanossistema desenvolvido em funcéo
do tempo;

e Analisar os efeitos da NeCop em relacdo a viabilidade celular,
fragmentacdo de DNA, exposicdo as ceélulas e integridade de membrana nas
células J774A.1 in vitro e

e Analisar os efeitos da NeCop de antinocicepcéo , antiedema e

toxicidade em ratos Wistar.
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2.3.3 Materiais e métodos

2.3.3.1 Materiais

estabilidade da NeCop e os experimentos in vitro.

Material Fabricante | Origem
Lecitina de ovo — Lipoid E 80 Lipoid Alemanha
Tampao fosfato salino 1X, Laborclin Brasil
phosphate-buffered saline (PBS

1X)

Células J447A.1 ATCC Estados Unidos
Meio Dulbecco’s Modified Eagle | Gibco Estados Unidos
(DMEM)

Soro Fetal Bovino (SFB) Gibco Estados Unidos
Antibidtico estreptomicina 100 Gibco Estados Unidos
pg/mL / penicilina 100 IU/mL

Dimetil sulfoxido (DMSO) Sigma Estados Unidos
3-(4,5dimethylthiazol-2yl)-2,5- Invitrogen Estados Unidos
diphenyltetrazolium bromide

(MTT)

Etanol absoluto (ETOH) Sigma Estados Unidos
Azul de tripan Sigma Estados Unidos
RNAse Ludwig Brasil

Biotecnologia

lodeto de propideo

Probes —

Thermo Fisher

Estados Unidos

PocH-100i™ Sysmex Brasil

Chemwell-t Labtest Brasil

Ragdo normocalérica Nuvilab, Colombo, Brasil
Nuvital

Carragenina Sigma Estados Unidos

Tabela 7 Lista de materiais utilizados para realizar os experimentos de produgdo, caracterizagio e andlise de
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2.3.3.2 Producao da nanoemulsao a base de oleorresina de copaiba

A nanoemulséo de oleorresina de copaiba (NeCop) foi produzida de
acordo com o protocolo descrito por Ombredane e colaboradores (2020). Em um
preparo tipico, inicialmente foram misturados surfactante e 6leo, quais sejam
lecitina de ovo e oleorresina de copaiba, na propor¢do 2:1 (m:m)
respectivamente. Estes componentes foram entdo dispersos em PBS,
resultando um volume final de 15 mL e 0,33 de razdo entre as massas da mistura
surfactante/6leo e do meio dispersante. Na sequéncia, a dispersao formada foi
sonicada (VibraCell 250, Sonics) por trés minutos em banho de gelo, em pulso
alternado de 1/1 segundo. Assim foi obtida uma emulsdo com volume final de 5
mL e concentracdo de 16,24 mg de oleorresina/mL. A seguir, essa emulsado foi
diluida com PBS para 2,16 mg de oleorresina/mL, volume final de 15 mL, e
novamente sonicada com 0sS mesmos parametros anteriores, resultando na
formulagéo final de NeCop. A formulacdo branca (B) foi produzida de maneira
idéntica, mas sem a oleorresina. As duas formula¢gdes foram armazenadas em

temperatura de 4°C.

2.3.3.3 Analise macroscopica

As formulacBes tiveram seus aspectos macroscopicos analisados

visualmente quanto a presenca de coalescéncia, floculacdo, cremagem e

sedimento um dia apés produzidas.

2.3.3.4 Analise das caracteristicas coloidais

Um dia ap0s sua producdo, as nanogoticulas de NeCop e B foram
ambas caracterizadas em relagdo ao diametro hidrodindmico (DH), indice de
polidispersao (Pdl) e potencial zeta (PZ) com equipamento Zetasizer (ZetaSizer

Nano ZS®, Malvern Instruments, Reino Unido).

2.3.3.5 Analise de estabilidades coloidal e macroscépica

A analise de estabilidade das nanogoticulas foi feita pelo

monitoramento de suas caracteristicas coloidais e aspecto macroscopico nos
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tempos de 7, 15, 30, 60 e 90 dias apds sua producdo. As analises estatisticas

foram realizadas pelo método Two-way ANOVA e poés-teste Tukey.
2.3.3.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise morfolégica da nanoemulsdo do 6leo de copaiba foi realizada
pela técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com um microscopio
JSM-7001F (Jeol, Japdo). As amostras foram diluidas por 1:500 (v/v) em agua
destilada e 100 pL foram pingados em uma fita adesiva dupla face de carbono,
a qual estava aderida em um “stub”. Entdo, as amostras foram contrastadas com
2% de vapor de 6smio durante meia hora e deixadas para secagem por 2 dias a
temperatura ambiente. Apds a completa secagem do material, houve a
metalizagdo com ouro no equipamento “Sputter Coater” (Leica, EM SCD 500,
Austria). As imagens foram adquiridas com magnificacdes de 6.000 vezes e

12.000 vezes com voltagem de 15,0 kV.

2.3.3.7 Ensaios in vitro

a) Ensaio de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado segundo o protocolo
descrito por Mosmann (1983) com adaptacdes. Primeiramente, houve o
plagueamento das células. As células cultivadas foram expandidas (macréfagos
J774A.1 — ATCC: TIB-67) em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1%
de antibiético. Quando atingiram 70% de confluéncia, realizou-se a raspagem
das células. O sobrenadante foi centrifugado por 5 minutos a 2000 RPM. O meio
foi desprezado e o pellet ressuspendido com 1 mL de meio suplementado. A
contagem das células em camara de Neubauer foi realizada e as células foram

plaqueadas em placas de 96 pocos, na concentragéo de 2,0 x 10* células/mL.

Ja o tratamento foi realizado 24 horas ap0s o plagueamento, nas
concentracbes de 5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 30 pg/mL, 45 pg/mL, 60
png/mL, 90 pg/mL, 180 pg/mL e 360 pug/mL, com o objetivo de se fazer um
“screening” para encontrar as melhores concentragdes para os tratamentos
dos ensaios posteriores. Os tratamentos foram a solugdo salina PBS 1X
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(controle nédo tratado), NeCop, etanol na concentracdo menor que 1% (ETOH,
solvente da oleorresina de copaiba livre) e a oleorresina livre de copaiba
dissolvida em etanol (OL Cop).

Apos 24 horas de tratamento, as células foram incubadas com a
solucdo de MTT na concentragcédo de 0,5 mg/mL (15 pL de MTT e 135 L de
meio DMEM) de 1 hora a 2 horas. Entéo, a solucédo foi descartada e 100 uL de
DMSO foi adicionado em cada poc¢o. A verificagdo da absorbancia foi feita em
um espectrofotdmetro (Spectramax M2 Molecular Devices, Estados Unidos) a
595 nm.

As analises estatisticas foram realizadas pelo método Two-way
ANOVA e pos-teste Tukey.

b) Integridade de membrana
O ensaio foi baseado na metodologia descrita por Joanitti, Azevedo

and Freitas (2010). A integridade de membrana de células J774A.1 foi
analisada ap0s 24 horas de tratamento com PBS 1X, NeCop, B, ETOH e OL
Cop na concentracdo de 15 pg/mL. As células foram coradas por uma solucéo
de azul de tripan (0,4% em PBS 1X) na proporcao de 1:1 (v/v). Em seguida,
houve a contagem das células através de uma camara de Neubauer por meio
de um microscopio de luz invertido (Leica DM1 1, Leica, Alemanha). Somente
as células que apresentam membrana plasmatica lesionada conseguem

interiorizar o corante.

c) Fragmentacéao de DNA

As células J774A.1 foram plagueadas na concentracéo de 2.0x10%em
placa de 24 pocos. Apds 24 horas, as células foram tratadas com PBS 1X,
NeCop, B, ETOH e OL Cop na concentracédo de 15 pg/mL . Apos 1 dia de
tratamento, o sobrenadante de cada poco foi colocado em um microtubo e 400
ML de tripsina foram acrescentados em cada pogo. Entdo, as células foram
armazenadas em estufa por 5 minutos a 37°C e 5% de CO2. O sobrenadante de
cada tratamento foi ressuspendido apds os 5 minutos, transferido para o

microtubo correspondente, no qual o primeiro sobrenadante estava armazenado,
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e centrifugado a 3.083 g por 5 minutos a 4°C. Entéo, o pellet foi ressuspendido e
1 mL de etanol (ETOH) 70% gelado foi acrescentado nos microtubos, os quais
foram armazenados a uma temperatura de -20°C por pelo menos 24 horas. No
dia da leitura no equipamento, os microtubos foram centrifugados novamente
nas mesmas condi¢cdes que anteriormente. Entdo, o sobrenadante foidescartado
e 100 yL de PBS 1X com RNAse (50ug/mL) foram adicionados. Logo apoés, os
microtubos foram incubados, por 30 minutos, em estufa a 37°C e 5% de CO..
Em seguida, 100 pL de iodeto de propideo (20ug/mL) foram acrescentados nos
microtubos. Entdo, as amostras foram deixadas por meia hora a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. A seguir, houve a leitura das amostras no
equipamento de citometria de fluxo (FACSVerse, BD, Estados Unidos). Para
cada amostra, 10.000 eventos foram verificados e o0s resultados foram

analisados pelo programa FlowJo® vX 0.7.

d) Exposicao da NeCop as células J774A.1

Para o ensaio de exposi¢cao das nanogoticulas as células J774A.1, tais
células foram plaqueadas 2x10* em placas de 24 pocos. Apds 24 horas, as
células foram tratadas com NeCop associada com aluminium chloride
phthalocyanine (AICIPt) na concentragcédo de 15 ug/mL e PBS 1X, como controle.
Entdo, as células foram analisadas por citometria de fluxo (FACSVerse, BD,
Estados Unidos). nos tempos de 2 horas, 1 hora e meia hora apés a adicdo dos
tratamentos nas células. A fluorescéncia da AICIPt foi detectada pelo
comprimento de onda de 630 nm. Para cada amostra, 10.000 eventos foram

verificados e o software FlowJo® vX 0.7 foi usado nas analises.

2.3.3.8 Ensaios in vivo

a) Manutencado dos animais

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade de Brasilia
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aprovou este estudo cujo protocolo é SEI n® 23106.058193/2021-48. Um total de
54 ratos Wistar machos, espécie Rattus novergicus foram adquiridos do Biotério
Central da Universidade Federal de Goiania (UFG). Os animais tinhamde 1 a 3

meses, possuiam massa corporal entre 100 e 300 g. Eles foram acomodados no
biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia em gaiolas de
propileno proprias para ratos e em cada uma eram mantidos 3 ratos. Nas gaiolas
havia maravalha autoclavada e racdo normocaldrica. Como enriquecimento
ambiental foram utilizadas sementes de diferentes cereais e canos de PVC. Os
ratos foram mantidos em temperatura ambiente (25 °C) em ciclo claro/escuro
que se alternavam entre 12/12 horas. Os animais foram mantidos com agua

filtrada e racdo ad libitum.

b) Inducéo de inflamacéo por injecdo de carragenina

A substancia indutora de dor/nocicepcdo, carragenina (Cg), foi
administrada uma vez, intraplantar, no membro pélvico na dose de 100 pg/kg. A
Cqg foi diluida em PBS 1X.

c) Desenho experimental

Os 54 ratos foram distribuidos em 9 grupos (n=6 de cada grupo) para 0s
seguintes trataemntos esquematizados na Figura 16:

1) Controle 1: Tampéao fosfato salino (PBS) 1X via oral (v.0) por 21 dias
consecutivos + Salina injecao plantar (ipl) no membro pélvico direito;
Carragenina ipl no membro pélvico esquerdo, a qual somente foi

administrada uma vez, 3 horas antes da andlise nociceptiva e de edema.

2) Controle 2: Diluente v.o por 21 dias consecutivos + Dipirona (controle

positivo de efeito analgésico) v.o + Carragenina ipl.

3) Controle 3: Diluente v.0 por 21 dias consecutivos + Dexametasona

(controle positivo de efeito anti-inflamatorio) ipl + Carragenina ipl.

4) Grupo 6leo de copaibalivre - dose 100 mg/Kg: 6leo de copaiba na dose
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5)

6)

7)

8)

9)

de 500 mg/kg por v.o por 21 dias consecutivos + Carragenina ipl.

Grupo 6leo de copaibalivre - dose 400 mg/Kg: 6leo de copaiba na dose

1000 mg/Kg por v.o por 21 dias consecutivos + Carragenina ipl.

Grupo Nanoemulsédo a base de 6leo de copaiba - dose 100 mg/Kg:
Nanoemulséo a base de 6leo de copaiba na dose 500 mg/Kg por v.o por

21 dias consecutivos + Carragenina ipl.

Grupo Nanoemulsédo a base de 6leo de copaiba - dose 400 mg/Kg:
Nanoemulséo a base de 6leo de copaiba na dose 1000 mg/Kg v.o por 21

dias consecutivos + Carragenina ipl.

Grupo Branco - dose 100 mg/Kg: Nanoemulsédo vazia por v.o por 21

dias consecutivos + Carragenina ipl.

Grupo Branco - dose 400 mg/Kg: Nanoemulsédo vazia por v.o por 21

dias consecutivos + Carragenina ipl.

PBS 1X + Solugdo .
S Dipirona+ Dexametasona+
salina (injecdo C ’ C )
plantar) arragenina arragenina
Oleorresina 100 Oleorresina 400 Nanoemuls3o 100
mg/kg + mg/kg + mg/kg +
Carragenina Carragenina Carragenina

Nanoemulsdo 400
mg/kg +
Carragenina

Branco 100 mg/kg | Branco 400 mg/kg
+ Carragenina + Carragenina

Figura 16 Representagéio esquemdtica dos tratamentos
administrados aos ratos Wistar.

Apods os 21 dias de tratamento, cada rato foi anestesiado com isoflurano

inalatorio e, em seguida, teve 1 mL de sangue extraido por puncédo cardiaca, a
pele do membro pélvico foi retirada por disseccéo pds eutanasia e o baco, figado,

1 rim e 1 pulmao também foram extraidos, pds eutanasia.

A eutanasia foi realizada por meio de um fluxo de isoflurano a 4%, por via

inalatdria, até a sedacdo do rato. Em seguida, fluxo de 100% de gas carbodnico,
na ordem de 20% do volume da camara/minuto, com manutengé&o do fluxo por 1

minuto apds a morte clinica (Figura 17).
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Figura 17 Representagdo esquemadtica da administracdo dos tratamentos nos ratos Wistar dos ensaios in vivo.

d) Hemograma

Primeiramente, 100 pL de sangue de cada rato foram puncionados do
coracao e transferidos para um tubo com EDTA 10%. Entdo, o sangue foi
analisado em um equipamento automatico de hematologia Sysmex pocH-100i™
(Curitiba, PR, Brasil) calibrado para ratos para aquisicdo de eritograma e

leucograma. Além disso, o peso dos animais também foi aferido.

e) Analises bioquimicas do soro sanguineo

Foram avaliados no soro sanguineo marcadores de funcdes hepaticas e
renais, bem como o perfil lipidico e a glicemia apés a realizacdo dos tratamentos
citados anteriormente. Para tal, 800 pL de sangue foram obtidos por puncéao do
coragao e armazenados em tubos com gel separador. Entdo, as amostras foram
centrifugadas por 30 minutos a 2000 RPM para separar 0 soro sanguineo, o qual
foi analisado por um equipamento bioquimico automatico Chemwell-t. Foram
estudados os parametros albumina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminostransferase (AST), colesterol, creatinina, glicose, lipoproteina de baixa

densidade (LDH), ureia e triacilglicerideos.
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f) Avaliacdo dos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio

Os animais foram tratados previamente com a oleorresina de copaiba em
sua forma livre bem como em sua forma nanoestruturada. O tratamento foi por
V.0., diariamente por 21 dias (Caputo et al., 2020). Os ratos foram divididos em
grupos sendo que cada um recebeu diferentes doses (100 e 400 mg/Kg) de
oleorresina livre ou nanoestruturada. Os controles positivos foram dipirona, um
anti-inflamatério ndo esterioidal (AINE) e dexametasona, um glicocorticoide.
Enquanto que os controles negativos foram solucdo salina, PBS 1X e a
nanoemulséo vazia.

A dor/nocicepgédo foi avaliada por meio de testes comportamentais
envolvendo a quantificacdo da sensibilidade dolorosa dos membros pélvicos
(patas traseiras) dos animais a estimulos mecanicos. Serao avaliados os limiares
basais. Apés, houve a administracdo Ipl da Cg. Depois de 3 horas, os limiares
nociceptivos foram verificados novamente. A comparacao entre os efeitos da
substancia testada sobre a sensibiliza¢édo induzida por Cg permite diferenciar os
efeitos antinociceptivos e/ou anti-inflamatérios.

Entdo, a inducao da inflamacgéo, no membro pélvico, foi iniciada com a Cg.
Para a avaliacdo da nocicepg¢éo, os animais foram acondicionados em gaiolas
de acrilico e possuiam total liberdade de movimento. O teste consistiu em expor
0s membros pélvicos dos ratos a fonte de forca de intensidade, conhecida pela
avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico, por meio da utilizagdo de um
Analgesimetro Digital ou Teste de von Frey Eletronico (Insight, Brasil) (Frey, von,
1896; Cunha et al., 2004). Durante a realizacdo do teste, foi mensurada a forca
em g necessaria para que o animal retire a pata, a qual foi interpretada como
sendo uma reacao dolorosa. Quanto menor a forca para causar a retirada do
membro, menor € o limiar doloroso.

Deve-se enfatizar em que nenhum momento nenhum animal foi contido e
a retirada do membro da fonte de forca foi livre. Ou seja, assim que a forca
suficiente para causar um efeito de nocicepc¢éao foi detectada, esperou-se que 0s
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animais retirassem o membro pélvico. Como consequéncia, interrompe-se o
processo nociceptivo imediatamente. A fonte de forca ndo apresenta potencial
para causar lesdo tecidual, tem potencial apenas de estimular os neurbnios
sensoriais e desencadear uma resposta nociceptiva. Além disso, a dose de Cg
causa inflamagdo com edema e sensibilizagcdo de nociceptores. Esta somente

pode ser visualizada quando aplicado um estimulo mecanico no membro pelo

equipamento de von Frey (Figura 18) (Cunha et al., 2004).

Figura 18 Aparato para teste de pressibmetro eletrénico e a drea na qual a ponteira de polipropileno foi aplicada
na pata. A) Ratos. a.1) em gaiolas de acrilico; a.2) gaiolas de volume 12x20x17 cm com chdo de grade; a.3)
espelho abaixo do chdo, o qual mostra a pata dos animais. B) b.1) uma ponteira de polipropileno encaixada em
um transdutor de forga, a qual foi aplicada entre os 5 dedos — b.2) pontos pretos.

ApGs a avaliacdo nociceptiva feita, os aspectos relacionados ao edema
induzido no membro pélvico dos ratos foram avaliados pelo equipamento
Pletismébmetro (Figura 19) (Ugo Basile, Italia) (Pereira et al., 1998). O
equipamento registra o volume de liquido deslocado em um sistema de vasos
comunicantes em resposta a introdu¢cdo do membro pélvico de animais
experimentais em uma das cubas que compde o sistema. A outra cuba contém
um transdutor capaz de detectar quantidades minimas de liquido deslocado. E
um equipamento para a avaliacdo de edema que ocorre em processos
inflamatorios. Assim, podem-se obter dados que auxiliem na diferenciacao entre

efeitos antinociceptivos e/ou inflamatorios (Pereira et al., 1998).
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Figura 19 Edema de pata de rato sendo avaliado pelo pletismémetro de Ugo. Fonte: (Pereira et al. 1998).

Os experimentos foram feitos de forma cega. O experimentador que
realizou as medidas ndo tinha conhecimento de quais tratamentos 0s grupos

receberam, mas sabia o protocolo e os objetivos.

2.3.3.9 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas pelo software GraphPad — Prism 8, o
teste realizado foi o0 One-way ANOVA e o pos-teste, Tukey.

2.3.4 Resultados e Discusséao

2.3.4.1 Caracterizacéao e analise de estabilidade da NeCop

a) Caracterizacao por DLS da NeCop

De acordo com a Tabela 8, a NeCop e o Branco (B) possuem valores
semelhantes nos paréametros analisados apos 1 dia de produgdo das
formulagcées. O diametro hidrodinamico € em torno de 158 nm, o indice de
polidispersdo é cerca de 0,240 e o potencial zeta, -2,0 mV. Valentim e
colaboradores (2018) também desenvolveram uma nanoemulsdo a base de
oleorresina de copaiba (Copaifera officinalis) e encontraram um valor do DH
parecido (161.2+0.808 nm), mas os valores do Pdl e do PZ foram diferentes
(0.340+£0.007 e -22.1+0.764, respectivamente). Entretanto, o método de
nanoemulsificacao e o surfatante usados por Valentim séo diferentes do descrito

neste trabalho. J4 Pasquel Reatégui e colaboradores encontraram o valor de DH
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de 262 + 2 nm também para uma nanoemulséo a base de oleorresina de copaiba
(C. officinalis).

Tabela 8 Dados da caracterizagdo em relagéo ao didmetro hidrodindmico, indice de polidispersdo e potencial zeta da
NeCop e do B apds um dia de formulados.

Diametro indice de Potencial Zeta
hidrodinamico Polidispersao
NeCop 159,31+0,75 nm 0,247+0,02 -5,9+0,09 mV
B 157,9£12,12 nm 0,237+0,01 -1,7+£0,09 mV

Reategui e colegas (2018) produziram a hanoemulsdo a base de 6leo
de copaiba por meio da extracédo dos fluidos supercriticos de emulsdes (SFEE).
Tal processo é baseado na extracdo de solventes organicos a partir de gotas de
uma emulsdo ao usar gas carbdnico supercritico (SC-CO2). Como vantagens
podem-se citar ponto critico moderado, baixa toxicidade e maior seguranca para
o meio ambiente (Jung and Perrut, 2001; Pasquel Reéategui et al., 2018). Além
disso, este método combina técnicas de emulsificacdo e o processo de
precipitacdo de antissolvente supercritico (SAS). JA o presente trabalho
empregou a técnica de alta energia de ultrasonicacdo. Como vantagem ao
método de Reategui e colaboradores (2018), podem-se citar: 1) solventes
organicos, 0s quais sao prejudiciais ao meio ambiente, ndo sdo necessarios no
método proposto no presente trabalho, 2) sdo utilizadas somente matérias-
primas biodegradaveis no processo, e 3) é um processo mais barato, pois utiliza-
se somente um equipamento. Entretanto, o processo translacional para a
indUstria € mais trabalhoso, ja que deve adequar-se o procedimento a outro

equipamento, como um microfluidizador, por exemplo.

Entdo, a técnica de SFEE foi empregada por Reategui e colegas (2018)
para encapsular a oleorresina de copaiba. As matérias-primas utilizadas para a
producdo da emulsdo foram o amido modificado Hi-Cap 100® como material
para o nucleo, o acetato de etila 99,5% foi utilizado como solvente organico e o
CO2com pureza a 99,9% foi o antisolvente supercritico (Pasquel Reategui et al.,
2018).

A dispersdo ndo emulsionada produzida apresentou um diametro de
71643 nm enquanto que a emulsdo apresentou um diametro de 262+2 nm apds

24 horas de formulada. Em um trabalho anterior do mesmo grupo foi
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demonstrado que ap6s um dia de producdo, tal tipo de formulagdo apresenta

uma alta estabilidade cinética (Reategui et al., 2017). Com esta informacéo,
pode-se inferir que a emulsdo produzida no presente trabalho pode ser

caracterizada como uma nanoemulsao.

Ja a nanoemulsao produzida por Valentim e colaboradores (2018) foi
feita a partir de uma metodologia de baixa energia. A fase oleosa, constituida por
um surfactante nao-idnico (polissorbato 80) e a oleorresina de copaiba (C.
officinalis), foi misturada até que uma fase clara, transparente e homogénea
fosse observada. Em seguida, houve adicdo de agua, gota a gota, sob
homogeneizacdo constante por um voértex por 5 minutos. A razao
Oleo/surfactante é de 1:1, a concentragdo do 6leo, 5.000 ppm e a massa final da
formulacdo, 10 g. Tal processo é mais vantajoso do que o apresentado no
presente trabalho, pois 0 método de sonicacdo demanda e libera alta energia.
Tal fato ndo é favoravel a Oleos e oleorresinas, ja que eles sdo constituidos de

acidos graxos, os quais podem sofrer oxidagdo quando em contato com calor.

Para a caracterizacao e a andlise de estabilidade da nanoemulsdo a
base de oleorresina de copaiba o equipamento zetasizer foi utilizado, assim
como o presente estudo. Entretanto, Valentim verificou a formulacéo por 7 dias
apos produzida, enquanto que este trabalho acompanhou a estabilidade por 90
dias. Além disto, este trabalho armazenou a nanoemulsdo a 25.5+2.0°C. Para
efeitos de comparacao, a Tabela 9 dispde os dados de sete dias de analise de
estabilidade da NeCop e da nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba

produzida por Valentim e colaboradores (2018).

Tabela 9 llustragdo do Diémetro Hidrodindmico, indice de Polidispersdo e Potencial Zeta da nanoemulséo & base de
oleorresina de copaiba (NeCop) e da nanoemulsdo & base de oleorresina de copaiba do grupo de Valentim (2018)
apds 7 dias de produzidas.

Diametro indice de Potencial Zeta
hidrodinamico Polidispersao
Nanoemulsao a 162,87+3,80 nm 0,210+0,03 -5,4940,22 mV
base de oleorresina
de copaiba
Nanoemulsao de 132.4+£1.2 nm 0.297+0.006 -21.3£0.643mV

oleorresina de
copaiba do grupo
de Valentim (2018)
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Dias e colaboradores (2012) desenvolveram uma nanoemulséo a base
de oleorresina de copaiba, mas de uma espécie diferente da utilizada neste
trabalho: Copaifera multijuga Hayne. A metodologia utilizada foi baseada em
uma mistura de baixa com alta energia. O surfactante Span 80® (1%, m/m) foi
disperso na oleorresina (10%, m/m) e o Tween 20® (2%, m/m) foi disperso em
agua (g.s.p 100%, m/v) e assim formaram-se duas fases. Tais fases foram
misturadas por meio de agitacdo magnética por 5 minutos a temperatura
ambiente para que uma emulsé&o bruta fosse obtida. Em seguida, a emulséo foi
transferida para o equipamento de homogeneizagao de alta pressao a 750 bar
para formar a nanoemulséo. Este trabalho utilizou somente um equipamento e
uma metodologia para formular a NeCop. O sonicador, o qual libera ondas
ultrassonoras de alta energia, foi usado. Além disso, somente um surfactante,
biodegradavel, foi empregado: a lecitina de ovo. Entdo, para se utilizar na
industria, 0o método de sonicacéo € mais adequado, ja que ha somente um passo

em tal metodologia.

A caracterizacdo das nanogoticulas foi feita por meio do DLS no
equipamento zetasizer. Observou-se que o diametro hidrodinamico obtido foi de
140 nm e o potencial zeta, de -23,2 mV. Ja o DH observado na NeCop foi
ligeiramente maior, 159,3+0,75 nm, enquanto que o PZ também foi maior, -
5,9+0,09 mV.

Lucca e colaboradores (2018) produziram nanoemulsdes a base de
oleorresina de copaiba (Copaifera multijuga Hayne) pela mesma metodologia de
Dias e colaboradores (2012). Além do DH e PZ, o Pdl também foi caracterizado
pelo zetasizer (Tabela 10). Foram produzidos dois tipos de nanoemulsdes com
as matérias-primas citadas: nanoemulsdo com carga negativa (NCN) e

nanoemulsédo com carga positiva (PCN).
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Tabela 10 Didgmetro Hidrodinémico, Indice de Polidispersdo e Potencial Zeta da Nanoemulséo a base de oleorresina
de copaiba (NeCop) e da nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba do grupo de Lucca (2018).

Diametro indice de Potencial Zeta
hidrodinamico Polidispersao
Nanoemulsao com 247.53+1.46 nm 0.051£0.041 -17.00+£0.96 mV
Carga Negativa
Nanoemulsao com 198.83+2.69nm 0.085 +£0.039 22.43+£290mV

Carga Positiva

Os valores foram bem diferentes daqueles encontrados na NeCop, a qual
foi produzida com oleorresina de C. officinalis.

b) Caracterizacdo morfoldgica e de superficie das nanogoticulas das

nanoemulsdes

A superficie das nanogoticulas da NeCop foi caracterizada por meio de
microscopia eletronica de varredura. Pode-se observar que as nanogoticulas
apresentam uma forma esférica e variam de tamanho (Figura 20). Oliveira e
colaboradores (2019) desenvolveram uma nanoemulsdo a base de oleo de
copaiba estabilizada com hidrofobina 1l (HFBII). O comportamento da
nanoemulsdo em diferentes pHs foi analisado também por meio de um MEV. Os
valores de pH estudados foram 6,0 e 7,4, além de se adicionar 25 mM de cloreto
de sédio. Foi observado que somente no pH 7,4, sem a presenca de cloreto de
sédio, as nanogoticulas eram esféricas, como as que foram encontradas neste

trabalho.

Figura 20 Micrografias de nanogoticulas de nanoemulsées a base de dleo de copaiba. A) aumento de
6.000 vezes B) aumento de 11.000 vezes.

80



c) Caracterizacdao macroscopica da NeCop

Um dia ap6s o seu preparo, a NeCop e o B ndo apresentaram nenhum
sinal macroscoépico de instabilidade, como pode ser visto na Figura 21. A NeCop
inclusive ficou similar aquela produzida pelo grupo de Valentim (2018) - Figura
22. A nanoemulsao feita por este grupo também nédo apresentou qualquer sinal
de desestabilidade.

Figura 21 Fotografias da nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba (A) e branco (B) feitos por nosso grupo. As
fotos foram tiradas apds 1 dia de produgdo das formulagées.

Figura 22 Fotografia da nanoemulséo a base de oleorresina de copaiba produzida pelo grupo de Valentim (2017).

d) Andlise de estabilidade por DLS e macroscoOpica da NeCop

As formulagbes também permaneceram estaveis ao longo de 90 dias
qgquanto aos parametros relacionados as nanogoticulas (Figura 23) e aos
parametros macroscopicos (Figura 24), assim como a hanoemulséo de Valentim

e colaboradores (2018) que também permaneceu estavel quanto aos parametros
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das nanogoticulas. Entretanto, o grupo de Valentim e colaboradores (2018)

analisou a nanoemulsao por somente 7 dias ap0s sua producao.

A
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C.
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Figura 23 A) grdfico da estabilidade do diémetro hidrodindmico da NeCop por 90 dias, B) grdfico da estabilidade do

indice de polidispersédo da NeCop por 90 dias e C) grdfico da estabilidade do potencial zeta da NeCop por 90 dias

Figura 24 Aspectos macroscépicos de amostras da nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba (A) e de amostras
do branco (B) ao longo de 90 dias.

2.3.4.2 Ensaios in vitro
a) Ensaio de viabilidade celular = MTT

A fim de analisar como a NeCop se comporta em relagdo a viabilidade
celular, o ensaio de MTT foi conduzido em células de macrofagos murinos
(J774A.1). As concentracdes de 5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 30 pg/mL, 45

ug/mL, 60 pg/mL, 90 pg/mL, 180 pg/mL e 360 pg/mL foram testadas por 24 horas

nas células.
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Foi observado que somente as concentragdes de 5, 10 e 15 pg/mL da
NeCop nado diminuiram a viabilidade celular dos macrofagos (Figura 25). Pelo
contrario, houve um ligeiro aumento desta viabilidade, fato também observado
pelo tratamento com a oleorresina livre de copaiba. Entdo, pode-se concluir que
os tratamentos, em tais doses e tempo, ndo foram téxicos para as células
J774A.1. Nigro e colaboradores (2020) produziram nanoemulsfes a base de
oleorresina de copaiba e realizaram o ensaio de MTT com o0s tratamentos nas
concentracfes de 10.000 pug/mL, 5.000 pg/mL, 2.500 pug/mL, 1.250 pug/mL, 630
pg/mL e 320 pg/mL por 24 horas em queratindcitos e fibroblastos. Todas as
concentracdes levaram a uma diminuicdo da viabilidade celular. Tal fato também
foi observado neste trabalho, a concentracéo de 360 pg/mL diminuiu de forma
estatisticamente consideravel a viabilidade celular dos macréfagos murinos.
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Figura 25 Grdfico referente ao ensaio de MTT do tratamento de 24 horas de NeCop em células J774A.1. PBS 1X:
controle negativo; ETOH: etanol absoluto diluido em PBS 1X; NeCop: nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba
e OL Cop: dleo livre de copaiba (p<0,0001).
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b) Integridade de membrana plasmética de células J774A.1 de
macréfagos murinos

As células de macrofago murino J774A.1 ndo sofreram umasignificativa
perda da integridade da membrana plasmatica apds 24 horas de tratamento com
NeCop (Figura 26). Pode-se inferir que as células ndo estavamem processo de
necrose, ja que uma das caracteristicas de tal morte celular é aruptura da
membrana plasmatica (Golstein and Kroemer, 2007). Soares e colaboradores
(2013) produziram uma oleorresina de copaiba comercial (Copaifera ssp.) e
testaram a resina em macrofagos. Assim como neste estudo,a oleorresina ndo

promoveu uma ruptura da membrana celular dos macréfagos.

Integridade da membrana plasmaética
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Figura 26 Grdfico da integridade de membrana das células J774A.1 apds 24h de tratamento com nanoemulsdo a
base de oleorresina de copaiba. PBS 1X: controle negativo; ETOH: etanol absoluto diluido em PBS 1X; NeCop:
nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba,; Branco: nanoemulsdo vazia e OL Cop: dleo livre de copaiba.

c) Fragmentacdo de DNA

Foi observado que nenhum tratamento levou a uma fragmentagéo de DNA
estatisticamente significante. Ou seja, muito provavelmente, as células J447A.1
nao estavam em processo de morte celular, nem em processo apoptético mais
especificamente (Figura 27).

A morte celular programada, ou apoptose, € o0 mecanismo principal pelo

qual células com danos sdo eliminadas (Jacobson et al., 1997; Vaux &
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Korsmeyer, 1999; Mcllroy et al., 2000). Sinais que induzem apoptose s&o
relativamente diversos e como exemplos, podem-se citar a ligacdo dos
receptores de morte celular a superficie da célula, estresse oxidativo e danos ao
DNA (Nagata, 1997; Mcllroy et al., 2000;). A quebra de um seleto grupo de
substratos por caspases “downstream” (Stroh & Schulze-Osthoff, 1998; Mcliroy
et al., 2000) € responsavel pelo desmantelamento de componentes celulares
essenciais, 0s quais resultam em mudancas morfolégicas e bioquimicas que
caracterizam a morte celular por apoptose: rearranjo do citoesqueleto, perda da
integridade de membrana, condensacao do nucleo e fragmentacdo de DNA. A
degradacdo do DNA nuclear € uma das caracteristicas que melhor define a morte
celular por apoptose (Wyllie, 1980; Earnshaw, 1995; Mcllroy et al., 2000).

Fragmentacdo de DNA de macr6fago apés tratamento
com nanoemulsédo a base de 6leo de copaiba
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Figura 27 Andlise da fragmentagéo de DNA de céluluas J44A.1 apds 24 horas de tratamento com nanoemulséo a
base de oleorresina de copaiba. PBS 1X: controle negativo; NeCop: nanoemulsdo da oleorresina; Branco:
nanoemulséo vazia; ETOH: etanol, controle negativo da oleorresina e OL Cop: oleorresina livre de copaiba.

d) Exposicdo das nanogoticulas da NeCop as células J774A.1

Observou-se no ensaio de exosicdo de nanogoticulas de oleorresina de
copaiba nas células J774A.1 que em meia hora apds as células receberem o
tratamento com a NeCop, houve uma internalizagdo de 57,1% das
nanogoticulas. Ja depois de 1 hora de tratamento, a porcentagem de
internalizacdo foi praticamente a mesma: 57,8%. Enquanto que em 2 horas de
tratamento, as nanogoticulas sofreram uma internalizacdo pelas células de
67,8% (Figura 28).
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Exposicdo de nanogoticulas de 6leo de copaiba
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Figura 28 Representacdo da internalizagdo das nanogoticulas de oleorresina de copaiba nas células J744A.1 de

macrofago murino. Asteriscos indicam p<0,05 vs PBS 1X.
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2.3.3.3 Experimentos in vivo

a) Analises hematolodgicas e sorologicas

Os exames de parametros sanguineos sdo procedimentos de rotina em
humanos e sdo bastante importantes para decisdes clinicas (Williamson and
Snyder, 2016). A partir deles, pode-se entender o estado de um paciente e
verificar a presenca de doencas, por exemplo. Outro ponto importante € a
possibilidade de se analisar se um novo medicamento em desenvolvimento é
toxico ou ndo para as pessoas através de ensaios pré-clinicos in vivo. Assim,
exames sorologicos e hematolégicos foram conduzidos neste trabalho em ratos
Wistar com a finalidade de observar se a oleorresina de copaiba e NeCop da
espécie Copaifera officinalis apresentavam efeitos nocivos aos animais.

Em relacdo aos indices hematimétricos, foram realizadas a contagem de
eritrécitos e leucdcitos, bem como o hematdécrito, e as concentracdes de
hemoglobina e de plaquetas. A Figura 29 representa o grafico da contagem de
glébulos brancos e vermelhos. Observou-se que o0s ratos tratados com
dexametasona apresentaram um maior numero de leucécitos (leucocitose) em
comparagao com aqueles tratados com dipirona, oleorresina na concentracao de
400 mg/mL, NeCop na dose de 100 mg/mL, e as nanoemulsdes vazias (brancos)
nas doses de 100 e 400mg/mL.

J& os ratos tratados com NeCop 400 mg/mL apresentaram o numero de
eritrécitos maior estatisticamente (p<0,0001) em relacdo a todos 0s outros
tratamentos (Figura 29). Ou seja, 0s ratos deste grupo estéo policitémicos e uma

das causas que pode levar a policitemia é a desidratacédo (Marty and Marty, 2015).

A. Hemécias dos ratos Wistar apés 21 dias de tratamento
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B. GI6bulos Brancos dos ratos Wistar ap6s 21 dias de tratamento
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Figura 29 Grdfico do numero de eritrdcitos — A - e leucdcitos (glébulos brancos) — B - dos ratos Wistar apos 21 dias
de tratamentocom nanoemulséo a base de oleorresina de copaiba nas doses de 100 e 400 mg/mL. (DIP: dipirona,
Dexa: dexametasona, OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulséo a base de oleorresina de copaiba,
Branco: nanoemulsdo vazia). Asteriscos indicam p<0,0001 entre os grupos indicados.

Como esperado, o hematdcrito (porcentagem de eritrécitos) mostrou a
mesma tendéncia que a contagem das células vermelhas. Os ratos tratados com
NeCop 400 mg/mL apresentaram um hematocrito significativamente maior do
gue os ratos submetidos aos outros tratamentos (Figura 30). Tal fato também é

indicativo de desidratacao.
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Figura 30 Grdfico da porcentagem das células vermelhas (hematdcrito) dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento
com nanoemulséo & base de oleorresina de copaiba nas doses de 100 e 400 m/mL. (DIP: dipirona, Dexa:

dexametasona, OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba Branco:
nanoemulsdo vazia). Asteriscos indicam p<0,0001 entre os grupos indicados.
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Tal como o hematdcrito, a concentracao de hemoglobina dos ratos tratados
com NeCop 400 mg/mL estava elevada em comparacdo a dos animais
submetidos aos outros tratamentos (Figura 31). Este fato também pode ser um

indicio de desidratacdo, de acordo com Marty & Marty (2015).

Hemoglobina dos ratos Wistar apos 21 dias de tratame!
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Figura 31 Grdfico da taxa de hemoglobina dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento com nanoemulsdo a base de
oleorresina de copaiba nas doses de 100 e 400 mg/mL. (DIP: dipirona, Dexa: dexametasona, OL: oleorresina de
copaiba livre, NeCop: nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba Branco: nanoemulsdo vazia). Asteriscos
indicam p<0,05 entre os grupos indicados.

J& o numero de plaquetas dos ratos tratados com NeCop 400 mg/mL foi
estatisticamente menor em relacdo aos tratamentos da oleorresina livre 400
mg/mL, NeCop 100 mg/mL e branco 400 mg/mL (Figura 32). Concentracéo de
plaguetas diminuida pode significar uma leucemia aguda, anemia aplasica, uso
de quimioterapicos, mas a causa mais plausivel é efeito colateral de alguma
substancia que foi administrada para o animal ou pessoa (Marty and Marty,
2015).
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Plagueta dos ratos Wistar ap6s 21 dias de tratamento
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Figura 32 Grdfico do plaquetograma dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento com nanoemulséo a base de

oleorresina de copaiba nas doses de 100 e 400 mg/mL. (DIP: dipirona, Dexa: dexametasona, OL: oleorresina de

copaiba livre, NeCop: nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba, Branco: nanoemulséo vazia). Asteriscos
indicam p<0,05 entre os grupos indicados.

Para as analises bioquimicas em soro foram verificados a albumina, ALT,
AST, colesterol, creatinina, glicose, lipoproteina de baixa densidade (LDH), ureia
e triacilglicerideos. A albumina é uma das proteinas mais importantes que
circulam na corrente sanguinea. Apresenta meia vida de cerca de 20 dias e a
sua concentracdo plasmatica pode refletir tanto a sua velocidade de sintese
quanto a sua degradacdo e o seu volume de distribuicdo. Tais fatores séo
regulados por fatores como nutricdo, atividade hepética, pressao oncética do
soro, citocinas e hormdnios (Williamson and Snyder, 2016).

A figura 33 representa o grafico da albumina apos o tratamento dos ratos
por 21 dias. Comparacdes entre os tratamentos dipirona e dexametasona, PBS
e oleorresina de copaiba 100 mg/mL, PBS e branco 400 mg/mL, e dipirona e

branco 400 mg/mL foram estatisticamente diferentes entre si.
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Albumina dos ratos Wistar apés 21 dias de tratamento
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Figura 33 Grdfico da albumina dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento com nanoemulséo a base de oleorresina
de copaiba nas doses de 100 e 400 mg/mL. (OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulséo a base de
oleorresina de copaiba Branco: nanoemulséo vazia).

As transaminases aspartato aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) sdo enzimas cuja quantificacdo no sangue serve paraa
deteccdo de problemas hepatocelulares agudos ligados a administracdo de
farmacos bem como a lesBes hepaticas causadas por tais substancias
(Williamson and Snyder, 2016). A atividade de ALT foi significativamente menor
em ratos tratados com NeCop 100 mg/mL em relagéo aos animais tratados com
PBS (Figura 34A). Para a AST, houve diferenca estatisticamente significativa
entre os tratamentos PBS com dipirona, OL e NeCop 400 mg/mL e NeCop 100
mg/mL (Figura 34B). Do ponto de vista biolégico, a quantificacéo das atividades
de AST e ALT realizada neste trabalho demonstrou que o 6leo de copaiba livre
ou em nanoemulsdo ndo € hepatotdxico, visto que ndo causou um aumento

nesses parémetros.
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A. ALT dos ratos Wistar apés 21 dias de tratamento
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B_ AST dos ratos Wistar apés 21 dias de tratamento
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Figura 34 Grddicos da Alanina aminotransferase (ALT) - A - e Aspartato aminotrasferase (AST) - B dos ratos Wistar
apds 21 dias de tratamentos com nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba (NeCop) nas doses de 100 e 400
mg/mL). (OL: Oleorresina Livre). Asteriscos indicam p<0,05 entre os grupos indicados.

O colesterol é um lipideo esteroidal presente na corrente sanguinea
associado a particulas lipoproteicas, como a lipoproteina de alta densidade
(HDL) e a lipoproteina de baixa densidade (LDL). Esta molécula é fundamental
para o bom funcionamento do organismo, jA que faz parte da membrana
plasmatica, é precursora de &cidos biliares e de horménios esteroidais, como
progesterona, estrogénio e glicocorticoides (Williamson and Snyder, 2016). No
entanto, a hipercolesterolemia, que consiste no aumento da concentracdo de
colesterol no sangue, esta ligada a doencas cardiovasculares (Williamson and
Snyder, 2016).
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Os triacilglicerideos séo outro tipo de lipideo, o qual serve de fonte de
energia para o organismo. Geralmente sdo armazenados no tecido adiposo. A
hipertriacilglicerolemia, que consiste em concentracdes anormalmente altas de
triacilglicerideos na corrente sanguinea, € associada a um maior risco de
doencas coronarianas e arteriosclerose (Williamson and Snyder, 2016) .

Com a administracdo de oleorresina e de uma nanoformulagéo lipidica,
seria possivel que houvesse alteracdes nas concentracdes de colesterol, LDL e
triacilglicerideos no sangue de ratos tratados com tais substancias. Entretanto,
estes parametros permaneceram semelhantes aos dos outros grupos (Figura
35).
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C. Triglicerideos dos ratos Wistar apés 21 dias de tratamento
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Figura 35 Lipidograma de ratos Wistar apds 21 dias de tratamento com nanoemulsdo a base de oleorresina de
copaiba (NeCop) nas doses de 100 de 400 mg/mL. A — Colesterol; B— LDH e C — Triglicerideos. (OL: Oleorresina Livre
de copaiba).

A creatina é formada no figado e é captada pelo musculo para
armazenamento de energia no formato de fosfato de creatina. Este é
metabolizado em creatinina, que vai para a corrente sanguinea e, por fim, é
excretada pelos rins. Sua concentracdo no sangue pode estar aumentada em
individuos com problemas renais e em algumas doencas como na esclerose
lateral amiotréfica, miastenia gravis e hipertireoidismo (Williamson and Snyder,
2016). No caso dos tratamentos realizados neste trabalho, nenhum alterou esse
parametro nos ratos (Figura 36).
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Creatinina K dos ratos Wistar apés 21 dias de tratamento
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Figura 36 Grdfico da Creatinina dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento com nanoemulséa a base de
oleorresina de copaiba nas doses de 100 e 400 mg/mL. (OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulséo dbase
de oleorresina de copaiba Branco: nanoemulsdo vazia).

A glicemia é outro parametro importante para se analisar o bem-estar de
um individuo. A glicose é um monossacarideo do tipo aldo-hexose e, assim como
os triacilglicerideos, serve de fonte de energia para o organismo. Valores de
glicemia alterados podem estar relacionados a distlrbios do metabolismo
(Williamson and Snyder, 2016). Os tratamentos administrados para 0s ratos

Wistar ndo levaram a nenhuma alteracéo na glicemia (Figura 37).
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Glicose dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento
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Figura 37 Grdfico da Glicose dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento com nanoemulsdo a base de oleorresina
de copaiba nas doses de 100 e 400 mg/mL. (OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulséo a base de
oleorresina de copaiba, Branco: nanoemulsdo vazia).

A ureia é proveniente do catabolismo de proteinas e acidos nucleicos,
sendo produzida principalmente no figado. A sua quantificacdo constitui o teste
de triagem mais comum para se avaliar a funcdo renal (Williamson and Snyder,
2016). Assim como o colesterol, a creatinina, a glicose, o LDH e os
triacilglicerideos, a concentracdo de ureia no sangue nao foi alterada de forma

estatisticamente significativa pelos tratamentos (Figura 38).
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Ureia dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento
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Figura 38 Grdfico da Ureia dos ratos Wistar apds 21 dias de tratamento com nanoemulsdo a base de oleorresina de
copaiba nas doses de 100 e 400 mg/mL. (OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulsédo a base de
oleorresina de copaiba, Branco: nanoemulsdo vazia).

A partir dos dados dos exames dos indices hematimétricos e andlises
bioquimicas, observou-se que os ratos tratados com NeCop 400 mg/mL
provavelmente estavam desidratados. Tal tratamento também pode ter causado
algum efeito colateral nos ratos, mas mais ensaios seriam necessarios para se
afirmar esta constatacéo. Todos os tratamentos em todas as doses (oleorresinas
livres de copaiba e nanoemulsdes a base de oleorresina de copaiba) nao
alteraram nenhum outro parametro por 21 dias nos ratos Wistar. Pode-se inferir
gue nédo houve toxicidade aguda nos animais testados.

Um estudo conduzido com a oleorresina de copaiba da espécie Copaifera
reticulata Ducke, em ratos que sofreram inducao de inflamacé&o na linguamostrou
gue ndo houve toxicidade oral aguda nos 5 ratos Wistar de cada grupode
tratamento. Eles receberam a dose maxima da oleorresina (2.000 mg/kg/dia).
Nenhum rato morreu nem teve sinal de toxicidade durante o teste de48 horas
realizado (Teixeira et al., 2017).

JA4 o estudo em pulmbes de camundongos Balb/c que tiveram asma

induzida com ovalbumina revelou que oleorresinas de copaiba de diferentes
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espécies ndo produziram toxicidade subaguda em 15 fémeas de 2 meses de
idade. Parametros como glicose, creatinina, ureia, AST, ALT, fosfatase alcalina
(ALK) e albumina foram analisados. A toxicidade subaguda foi analisada nas
funcBes renais, hepéticas e nos efeitos na glicose por um tempo prolongado,
como caracterizado pelos autores, de 12 dias. A oleorresina foi administrada por
gavagem nas doses de 50 e 100 mg/kg. Nao houve alteracdo nas funcdes

analisadas (Caputo et al., 2020).

b) Efeitos antinociceptivos e anti-inflamatoérios

Nocicepgao € um termo proveniente do latim “noceo”, que significa fazer
mal, prejudicar, lesar. E um substantivo feminino muito utilizado em medicina e
quer dizer “processo de percepcao e transmissao de estimulos que causam dor”
(Dicionério Priberam, 2022).

A nocicepcdo esta diretamente relacionada a inflamacao, a qual possui
cinco sinais: rubor, calor, edema, dor e em um estagio mais avancado, perda de
funcdo. Por conseguinte, € importante o estudo destes sinais na avaliacdo de
formulacbes anti-inflamatorias. O presente trabalho avaliou dois deles, a
nocicepcao e o edema.

Os tratamentos com as oleorresinas livres de copaiba, nas duas doses
testadas, ndo levaram a uma analgesia estatisticamente significante em relacao
ao controle negativo com carragenina (PBS+carragenina). Entretanto, as
nanoemulsées NeCop 100 mg/mL e NeCop 400 mg/mL ndo apresentaram
analgesia significativa em comparagao com o controle PBS+carragenina (Figura
39).
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Figura 39 Grdfico referente ao efeito nociceptivo dos ratos Wistar apés 3 horas de administragdo de carragenina.
(Cg: carragenina, Dip: dipirona, Dexa: dexametasona, OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulséo & base
de oleorresina de copaiba, BL: nanoemulséo vazia). Asteriscos indicam p<0,0001 entre os grupos indicados.

De acordo com Dalenogare e colaboradores (2019), a oleorresina possui o
acido kaurendico, uma das substancias com potenciais antinociceptivos e anti-
inflamatdérios. Tal grupo caracterizou a oleorresina de copaiba de Copaifera
officinalis e testou esta matéria vegetal bem como o acido kaurendico a fim de
analisar os efeitos adversos em camundongos. Foram utilizados no experimento
camundongos Swiss machos e fémeas com cerca de 30 g. Eles foram
submetidos a um modelo de dor de inflamacgéo crénica induzida por injecao do
Adjuvante Completo de Freund’s (CFA) na pata. Diferentes doses da oleorresina
e do acido kaurendico induziram efeitos antinociceptivos 1 hora apds a
administracdo dessas substancias nos camundongos. Além disso, a oleorresina
e 0 acido kaurenoico, que foram administrados intragastricamente, levaram a
uma menor nocicepcdo também 1 hora apos o tratamento (Dalenogare et al.,
2019).0utro sinal da inflamacgé&o avaliado foi o edema nas patas de membros
pélvicos dos ratos. De acordo com a Figura 40, os tratamentos com a oleorresina
livre de copaiba e as nanoemulsdes nao alteraram o edema em comparacao aos
controles positivos dipirona (Dip) com carragenina (Cg) e dexametasona (Dexa)

com Cg
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Analise de edema de pata de ratos Wistar apds 21 dias de tratamento
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Figura 40 Grdfico referente ao edema de pata dos ratos Wistar apds 3 horas de administragdo de carragenina (Cg:
carragenina, Dip: dipirona, Dexa: dexametasona, OL: oleorresina de copaiba livre, NeCop: nanoemulséo a base de
oleorresina de copaiba, Branco: nanoemulsdo vazia).

Tal resultado é peculiar, pois esperava-se que pelo menos as oleorresinas
livres diminuissem o edema de forma significativa. De acordo com Teixeira e
colegas (2017), a oleorresina de copaiba de Copaifera reticulata Ducke teve um
efeito modulatério em lingua de rato inflamada. Tal efeito pode ser referente ao
B-cariofileno, o qual € o principal terpeno da oleorresina (59,89%) utilizada neste
trabalho. Além disso, a literatura tem mostrado que uma alta concentracao do
composto é responsavel primariamente pela caracteristica anti-inflamatoria da
oleorresina (Sachetti et al., 2009; Teixeira et al., 2017). O mecanismo de agao
descrito é a ligacdo do composto aos receptores CB2. Tais receptores, quando
ativados, estimulam a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias e, por
conseguinte, ha um aumento da resposta dos linfécitos T e B (Custddio & Veiga-
Junior, 2012; Gertsch et al., 2008, Teixeira et al., 2017)

Ao avaliar a resposta da oleorresina em lingua de rato inflamada, Teixeira
e colaboradores (2017) observaram que o tratamento levou a uma reducéo do
edema da lingua. Entretanto, ndo foi estatisticamente significativo, quando
comparado ao grupo controle. Além disso, foi observado que o tratamento teve

um efeito anti-inflamatdério, levou a diminuigédo da intensidade do infiltrado

inflamatorio crénico em relagdo ao grupo controle e a resposta foi similar ao

grupo tratado com dexametasona (Teixeira et al., 2017).
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Ja& Lucca e colaboradores (2018) analisaram efeitos de um hidrogel que
contém oleorresina de copaiba de Copaifera multijuga Hayne na inflamacao.
Foram utilizados camundongos machos Swiss adultos e 30 ratos machos Wistar.
A dose da oleorresina no hidrogel foi de 200 mg/mL. O edema foi induzido na
orelha direita dos camundongos e na pata dos ratos por meio do acido aracdénico
(solugédo em etanol (0.2 mg/uL) na dose de 2 mg/orelha (10 yL). Com os ensaios,
observou-se que a oleorresina nanoemulsionada em hidrogel possuiatividade
anti-inflamatéria tépica (Lucca et al., 2018).

O edema de pata foi induzido por administracéo intraplantar de formalina a
10%. E de conhecimento geral que a formalina leva a uma resposta edematosa
de 2 fases. A primeira delas (normalmente depois de 5 minutos da indugéo do
edema) leva a liberacdo da substancia P e bradicinina. Nesta fase, considera-se
o0 surgimento de uma dor neuropatica. Ja na segunda fase, histamina,
serotonina, prostaglandinas e bradicininas atuam no local da inducéo e ha o
surgimento da inflamacéo (Sadeghi et al., 2014; Lucca et al., 2018).

Também foi observado que a oleorresina de copaiba livre e as
nanoemulsdes incorporadas no hidrogel inibiram significativamente o edema em
comparacao ao grupo controle inflamado, com efeito semelhante ao produzido
pelo farmaco controle, cetoprofeno, um AINE (Lucca et al., 2018).

Foi observado que as formulacdes e a oleorresina reduziram a producéo
de acido aracdobnico. Assim, a oleorresina pode estar envolvida na inibicdo da
COX e LOX como os medicamentos tradicionais para a inflamacao (Lucca et al.,
2018).

Outro trabalho de Lucca e colaboradores (2017), precursor do trabalho
citado anteriormente, produziu dois tipos de nanoemulséo a base de oleorresina
de copaiba (Copaifera multijuga Hayne): uma nanoemulsédo com PZ positivo e
outra com PZ negativo. As nanoemulsdes foram administradas por via topica na
orelha de camundongos Swiss antes de 1 hora que o edema de orelha fosse
induzido por meio do acido aracdoénico. Foi observado que a nanoemulséo a
base de oleorresina de copaiba negativa mostrou uma atividade antiedema mais
intensa em relacdo a nanoemulséo positiva, a qual foi estatisticamente igualao

controle positivo cetoprofeno. Entretanto, tal forma farmacéutica apresenta
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pouca viscosidade para ser aplicada por via tépica. Entdo, o grupo decidiu
incorporar a formulacdo em um hidrogel, j& que € um material que tem a
capacidade de aderir a pele. Como € um material aquoso, com toque Umido e
agradavel, ndo possui afinidade por 6leo, entdo € ideal a incorporacdo da
oleorresina de copaiba em uma nanoemulsdo para que esta também seja
incorporada pelo hidrogel (Lucca et al., 2017).

Os testes de nocicepcao/dor e de edema do presente trabalho nao
levaram a uma melhora da nocicep¢do e do edema nos ratos. Algumas
diferencas podem ser citadas em relacdo aos trabalhos de Lucca.
Primeiramente, a espécie dos trabalhos é diferente: enquanto que a utilizada
neste trabalho foi a Copaifera officinalis, a espécie usada por Lucca e
colaboradores foi a Copaifera multijuga Hayne. Entre uma mesma espécie pode
ocorrer variacdo na concentracdo dos componentes, quica havera diferencas
entre espécies distintas (Leandro et al., 2012). Lucca e colaboradores
utilizaram ametodologia de Dias et al. (2012) para formular a nanoemulséo
a base deoleorresina de copaiba. O protocolo envolve duas etapas, uma de
baixa e outrade alta energia: a agitacdo magnética e a utilizagcdo do
equipamento dehomogeneizacdo de alta pressdo a 750 bar. JA o presente
trabalho utilizou oprotocolo de Ombredane et al. (2020), o qual é constituido
de somente umaetapa, de alta energia, que € a sonicacdo. Outra diferenca foi
a formafarmacéutica de administracdo da nanoemulsdo. Enquanto que Lucca
ecolaboradores incorporaram a nanoemulsdo em um hidrogel, este trabalho usou
a nanoemulsao livre. Por fim, a via de administracdo foi diferente, este trabalho
usou a via oral para administrar a NeCop para os ratos e aquele usou a via topica.
Ha algumas diferencas importantes entre os dois trabalhos e, por isso, este
trabalho ndo apresentou uma diferenga no nivel de nocicepcdo e edema que 0s

trabalhos de Lucca demonstraram.

2.3.5 Conclusao

Nanoemulsdo a base de oleorresina de copaiba (NeCop) foi formulada
com sucesso pelo método de alta energia. Além disso, tanto a NeCop quanto o
B permaneceram estaveis em relacéo a aspectos das nanogoticulas, como DH,

Pdl e PZ e a aspectos macroscopicos como coalescéncia, floculacao,
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cremagem, sedimentagdo e “Ostwald ripening”. Por meio de um microscopio
eletrbnico de varredura, pode-se observar a superficie da formulagcédo, a qual
apresenta uma estrutura esférica. Ja em relacédo a interacdo da NeCop com as
células de macréfago murino (J774A.1), observou-se que a viabilidade celular
apresenta um ligeiro aumento com o tratamento por um dia nas concentragdes
de 5, 10 e 15 pg/mL e que ndo ha ruptura da membrana plasmatica. Porém, in
vivo, ndo houve efeito anti-inflamatério mediado pelas formulacdes
administradas por via oral aos ratos. Estudos futuros podem usar modelos de
inflamagé&o diferentes, doses maiores da oleorresina ou mesmo outras vias de
administracdo para que seja evidenciado eventual efeito anti-inflamatoério desta

nanoemulsao.
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Anexo 1

Oleo Essencial de Copaiba Destilada

CAS Number: 90000-12-8

INCI: Copaifera officinalis Resin Oil

ltens Controlados

Especificacdes

Aparéncia Liquido Limpido
Cor Incolor a Amarelo Palha
Impurezas Isento

Odor Caracteristico
Densidade (20°C) 0,880 - 0,915
Indice de Refracdo (20°C) 1,496 — 1,506
Rotacéo Otica [-33°; -7°]

Principal componente
(valor aproximado)

Beta-cariofileno = 51%

Obtencéo

Destilacédo a vapor do balsamo de copaiba

Origem

Brasil

Obs.: n&o contem OGM nem foi utilizado para teste em animais.

Recomendag¢des Especiais

Manuseio Perigos minimos, mascara e luvas recomendéavel. N&o ingerir. Evitar contato com a pele,
olhos e mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente com agua limpida em abundancia.
Em caso de derramamento, absorver o material derramado com material absorvente
(areia, terra).

Incéndio Caso haja fogo, utilizar extintor de pé quimico seco e 4gua em forma de neblina, ndo

utilizando jatos de 4gua para ndo espalhar o produto. Flash Point = 100°C.

Explosividade

Nenhum perigo em condi¢des normais.

Uso

Este produto destina-se ao uso profissional / industrial e como € elaborado a partir de
substancias naturais pode apresentar pequenas variagdes de cor e cromatografia sem
causar qualquer problema na performance do produto.

Armazenamento Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz, em recipiente
original bem vedado. N&o reutilizar a embalagem vazia.
Transporte Produto ndo enquadrado na portaria 204/97 em vigor sobre transporte de produtos

perigosos.

As informacdes contidas nesta publicagdo representam o melhor
de nosso conhecimento. Entretanto, nada aqui mencionado deve
ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem
efetuar seus proprios ensaios para determinar a viabilidade da
aplicacéo.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: IV 04330754

Empresarial Raposo Tavares - Alameda 4, 76 « Vargem Grande. Paulista « SP « CEP: 06730-000
Tel.:11.3500.6108 / 11.3500.6109 - WhatsApp.:11.98346.0743

e-mail: atendimento@ferquima.com.br
www.ferquima.com.br

FERQUIMA

Ind. e Com. Ltda



Anexo 2

Certificado de autorizacdo para o trabalho com ratos Wistar da Comisséo

de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia.

DB universidade de Brasilia

Comissdo de Etica no Uso Animal

Brasilia, 28 de junho de 2021.

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DE NANOEMULSOES A
BASE DE OLEOS DERIVADOS DA BIODIVERSIDADE BRASILEIRA IN VITRO E IN VIVO”, SEI n.° 23106.058193/2021-48, sob
responsabilidade da Professora Graziella Anselmo Joanitti, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal -
CONCEA, e foi avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, na 1552 reunido ordinaria,
realizada em 8/6/2021. Este projeto foi aprovado para utilizacdo de: Rattus novergicus, sendo 108 machos, com procedéncia do Biotério do
Instituto de Ciéncias Biolégicas, da Universidade de Brasilia ou do biotério da Universidade Federal de Goiania. O presente certificado & valido
pelo periodo de 9/7/2021 a 20/12/2023.

Dr. José Luiz Jivago de Paula Rélo

Coordenador da CEUA —UnB

*Este documento se restringe & avaliagdo ética do projeto supracitado e ndo substitui outras licencas e que p se facam
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Anexo 3

Historico Académico

Cursos

1) 2022 — Curso teorico-pratico “Fitoquimica em um dia” — 10 horas —

Universidade de Brasilia, Brasil.

2) 2019 - Boas Praticas em Cultura de Células — 40 horas — Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil.

Publicacfes de artigos cientificos

1) 2022 - Tong-Xin Zong; Ariane Pandolfo Silveira; José Athayde
Vasconcelos Morais; Marina Carvalho Sampaio; Luis Alexandre
Muehlmann; Juan Zhang; JIANG, C.; LIU, S. . Recent Advances in
Antimicrobial Nano-Drug Delivery Systems. Nanomaterials, v. 12, p. 1-
26, 2022.

2) 2018 - Cesar Romero Soares Sousa; Adriana Lima de Holanda; Anna
Beatriz Alvez Nunes; Graziela Silveira Aradjo Alves; Marina Carvalho
Sampaio. NANOTECNOLOGIA E NANOCIENCIA:
CONSIDERACOES HISTORICA E INTERDISCIPLINAR.
HEGEMONIA (BRASILIA), v. 25, p. 150-178, 2018.

Artigo cientifico aceito para publicacéo

1) 2022 - Alicia S. Ombredane; Lidia R. A. Silva; Victor H. S. Araujo; Patricia
L. Costa; Lucas C. Silva; Marina C. Sampaio; Milena C. F. Lima; Valdir

F. Veiga Junior; Ivo J.C. Vieira; Ricardo B. Azevedo; Graziella A. Joanitti.
Pequi oil (Caryocar brasiliense Cambess.) nanoemulsion alters cell
proliferation and damages key organelles in triple-negative breast cancer

cells in vitro. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 153, p. 1-12, 2022.
123



Capitulo de livro aceito para publicacéo

1)

- Marina Carvalho Sampaio, Vitoria Regina Pereira da Silva, Alicia
Simalie Ombredane, Natalia Ornelas Martins, Andreia Camargo Pinheiro,
Marcella Lemos Brettas Carneiro e Graziella Anselmo Joanitti.
Nanotecnologia aplicada a fitoterapicos: perspectivas para o SUS. In:
Cicilia Raquel Maia Leite; Luciana Alves Fernandes; Mario Fabricio Fleury
Rosa; Mayla dos Santos Silva; Pedro Canisio Binsfeld, Sebastido Junio
Menezes Campos; Suélia de Siqueira R. Fleury Rosa. (Org.). Ecossistema
de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo tecnolégica em saude. led.
Brasilia: Secretaria Municipal de Saude de Goiania e Universidade de
Brasilia, v.1, p.229-262.
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