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RESUMO

Objetivo: O 6leo de linhaga apresenta diversas propriedades terapéuticas, principalmente devido
a presenga de acidos poli-insaturados em sua composicdo. Para melhor eficacia e/ou aumento
da estabilidade de dleos vegetais farmacologicamente ativos, sistemas nanoestruturados sao
desenvolvidos para veiculagdo deste tipo de substéncia. Este estudo objetivou desenvolver e
caracterizar sistemas nanoestruturados contendo 6leo de linhaga. Foram preparadas nanocapsulas
poliméricas e nanoemulses, avaliando-se duas concentragdes de oleo (1,5% e 3,0%) em ambas
as formulagdes e dois polimeros, Poli(e-caprolactona) e Eudragit® RL100, no desenvolvimento das
nanocapsulas. Ambas as formulagdes apresentaram caracteristicas adequadas para sistemas
coloidais. Em relagdo as nanoemulsdes, houve diferenca significativa das caracteristicas entre
as quantidades de 6leo, sendo que 1,5% de 6leo de linhaga foi a concentragdo mais satisfatoria.
Em relagéo a presenga dos polimeros, houve variagdo apenas dos valores de potencial zeta e pH.
Concluindo, as formulagdes foram consideradas adequadas para o encapsulamento do dleo de
linhaga, sendo carreadores promissores para outras substancias ativas.

Descritores: Oleos Vegetais; Oleo de Linhaca; Nanoemulsdes: Nanocapsulas Poliméricas.

ABSTRACT

Objective: Linseed oil has several therapeutic properties, mainly due to the presence of polyunsaturated
acids in its composition. For best efficiency and/or increasing the stability of vegetable oils
pharmacologically active, nanoestructured systems are developed to vehicle this type of substance.
This study aimed to develop and characterize nanostructured systems containing linseed oil. Polymeric
nanocapsules, and nanoemulsions were prepared, evaluating two oil concentrations (1.5% and 3.0%)
in both formulations and two polymers, Poli(e-caprolactona) e Eudragit® RL100, of the nanocapsules
development. Both formulations showed appropriate properties for colloidal systems. Regarding the
nanoemulsions, there was a significant difference in characteristics between the amounts of oil, while
1.5% linseed oil was the most satisfying concentration. About presence of polymers, there was variation
only of zeta potential and pH values. In conclusion, the formulations were considered suitable for the
encapsulation of the linseed oil, being promising carriers for other active substances.

Descriptors: Vegetables Oils; Linseed Oil; Nanoemulsions; Polymeric Nanocapsules.
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Introducao

Oleos vegetais, em sua grande maioria, apresentam inimeras propriedades nutricionais benéficas ao organismo
humano. A linhaga (Linumu sitatissimum L.) € uma planta cultivada por séculos em paises do Mediterraneo e representa a
semente do linho. E através dela que apds os processamentos pode-se obter o ¢leo de linhaga (OL)'. A semente de linhaga
apresenta componentes biologicamente ativos importantes como acido a-linolénico (ALA), diglicosideo secoisolariciresinol e
fibras dietéticas, o que vem gerando interesse de estudos em diferentes areas, procurando associar estes principios ativos
aos efeitos benéficos para a salde?. A presenca destas substancias conferem ao OL algumas atividades farmacolégicas
como potencial anti-inflamatorio e redugdo de tumores, especialmente os hormonios-sensiveis?®.

O OL possui insaturagdes em sua estrutura e apresenta quantidade abundante de é&cido a-linolénico®. Acidos
graxos que apresentam multiplas insaturacdes abrangem os tipos 6mega-3 e 6mega-6, dependendo da localizagéo da
dupla ligacéo, e pela proximidade do grupamento metil da extremidade da cadeia®. Esses acidos graxos sdo denominados
essenciais, e devem fazer parte da dieta humana, ja que o organismo € incapaz de sintetiza-los. Além disso, os acidos
graxos poli-insaturados estdo associados a prevencdo de doengas cardiovasculares e inflamatérias®.

Devido as potencialidades do OL, torna-se relevante sua incorporacdo em formulagdes que favoregcam sua
absor¢édo no organismo e protejam-no contra eventuais fenémenos de degradacgdo. Nesse sentido, por ser um dleo
vegetal com propriedades nutricionais e energéticas téo relevantes a saude humana, € importante que seus constituintes
sejam protegidos de processos como a oxidagao lipidica, uma vez que trata-se de um dleo poli-insaturado’. A foto-
oxidagéo e a oxidagéo enzimatica interferem diretamente nas caracteristicas organolépticas, no valor nutricional do éleo
e até mesmo, podem gerar compostos nocivos a saude’.

O crescente interesse no desenvolvimento de nanoestruturas coloca esta area em destaque, principalmente
devido as vantagens que estes sistemas coloidais apresentam frente as formulagdes convencionais. Os sistemas
nanoestruturados sdo capazes de controlar a liberagdo dos ativos/farmacos incorporados, proteger tais substancias
frente a degradacdo quimica, fisica e enzimatica, e melhorar a absorgdo no trato gastrointestinal®®. A nanotecnologia,
na area da industria alimentar, tem se mostrado promissora no que diz respeito ao encapsulamento de aromas, sabores
e substancias nutracéuticas'®*2. Além disso, os nanossistemas influenciam aspectos como a liberagao de ingredientes
funcionais presentes no alimento até um sitio de a¢do especifico e ainda contribuem para manté-los em seu estado ativo
durante o seu processamento. Ainda, cabe ressaltar também que a nanotecnologia pode estar presente nas etapas pos-
colheita e durante o processamento’. Dentre os sistemas nanotecnologicos mais estudados é relevante destacar as
nanoemulsdes e as nanoparticulas poliméricas'"™.

Por definicdo, nanoparticulas poliméricas sdo consideradas particulas sélidas coloidais, e dividem-se em
nanoesferas e nanocapsulas'®, de acordo com a estrutura e composi¢ao. As nanocapsulas sdo constituidas por um
invélucro polimérico em torno de um nucleo oleoso, sendo que o principio ativo pode estar dissolvido no nucleo e/ou
adsorvido ao polimero. Ja as nanoesferas séo matrizes poliméricas, nas quais o principio ativo pode ficar retido ou
adsorvido no polimero™'". As nanoemulsdes correspondem a goticulas de éleo de tamanho nanométrico dispersas em
uma fase aquosa'®.

Tendo em vista que os componentes das formulagdes influenciam nas caracteristicas, a escolha do tipo e
concentragao deve ser feita de forma criteriosa. No caso das nanocapsulas, a escolha dos polimeros é muito importante,
uma vez que além de existir uma variedade dos mesmos, eles podem influenciar no perfil de liberagdo, tamanho de
particula e potencial zeta do sistema nanoestruturado™. O polimero deve ser biocompativel, podendo ou ndo ser
biodegradavel, de acordo com a via de administracdo que se deseja. Dentre estes, pode-se citar a poli(e-caprolactona)
(PCL), um poliéster biocompativel e biodegradavel, e o Eudragit® RL100 (EUD RL100), um derivado do acido metacrilico
de caracteristica cationica.

Considerando o que foi exposto, 0 objetivo deste trabalho foi delinear uma formulagao de base nanotecnologica
para veicular o OL, bem como avaliar a influéncia do tipo e concentragao dos componentes escolhidos no desenvolvimento
das nanocapsulas e nanoemulsdes através da caracterizagao fisico-quimica das mesmas.
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Metodologia

Matérias-primas

O dleo de linhaga foi obtido da Campestre, a Poli(e-caprolactona) e o monooleato de sorbitano (Span® 80) da
Sigma Aldrich. Eudragit® RL100 foi fornecido pela Degussa, o polissorbato 80 (Tween® 80) pela Delaware e acetona foi
obtida da Nuclear.

Teste de inchamento/dissolucdo dos filmes poliméricos de PCL e EUD RL100

Filmes de PCL foram obtidos por prensagem hidraulica e de EUD RL100 obtidos por dispersao em acetona. Apds,
foram imersos completamente em 2 mL de OL. Os filmes foram cuidadosamente retirados do contato com o OL, secos
com papel e pesados em balanca analitica calibrada apos 1, 3, 5, 7, 11, 28 e 60 dias de imersao. O ensaio foi realizado
em triplicata®2',

Perfil Espectrofotomeétrico do éleo de linhaca na reqgido ultravioleta

Os espectros de absorgdo do OL foram obtidos através da varredura de uma solugéo etandlica contendo o 6leo a
uma concentragdo de 1,5 mg/mL em espectrofotdmetro na faixa de 190 - 400 nm, abrangendo os espectros de absorcao
das radiages UVC, UVB e UVA (Shimadzu, modelo UV-1800).

Preparacao dos sistemas nhanoestruturados

Foram preparadas nanoemulsdes (NE) e suspensdes de nanocapsulas (NC) com os polimeros PCL ou EUD
RL100, contendo OL. As suspensdes de nanocapsulas foram preparadas através do método da deposicao interfacial do
polimero pré-formado?. Uma fase organica, composta de acetona, Span® 80, PCL ou EUD RL100 e 6leo de linhaga foi
mantida sob agitagdo magnética por 60 minutos a 40°C e, em seguida, vertida em uma fase aquosa contendo polisorbato
80. A mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 10 minutos e foi levada ao evaporador rotatério para remocao
do solvente organico e ajuste do volume final para 10 mL de formulagdo. As nanoemulsdes foram preparadas através
do método da emulsificagdo espontanea?, como descrito para nanocapsulas, excluindo-se o polimero da formulagao. A
composicao quali e quantitativa das formulagdes, bem como suas respectivas nomenclaturas, encontram-se na tabela 1.

Tabela 1 - Composicao das nanoestruturas

NE-A NE-B NC-PCL-A | NC-PCL-B | NC-EUD-A | NC-EUD-B
Fase aquosa
Tween® 80 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077
Agua destilada (mL) 53 53 53 53 53 53

Fase organica

EUD (9) - - - - 0,100 0,100

PCL (9) - - 0,100 0,100 - -
Span® 80 (g) 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077 0,077
Acetona (mL) 27 27 27 27 27 27

OL (9) 03 015 03 015 03 0,15

EUD: Eudragit RL100; PCL: Poli(e-caprolactona), OL: Oleo de linhaca.
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Caracterizacao Fisico-Quimica

As técnicas de caracterizagao fisico-quimica empregadas neste estudo sdo aquelas consideradas essenciais para
descrever um sistema nanoestruturado™. Tais metodologias ja vem sendo utilizadas pelo nosso grupo de pesquisa para
avaliar as carateristicas dos sistemas nanométricos?: 4 2%,

Determinacao do pH
O pH foi determinado diretamente nas amostras mediante a utilizagdo de potenciémetro (HANNA, modelo pH 21),
calibrado com solugdes tampéo de pH 4,0 e 7,0, sem diluicao.

Determinacao do tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

A avaliagdo do tamanho das particulas e das goticulas e o indice de polidispersdo (IPD) das mesmas foi
realizada por espectroscopia de correlagéo de fétons (25 °C), apds diluicdo adequada de uma aliquota dos sistemas
nanoestruturados em agua (equipamento Zetasizer Nanoseries Malvern Instruments, modelo ZEN 3600). Por sua vez,
os valores de potencial zeta foram determinados por microeletroforese, ap6s diluigdo das amostras em NaCl (10 mM) no
mesmo equipamento?-%,

Analise estatistica

As formulagdes foram preparadas e analisadas em ftriplicata e os resultados foram analisados por Teste ¢ (para
comparacgdo do tempo inicial e final de teste de inchamento/dissolugao dos filmes poliméricos) e anélise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida de post-hoc Tukey (para as analises de caracterizagdo fisico-quimica), utilizando o
programa GraphPad Prism, versdo 6. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Apos a preparacao, as nanoemulsdes e as suspensdes de nanocapsulas apresentaram aspecto branco-leitoso e
efeito Tyndall, o qual é resultado do movimento browniano de sistemas coloidais. N&o foram observados precipitados ou
quaisquer outras alteragdes nas formulagdes.

Os filmes poliméricos de EUD RL100 e PCL foram imersos no OL com o intuito de verificar alteragdes ou interagdes
ao longo de 60 dias. Apds o periodo de imerséo, nenhuma alteracdo significativa foi observada (Teste t, p>0,05). Os
resultados séo demonstrados na figura 1.
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Figura 1 - Massa dos filmes de Eudragit® RL100 e de Poli (€-caprolactona)
no decorrer de 60 dias de imersao em oleo de linhaca.

156 Saude (Santa Maria), Vol. 43, n. 1, p. 153-161, Jan./abr, 2017



NANOSTRUTURED SYSTEMS CONTAINING LINSEED OIL: )
technological development and physicochemical characterization of nanoemulsions and polymeric nanocapsules FARMACIA

Outra etapa de pré-formulacao a ser determinada é o perfil de absor¢ao espectrofotométrica da substancia em
estudo. O espectro de absorgéo do dleo de linhaga em solugao etandlica pode ser observado na figura 2, na faixa de
comprimento de onda entre 190 a 400 nm, a partir do qual nota-se que a maior absor¢édo encontra-se entre 190 a 290 nm.
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Figura 2 - Perfil de absorcao espectrofotométrica do 6leo de linhacga.

Apos a realizagao destes estudos preliminares, foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas dos nanossistemas
desenvolvidos, conforme mostra a tabela 2. O didmetro das particulas/goticulas permaneceu em escala nanométrica, variando
entre 295 £ 32 a 191 £ 6 nm. Por sua vez, o indice de polidispersédo esteve em torno de 0,2. Os valores de potencial zeta para
as formulagdes contendo PCL foram negativos, assim como para as nanoemulsdes, enquanto que as nanocapsulas compostas
por EUD RL100 apresentaram valores positivos. Os resultados do pH das formulagdes variaram de 5,46 + 0,33 a 6,86 + 0,12,
sendo que as suspensdes de nanocapsulas de EUD RL100 apresentaram valores na faixa acida.

Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica das formulagoes

T Tamanho I'l:ld.ice de Potencial pH
(nm) polidispersao Zeta (mV)
NE-A 263 +28 0,28 + 0,062 -18,68 £ 3,19 6,73+0,15
NE-B 191 £6 0,12+0,03 -15,07 £ 3,76 6,41+ 0,26
NC-PCL-A 295+ 32 0,19+0,03 -17,66 7,23 6,86+0,12
NC-PLC-B 260 £ 39 0,20+ 0,05 -20,90 £ 1,40 6,85+ 0,01
NC-EUD-A 236 £ 23 0,25+0,05 1538 + 1,54 5,63 +1,08°
NC-EUD-B 193 +9 0,16+ 0,02 16,67 £2,07 5,46 + 0,33k

a = diferenca significativa entre NE-A e NE-B; b = diferenga estatistica entre NC-EUD-A
e NC-EUD-B com as demais formulagoes.

Discussao

A combinagéo dos constituintes de uma formulagéo e também o método de preparacéo interferem diretamente
em propriedades importantes das nanoestruturas e, consequentemente, na estabilidade™. Este trabalho demonstra o
desenvolvimento de formulagdes de base nanotecnoldgica bem como a avaliagdo da influéncia do tipo e da quantidade
dos componentes nas caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas contendo OL.
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No desenvolvimento de um sistema nanoestruturado como as nanocapsulas € importante elucidar as possiveis
interacdes existentes entre o polimero e o 6leo de escolha em termos de inchamento e dissolugéo. Oleos podem compor
0 nucleo oleoso de nanocapsulas desde que o polimero empregado ndo sofra dissolu¢do ou inchamento quando em
contato com o 6leo?. A partir dos resultados pode-se verificar que os polimeros sdo adequados para a preparagdo das
nanocapsulas de 6leo de linhaga, pois ndo houve alteragéo significativa no peso dos filmes poliméricos, indicando que
nao ocorreu nenhuma interagdo entre as matérias-primas (Teste ¢, p>0,05).

Como outra etapa de pré-formulagéo o perfil de absor¢do espectrofotométrica do OL foi avaliado. Este teste é
simples, facil e pode ser Util para prever fendmenos de instabilidade pela absorcao de radiagdo. Com base na analise
do espectro, observou-se uma maior absor¢do da radiagéo ultravioleta na faixa de comprimento de onda de 190 a 290
nm. Esta faixa de absor¢do compreende a regido UVC e, assim, sugere-se que 0 OL seja capaz de proteger substancias
fotoinstaveis associadas as nanoestruturas. Em alguns estudos que empregam dleos vegetais como componente oleoso
de sistemas nanoestruturados € possivel observar aumento na estabilidade de ativos como, por exemplo, dipropionato
de beclometasona, clotrimazol e cetoprofeno?®-2-2,

Apos os estudos de pré-formulagéo, as nanoestruturas foram preparadas por métodos que ja estdo bem descritos
na literatura e que sé&o considerados faceis e rapidos para a obtengao das particulas/goticulas coloidais. As nanoemulsdes
contendo dleo de linhaga foram preparadas através do método de emulsificacdo espontanea nas concentragdes de 6leo
de 3,0% (NE-A) e de 1,5% (NE-B). As formulagdes NE-B apresentaram resultados de tamanho de goticula menores
que NE-A, mas nao foi observada diferenca significativa entre as formulagdes (ANOVA, 1 via, p<0,05). Nanoemulsdes
geralmente apresentam-se na faixa de tamanho de 100 a 600 nm, sendo relevante mencionar que o tamanho reduzido
das nanoemulsdes garante além de estabilidade cinética, formulagdes mais translucidas e de menor viscosidade®2,
Tamanho de goticula semelhante ao encontrado nas NE-B também foi observado em outro estudo, no qual incorporaram
0 6leo de linhaga em nanoemulsdes que apresentaram diametro de goticula de 176,6 £ 18,2 nm®,

Valores elevados de indice de polidispersdo caracterizam um sistema com heterogeneidade no tamanho das
particulas/goticulas. Sendo assim as nanoemulsdes contendo 1,5% de 6leo apresentaram uma distribuicdo de tamanho
mais homogénea em relagdo a NE-A, uma vez que valores de indice de polidispersédo em torno de 0,2 mostram uma
estreita faixa de distribui¢éo de didmetro30. Houve uma redug&o significativa no indice de polidispersdo pela diminuigéo
da concentragéo do dleo (ANOVA, 1 via, p<0,05). Alguns autores relatam que com o aumento da viscosidade da fase
oleosa, a difusdo do solvente é mais lenta durante a preparagéo e, consequentemente, ocorre a formacao de goticulas
maiores e menos homogéneas? *'.

Quanto ao estudo do potencial zeta, este, em mddulo, quanto mais distante de zero indica boa estabilidade fisico-
quimica ao evitar a agregacdo das suspensdes'. Assim, para ambas as concentragdes de dleo estudadas, os valores
foram negativos. Através do monitoramento do pH das suspensdes ao longo do tempo também é possivel predizer
a estabilidade das formulagdes e explicar fendmenos de instabilidade que podem estar relacionados, por exemplo, a
processos de degradagao dos constituintes ou compatibilidade com a via de administragdo. Conforme observou-se nas
andlises, o pH das formulagdes manteve-se na faixa &cida, o que pode ser explicado pela presenga dos acidos graxos
existentes no OL, e, no caso de administragao oral da formulagao, os valores encontram-se em uma faixa de pH bastante
semelhante com a do intestino delgado e, mais especificamente, no duodeno, a qual varia entre 6,5 a 7,6%. Ademais, ndo
houve diferenga significativa entre as formulagdes para esses parametros (ANOVA, 1 via, p>0,05).

Com relacédo as NC de PCL, o tamanho das particulas manteve-se na faixa de 260 £ 39 nm para as de menor concentragéo
de OL, enquanto que as formulagdes contendo 3,0 % de OL apresentaram valores mais elevados (295 + 32 nm). Na literatura s&o
encontrados trabalhos que mostram a associagao de diferentes dleos a nanoestruturas de PCL como polimero nos quais também
foram avaliados o tamanho das particulas em suspensdo® **. Em outro trabalho no qual foram desenvolvidas suspensdes de
nanocapsulas também pelo método de deposicéo interfacial do polimero PCL, observou-se particulas com tamanhos menores que
270 nm, valores estes bastante semelhantes aos encontrados neste estudo para a formulagdo NC-PCL-B.

O indice de polidispers@o mostrou que as nanocapsulas de PCL s&o homogéneas quanto ao tamanho, uma vez
que os valores ficaram abaixo ou igual a 0,2. Quanto ao potencial zeta, apresentou-se negativo, o qual pode ser justificado
pela presenca de grupo carboxilicos terminais do polimero empregado e pelos acidos graxos livres do 6leo de linhaga'®.
O pH de ambas as nanocapsulas de PCL mostram valores bem semelhantes e levemente &cidos. A comparagao das
médias dos parametros estudados: tamanho, indice de polidispersao, potencial zeta e pH, demonstra que ndo houve
diferengas significativas entre as nanocapsulas contendo PCL e OL (ANOVA, 1 via, p>0,05).
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As nanocapsulas desenvolvidas com o polimero EUD RL100 ndo apresentaram diferenga significativa entre si em
todos os pardmetros avaliados (ANOVA, 1 via, p>0,05). Os resultados para o tamanho de goticula demonstram que ambas
apresentam valores satisfatérios, porém os valores foram menores nas formulagdes contendo metade da concentracdo de 6leo
(1,5%). Essa observagao pode ser explicada novamente pela alteragéo na viscosidade da fase organica que, por empregar uma
menor quantidade do 6leo, facilita a formagao das particulas, apresentando didmetros menores®*'. Nos resultados de indice
de polidispersao observou-se que os valores da formulagdo NC-EUD-A foi mais elevado, indicando baixa homogeneidade do
sistema. O polimero EUD RL100 apresenta caracteristicas catibnicas decorrentes do grupo amdnio quaternario presente em sua
estrutura, o que justifica o potencial zeta positivo encontrado nas analises®. Quanto ao pH das suspensdes de nanocapsulas,
foram observados valores levemente &cidos.

Comparando as trés formulagdes, ndo foram observadas diferengas significativas nos parametros de didmetro
médio e indice de polidispersdo. No entanto, as avaliagbes de pH mostraram uma redugéo significativa nos valores
quando o EUD RL100 foi empregado. Uma vez que a presenca do polimero pode apresentar vantagens no desempenho
da formulagéo, as particulas contendo polimeros podem ser consideradas promissoras para a veiculagdo do OL sendo
um sistema de liberagao promissor para futuros estudos, podendo ser incorporado em formulagdes para uso oral e entdo
o OL adequadamente absorvido através trato gastrointestinal.

Consideracoes Finais

Este estudo demonstrou a viabilidade de preparacdo de nanoemulsdes contendo dleo de linhaga em duas
concentragdes, bem como de suspensfes nanocapsulas utilizando polimeros de diferentes naturezas (EUD RL100 e
PCL). As formulagdes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas satisfatorias para sistemas coloidais. E importante
ressaltar ainda, que as formulagdes com menor concentracao de 6leo de linhaga apresentaram tamanho e indice de
polidispersdo mais adequados. Desta forma, as formulag¢des desenvolvidas s&o promissoras para a veiculagdo do dleo
de linhaga para ampliar suas aplicagdes nutracéuticas e farmacologicas.
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