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RESUMO 

 

O taperebá é uma fruta do Cerrado, rica em compostos fenólicos com potencial 
terapêutico. Um desafio para a utilização desses compostos é sua instabilidade bem 
como a sua baixa biodisponibilidade, sendo a encapsulação uma ferramenta que pode 
minimizar essas questões. O presente estudo teve como objetivos encapsular 
compostos fenólicos extraídos da casca do taperebá, através do desenvolvimento de 
micropartículas (MPs) e de carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs), avaliar 
características e estabilidade das MPs e dos CLNs, bem como a toxicidade in vitro 
dos CLNs em células de melanoma murino. A quantificação dos polifenóis totais (PT) 
do extrato foi realizada pelo método Folin-Ciocalteau, e da atividade antioxidante, por 
DPPH e ABTS. As MPs foram obtidas pelo método de spray drying com quitosana e 
caracterizadas quanto à eficiência de encapsulação, morfologia por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), e estabilidade do conteúdo fenólico armazenados em 
diferentes condições por 60 dias. Os CLNs foram elaborados pela técnica de 
temperatura de inversão de fase,com e sem análogos naturais de solventes eutéticos 
profundos (NADES). Os CLNs foram caracterizados quanto a eficiência de 
encapsulação, propriedades coloidais, morfologia pela microscopia eletrônica de 
transmissão (MET), análise térmica diferencial (DTA), análise termogravimétrica 
(TGA), estabilidade coloidal e do conteúdo fenólico em diferentes temperaturas ao 
longo do tempo. Foi avaliada a viabilidade de células de melanoma com o tratamento 
de CLNs a partir do método MTT. O extrato obteve a quantidade de PT de ~550 mg 
EAG/100 g de casca fresca e atividade antioxidante de ~50 µMTEAC/g e ~100 
µMTEAC/g de casca, para DPPH e ABTS. A microencapsulação obteve eficiência de 
55,4%, além de melhor estabilidade térmica, quando comparado ao extrato liofilizado. 
A nanoencapsulação obteve eficiência de ~85%. Os CLNs apresentaram valores de 
PDI, tamanho e potencial Zeta adequados para uma formulação mais estável, sendo 
que sem NADES mostraram morfologia mais organizada comparadas aos com 
NADES. O DTA demonstrou possível encapsulamento do extrato, enquanto o TGA 
evidenciou a maior estabilidade térmica dos CLNs com extrato, comparado ao extrato 
liofilizado. Os CLNs demonstraram uma boa estabilidade coloidal após 60 dias em 
temperatura ambiente e estressante. Os valores verificados de retenção de PT nos 
CLNs com NADES foram considerados altos, com melhor retenção nas temperaturas 
ambiente e refrigerada após 60 dias. Os CLNs sem NADES apresentaram menor 
estabilidade dos PT após congelamento e temperatura estressante. Os CLNs com 
extrato e sem o NADES apresentaram atividade citotóxica para B16-F10 e menor 
toxicidade em células não tumorais. 
 

Palavras-chave: Taperepá; Cerrado; Compostos fenólicos; Nanoencapsulação; 
Microencapsulação; Melanoma. 
 

 



ABSTRACT 

 

Taperebá is a cerrado fruit, rich in phenolic compounds with therapeutic potential. A 
challenge for using these compounds is their instability as well as their low 
bioavailability, and encapsulation is a tool that can minimize these issues. The present 
study aimed to encapsulate phenolic compounds extracted from Taperebá peel, 
through the development of microparticles (MPs) and nanostructured lipid carriers 
(PLNs), evaluate characteristics and stability of MPs and CLNs, as well as the in vitro 
toxicity of the CLNs in Murino melanoma cells. The quantification of total polyphenols 
(PT) of the extract was performed by the Folin-Ciocalteau method, and antioxidant 
activity, by DPPH and ABTs. The MPs were obtained by the chitosan spray drying 
method and characterized on encapsulation efficiency, scanning electronic microscopy 
(SME) morphology, and phenolic content stability stored in different conditions for 60 
days. The CLNs were elaborated by the phase reversal temperature technique, with 
and without natural analog deep eutentic solvents (NADES). CLNs were characterized 
regarding encapsulation efficiency, colloidal properties, morphology by electronic 
transmission microscopy (MET), differential thermal analysis (DTA), thermogravimetric 
analysis (TGA), colloidal stability and phenolic content at different temperatures over 
time. The feasibility of melanoma cells with the treatment of CLNs from the MTT 
method was evaluated. The extract obtained the amount of PT of ~ 550 mg EAG/100 
g of fresh bark and antioxidant activity of ~ 50 µmteac/g and ~ 100 µmteac/g of bark, 
for DPPH and ABTs. Microencapsulation obtained efficiency of 55.4%, as well as 
better thermal stability compared to the lyophilized extract. Nanoencapsulation 
obtained ~ 85% efficiency. The CLNs presented PDI values, size, and zeta potential 
suitable for a more stable formulation, and without NADES showed more organized 
morphology compared to with NADES. DTA demonstrated possible extract 
encapsulation, while TGA showed the largest thermal stability of the CLNs with extract 
compared to the lyophilized extract. The CLNs demonstrated good colloidal stability 
after 60 days at room and stressful temperature. The verified values of PT retention in 
the CLNs with NADES were considered high, with better retention in ambient 
temperatures and refrigerated after 60 days. The CLNs without NADES showed lower 
PT stability after freezing and stressful temperature. CLNS with extract and without the 
Nades had cytotoxic activity for B16-F10 and less toxicity in non-tumor cells. 
 
Keywords: Taperebá; Cerrado; Phenolic compounds; Nanoencapsulation; 
Microencapsulation; Melanoma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O Cerrado é um importante bioma brasileiro, onde se encontra uma grande 

variedade vegetal (1), que o torna um dos hotspots mundiais de biodiversidade (2). 

Essa variedade de espécies vegetais dá ao Cerrado maiores possibilidades de plantas 

de interesse medicinal. Além disso, por causa de suas características climáticas, como 

altas temperaturas, períodos de estiagem e alta radiação ultravioleta, como também 

as características atribuídas pela sua localização, como deficiência de nutrientes no 

solo e alta incidência de incêndios, muitas espécies desse bioma começaram a 

apresentar estratégias para a proteção ao decorrer do processo evolutivo, sendo uma 

delas a maior expressão de componentes bioativos, principalmente compostos 

fenólicos (3,4). 

Dessa forma, muitos frutos provenientes do Cerrado podem apresentar 

expressão de metabólitos secundários com diversas estruturas e alta quantidade (4–

6). Dentre elas, o taperebá (Spondias mombin L.), também chamado de cajá, cajá-

mirim, entre outros (7), já é descrito na literatura como detentor de atividade biológica, 

como atividade de proteção gástrica em ratos (8) e atividade citotóxica em células de 

câncer de ovário (9).  

Suas atividades biológicas estão relacionadas aos compostos fenólicos 

presentes tanto na polpa (10) quanto nas cascas desses frutos (5), que são uns dos 

mais comuns e principais bioativos produzidos pelas plantas (11). O fruto do taperebá 

pode ser consumido in natura ou utilizados em produtos processados, porém a polpa 

é a parte da fruta utilizada nesses processos (12), tornando a casca um subproduto 

do processamento, que acaba sendo um desperdício, já que esse material possui 

bioativos presentes em sua composição (5). 

Os metabólitos secundários produzidos por esses vegetais podem ter ação 

contra patógenos, predadores e proteção contra raios ultravioleta (13,14). Tais 

compostos possuem propriedades antioxidantes, que estão relacionadas à prevenção 

de doenças desencadeadas pelo estresse oxidativo e, em razão disso, têm sido 

amplamente investigados para aplicações relacionadas a benefícios a saúde (14). 

A ação biológica dos polifenóis totais depende da biodisponibilidade que 

essas substâncias conseguem atingir em sistemas biológicos, que pode ser um 

desafio, levando em consideração a instabilidade no suco gástrico, a má absorção no 

intestino e a instabilidade no período de armazenamento (15,16). Para viabilizar a 
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chegada desses bioativos ao local de ação, técnicas de encapsulamento podem ser 

utilizadas (17), tendo como função o aumento da permeabilidade (18) e a proteção 

contra fatores externos, como luz, umidade e temperatura (19). 

Dentre essas tecnologias destacam-se a microencapsulação e a 

nanoecapsulação, que vão se diferenciar entre si principalmente pelo tamanho, em 

que as micropartículas (MPs) vão variar de tamanho de um mícron até alguns 

milímetros (20), e as nanopartículas (NPs), que podem ter até 100 nm (21). Tanto as 

MPs quanto as NPs podem apresentar diferentes aplicações a depender do tamanho 

e das características de superfície (22). 

As novas tecnologias associadas a encapsulação lançam mão de ferramentas 

cada vez mais ambientalmente corretas, que tenham alta compatibilidade biológica e 

que sejam biodegradáveis. Dessa forma, os materiais escolhidos para a encapsulação 

podem agregar na formulação de partículas menos tóxicas que não agridam o meio 

ambiente (23). 

Nesse contexto, os análogos naturais de solventes eutéticos profundos 

(NADES) foram criados com a proposta de substituir solventes tóxicos (24). Por conta 

de suas propriedades crioprotetoras (25,26) e pela capacidade de dissolução de 

extratos naturais (26), esse solvente pode ser interessante na formulação de 

partículas para entrega de fármacos. 

Dessa maneira, cria-se um ambiente favorável à encapsulação de compostos 

fenólicos extraídos de um subproduto industrial, com tecnologias inovadoras 

associadas, como a adição do NADES, para a construção de uma formulação com 

capacidade de crioproteção, dessa forma as NPs poderiam ser congeladas e após 

isso liofilizadas, aumentando a possibilidade de futuras aplicações. Além dessa 

característica, também pode ser explorada sua capacidade de dissolução de extratos 

naturais, para a facilitar a utilização desses extratos em possíveis aplicações na 

saúde, incluindo tratamentos de doenças como o câncer. 

O câncer é considerado uma doença com alta incidência no Brasil, sendo o 

de pele o mais frequente (30%). Dentre os tipos de câncer de pele, o melanoma tem 

apenas 3% de incidência, porém, pode apresentar um prognóstico ruim, caso não seja 

descoberto no início, com chance de metástase (27). Sua fisiopatologia abrange 

muitos mecanismos, sendo a criação de espécies reativas de nitrogênio um deles (28). 

Portanto, o uso de compostos fenólicos encapsulados para o tratamento desse tipo 

de câncer poderia ser eficaz, visto que, os polifenóis possuem efeitos antioxidantes e 
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já demonstraram efeitos inibitórios sobre outros tipos de células de câncer in vitro (29–

31). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CERRADO 

 

O Cerrado é o segundo principal bioma brasileiro, que demonstra uma grande 

diversidade de plantas. Localizado no centro-oeste, abrangendo quase dois milhões 

de quilômetros quadrados, que cobrem aproximadamente 21% do território do país 

(1). A biodiversidade encontrada no Cerrado é considerada uma das 25 maiores do 

mundo, sendo a formação de savana com maior diversidade vegetal que abriga mais 

de 12 mil espécies, dentre elas, 44% consideradas endêmicas (3).  

Essas características conferem ao Cerrado o título de ser um dos hotspots 

mundiais de biodiversidade desde 2000. Esse termo é utilizado para caracterizar 

regiões que possuem muitas espécies endêmicas e perderam pelo menos 70% do 

seu habitat natural (2). Muitas de suas espécies de plantas são fonte de substâncias 

que podem ser utilizadas no aumento da funcionalidade de alimentos e para pesquisa 

de novos medicamentos (3). 

Essas substâncias são chamadas de bioativos, que estão presentes na 

natureza e podem ser utilizados na promoção de saúde e bem-estar (32). A produção 

desses compostos ativos em plantas do Cerrado pode estar envolvida no processo 

adaptativo ao decorrer do tempo para proteção relacionada a diversos fatores como 

altas temperaturas, falta de água durante grandes períodos, ocorrência frequente de 

incêndios, alta incidência de radiação ultravioleta, falta de nutrientes no solo, ataques 

de insetos e micro-organismos patogênicos (3,4). Por esta razão, há uma maior 

expressão de bioativos, principalmente compostos fenólicos. Diversos estudos sobre 

frutos advindos desse bioma têm demonstrado interesse na atividade biológica desses 

metabólitos secundários (4,6). 

 

 

2.2 REVISÃO TAPEREBÁ (SPONDIAS MOMBIN L.) 

 

O taperebá (Spondias mombin L.) é pertencente ao gênero Spondias e à 

família Anacardiaceae. Essa família compreende 70 gêneros e 600 espécies em 

regiões pertencentes aos trópicos e subtrópicos, se estendendo à zona temperada. O 

gênero Spondias abrange 18 espécies distintas (7).  
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O extrato aquoso de folhas de Spondias mombin L. demonstrou diminuição 

da ulceração causada por indometacina em ratos, mesmo não apresentando maior 

eficácia do que o tratamento padrão, sendo o efeito protetor gástrico e antioxidante 

determinados após a administração oral do extrato provavelmente relacionados à 

presença de compostos fenólicos (33). Além disso, outro estudo com ratos revelou o 

poder antioxidante e hepatoprotetor do taperebá (34). O extrato da casca da árvore 

de Spondias dulcis demonstrou um efeito preventivo a danos de DNA em 

camundongos (35). Também foi relatado controle metabólico associado ao estresse 

oxidativo em camundongos obesos a partir da administração do extrato da casca da 

árvore de Spondias purpurea L (36).  

Na cultura popular, várias plantas desse gênero são utilizadas para tratamento 

de enfermidades. Em Bangladesh, a fruta Spondias dulcis é utilizada para tratamento 

de infecções oculares (37), já no nordeste brasileiro, as folhas e a casca da árvore de 

Spondias tuberosa é utilizada para tratamento de tosse, como cicatrizante e calmante 

(38). Na Nigéria, a decocção da casca de Spondias mombin é utilizada como 

antiemético, antidiarreico, para disenterias e hemorroidas, e o suco da fruta utilizado 

como diurético e antipirético (39). 

O Spondias mombin L. tem diversos nomes populares no Brasil, a depender 

da Unidade da Federação, como cajá, taperebá, taperebá-de-anta, cajá-da-mata, 

acaiá, caiá, cajá-miúdo, taberibá, cajarana, cajá-mirim e cajá-pequeno. 

Internacionalmente os nomes são ubos, na Bolívia e Peru; ciruelo hobo, na Colômbia; 

hobo, no Equador; jobo, no México; ciruelo de hueso, na Venezuela. As 

infrutescências podem ter até 30 cm, apresentando drupas ovóides de três a seis cm, 

com o pericarpo glabro e liso externamente. As árvores podem chegar à 30 m com 

tronco de 120 cm de diâmetro à altura do peito (7). Os frutos de Spondias mombin L. 

estão representados na figura 1 e podem ser consumidos in natura e sua polpa pode 

ser utilizada em alimentos processados como sucos, sorvetes, entre outros (12). 
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Fonte – Imagem autoral. 

 

A quantificação de polifenóis totais da polpa seca de taperebá demonstrado 

por Bataglion et al. (10), foi maior do que do que o encontrado na polpa seca do açaí-

do-Amazonas (Euterpe precatória) (40). Lucena et al. (34) identificaram no fruto (polpa 

e casca) diversos bioativos como compostos fenólicos, fibras, frutanos, carotenóides, 

ácido ascórbico e minerais, não sendo possível diferenciar o que seria pertencente à 

polpa e o que seria da casca. No mesmo estudo identificaram a ação do consumo do 

taperebá em ratos, que induziu um efeito redutor de glicose e colesterol séricos, 

reduziu o acúmulo de lipídios no fígado protegendo-o de danos oxidativos 

consequentes de uma dieta com alto teor de gordura. Em seu trabalho, Brito et al. (5) 

caracterizaram os compostos fenólicos presentes nas cascas do taperebá do Cerrado, 

sendo que o ácido elágico, ácido gálico, quercetina e o cis-Piceid foram os mais 

abundantes. 

Já é descrito na literatura a relação entre os bioativos presentes no taperebá 

e sua atividade biológica. Um estudo verificou que suco deste fruto foi eficaz na 

aceleração do processo de epitelização da parede gástrica de ratos, demonstrando 

um enorme potencial como um alimento funcional (8). 

Outro trabalho demonstrou o potencial anti-inflamatório do extrato da folha de 

Spondias mombin em modelo de peritonite induzida por carragenina, demonstrando 

Figura 1 - Imagens do fruto taperebá. 
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que o ácido clorogênico e o ácido elágico, que são compostos fenólicos identificados 

no extrato, contribuíram para a ação farmacológica (41).  

O extrato da polpa de taperebá e de murici (Byrsonima crassifolia (L.)) 

provenientes da Amazônia foram capazes de produzir efeitos citotóxicos em células 

cancerígenas do ovário em um estudo realizado in vitro, no qual a atividade dos 

extratos contendo os bioativos nas linhagens de célula de câncer levou à parada do 

ciclo celular e apoptose (9). 

 

 

2.3 BIOATIVOS 

 

Por definição, um composto bioativo ocorre na natureza fazendo parte da 

cadeia alimentar, sendo essencial (vitaminas) ou não essencial (compostos fenólicos, 

por exemplo)(42). Segundo a RDC n° 243, de 2018, podem possuir ação metabólica 

ou fisiológica no organismo humano (43). Os compostos bioativos podem ser 

adquiridos essencialmente através da ingestão de alimentos ricos nesse tipo de 

substância.  

Suas diferentes estruturas químicas estão distribuídas em diversas fontes 

naturais e faixas de concentração, podendo exercer diferentes atividades biológicas 

(11,14,32,44,45). Um dos grupos também chamados de bioativos dos compostos 

fenólicos, podem ser considerados um dos mais comuns grupos de bioativos 

presentes nas plantas, possuindo algumas propriedades biológicas (11,14), que serão 

discutidas mais afundo na seção “2.5.”. 

A ação desses biocompostos depende da sua biodisponibilidade, que é a 

característica relacionada à capacidade de atingir a circulação sistêmica, alcançando 

órgãos e tecidos, para a manifestação da atividade biológica. Dessa forma, é 

necessário levar em consideração que apesar da presença de bioativos em alimentos 

em alta concentração, muitos deles possuem uma baixa biodisponibilidade quando 

ingeridos, fazendo com que sua atividade seja diminuída. Compostos como polifenóis, 

fitoesteróis e algumas vitaminas podem apresentar biodisponibilidade abaixo de 10% 

pela via oral (46). 

A baixa biodisponibilidade está relacionada à baixa estabilidade no fluido 

gastrointestinal e má absorção intestinal, demonstrando a necessidade da 

incorporação de bioativos em sistemas de entrega de fármacos como nanoemulsões, 
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microemulsões, nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), entre outros (46). Além disso, 

alguns estudos têm abordado diferentes vias de administração para estes compostos 

encapsulados, que não a via oral. Por exemplo, o trabalho de Trapani et al. (47) 

desenvolveu a encapsulação de compostos fenólicos do extrato da semente de uva 

(Vitis sp.) juntamente ao neurotransmissor dopamina em NLS como uma proposta 

para tratamento da doença de Parkinson pela via intranasal, porém essa fase de 

testes foi feita apenas in vitro. 

Outro estudo abortou a farmacocinética de compostos fenólicos extraídos 

Erigeron breviscapus em voluntários chineses saudáveis, demonstrando 

tolerabilidade na administração intravenosa. Esse extrato já é utilizado para 

tratamento de doenças cardiovasculares, portanto o resultado do estudo apresenta 

uma via alternativa para administração desses polifenóis (48). 

Já relacionado ao efeito terapêutico, as características físico-químicas, como 

peso molecular, lipofilicidade e interação com receptores e transportadores, são muito 

relevantes. A elevada interação com receptores e transportadores, como ligações de 

hidrogênio, determinam um alto efeito terapêutico para uma biomolécula (46,49). 

Alimentos que apresentam compostos bioativos e contém efeito benéfico à 

saúde são classificados como alimentos bioeficientes, fornecendo suporte básico às 

funções do corpo (potencialmente nutricional) e contribuindo para a manutenção da 

saúde humana (potencial biológico)(46). A aplicabilidade desses bioativos pode ser 

relacionada a melhora da qualidade de alimentos convencionais, a produção de 

alimentos funcionais e nutracêuticos, entre outros (11). 

 

 

2.4 BIOATIVOS PRESENTES EM SUBPRODUTOS DA INDÚSTRIA 

 

Compostos bioativos têm sido identificados em resíduos agrícolas, como 

bagaço de cana, casca de milho, casca de amendoim, casca de cereja e farelo de 

arroz, e subprodutos da indústria agroalimentar, como frutas e legumes degomados, 

borra de café, soro de leite, borra de lã, suco, açúcares, entre outros (32).  

Esses resíduos, ou subprodutos, despertaram o interesse de cientistas e da 

indústria, no sentido de buscar novas tecnologias para o reaproveitamento desses 

materiais, de forma a diminuir o desperdício e acrescentar valor funcional a outros 

produtos (11,32,50). Desse modo, muitos estudos já relatam a utilização de 
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compostos bioativos extraídos de resíduos industriais e agrícolas para diversas 

aplicações (11), como: enriquecimento de iogurtes com casca de camu-camu 

(Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) e extrato do epicarpo da romã (Punica granatum 

L.) como um corante natural para confeitaria com propriedades antioxidantes (51).  

Como bioativos provenientes de plantas podem ter diversas propriedades 

biológicas, é grande o interesse em pesquisas relacionadas à utilização de resíduos 

agroindustriais ou subprodutos dessas indústrias para fins terapêuticos, pois contribui 

para a utilização sustentável dos recursos naturais (11). 

 

 

2.5 COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

Os compostos fenólicos são um dos principais e mais comuns grupos de 

bioativos produzidos pelas plantas, de grande interesse devido às suas propriedades 

biológicas (11,14). Essas substâncias têm como característica estrutural o 

acoplamento de um ou mais anéis aromáticos a um ou mais grupos hidroxila, podendo 

variar de fenólicos simples como os ácidos fenólicos, aos compostos mais complexos 

como os taninos. Para as plantas, essas estruturas participam da defesa contra 

patógenos e outros predadores, e protegem contra raios ultravioletas (UV) (13,14). 

Além disso, dão apoio a funções biológicas fundamentais como fotossíntese, suporte 

estrutural, transporte e adesão ao oxigênio (52). 

Em razão de suas propriedades antioxidantes, e do seu papel relacionado à 

prevenção de condições desencadeadas pelo estresse oxidativo, os polifenóis têm 

sido investigados para diversas aplicações. Além da atividade antioxidante, essas 

moléculas podem influenciar o funcionamento de diversas enzimas e de receptores 

celulares, sendo outro tipo de mecanismo de ação estudado (14). 

Geralmente, os compostos fenólicos são encontrados na forma de ésteres ou 

de heterosídeos, não na forma livre. Sua forma conjugada é usualmente ligada à 

açúcares, sendo a glicose o mais comum. As ligações são formadas a partir de grupos 

-OH (O-glicosídeos) e ligações carbono-carbono (C-glicosídeos), o que altera a 

solubilidade desses compostos (53).  
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Figura 2 - Estrutura química básica (fenol) e estrutura química de alguns 
representantes dos ácidos fenólicos. 

 

Fonte – Adaptado de Magalhães e Santos (54). 
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Figura 3 - Estrutura química dos taninos hidrolisáveis. 

 

Fonte – Adaptado de Pereira e Angelis-Pereira (55). 

 

 

Figura 4 - Estrutura dos representantes de estilbenos: resveratrol nas configurações 
cis e trans. 

 

Fonte – Adaptado de Pereira e Angelis-Pereira (55). 

 

 



26 

Figura 5 - Estrutura química dos flavonoides. 

 

Fonte – Adaptado de Magalhães e Santos (54). 

 

A parte da molécula que corresponde ao composto fenólico é chamada de 

aglicona, sendo dividida entre flavonoides e não flavonoides. Os não flavonoides são 

formados por um ou dois anéis aromáticos, classificados como ácidos fenólicos e 

(figura 2), taninos hidrolisáveis (figura 3) e estilbenos (figura 4) (13). Já os flavonoides 

são formados por 15 carbonos e subdivididos em vários grupos: flavonóis, flavonas, 

isoflavonas, flavanas, flavanonóis e antocianidinas (figura 5)(54).  
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Legenda - PAL, fenilalanina amônia-liase; C4H, cinamato-4-hidroxilase; 4CL,4-cumaroil:CoA-ligase; 
HCT, hidroxicinamoil transferase; C3H, p-cumarato-3-hidroxilase; CHS, calcona sintase; CHI, chalcona 
isomerase; ANS, antocianidina sintase; DFR, dihidroflavonol redutase; FS, flavona sintase; FLS, 
flavonol sintase; F3H, flavanona 3-hidroxilase; IFS, isoflavona sintase; ANR, antocianidina redutase; 
LAR, leucoantocianidina redutase. 

Fonte - adaptado de Cheynier et al. (56). 

 

A figura 6 representa, de forma resumida, a biossíntese dos compostos 

fenólicos. A síntese de compostos fenólicos provenientes de plantas acontece de 

forma biogenética, através da via de chiquimato/fenilpropanóide, já a via de 

mevalonato gera terpenóides. Na via do chiquimato/fenilpropanóide, a eritrose 4-

fosfato é combinada com fosfoenolpiruvato (PEP) para formar a fenilalanina. Em 

seguida, a enzima fenilalanina amônia-liase (PAL) faz a conversão de fenilalanina em 

ácido cinâmico a partir de uma catálise. A partir dessa via, diversos compostos 

fenólicos são formados (56). 

A estabilidade dos compostos fenólicos pode variar a depender de sua 

estrutura e distribuição nas plantas. Enquanto alguns polifenóis são considerados 

Figura 6 - Fluxograma das principais ramificações da biossíntese de polifenóis. 
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estáveis, outros são mais suscetíveis à oxidação, alterações relacionadas à 

temperatura e variação da volatilidade (14). 

A estrutura primária desse composto é um anel fenólico contendo um grupo 

hidroxila. A parte fenólica tem caráter hidrofóbico, e o grupo hidroxila tem caráter 

hidrofílico, com capacidade de doar ou de aceitar ligações de hidrogênio, podendo 

também quelar metais quando existem grupos hidroxila adjacentes em um anel 

fenólico. A absorção de raios ultravioleta de alguns dos polifenóis, em torno de 270 a 

320 ƞm, confere a esses característica de proteção contra raios solares (57). Tais 

propriedades atribuem a muitos polifenóis uma alta instabilidade, podendo 

comprometer suas atividades biológicas (58), porém as mesmas propriedades podem 

ser responsáveis pelo poder antioxidante.  

 

 

 

 

Fonte - Tatipamula e Kukavica (2021) com adaptações(59). 

 

As propriedades antioxidantes da natureza química dos compostos fenólicos 

estão esquematizadas na figura 7. A eliminação de radicais livres acontece pela 

transferência do átomo de hidrogênio de seus grupos hidroxila, de forma a neutralizar 

esses radicais (figura 7, reação 2). Após a perda do hidrogênio, o radical fenoxila se 

mantém estável, utilizando o deslocamento do elétron e várias formas ressonantes. 

Figura 7 - Mecanismos de ação antioxidante dos compostos fenólicos: eliminação de 
radicais livres (reações 1-3). 
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Os compostos fenólicos também podem sequestrar radicais peroxido (figura 7), 

radicais hidroxi (figura 7, reação 3) e radicais ânion superóxido (figura 7, reação 2) 

(59). 

 

 

2.5.1 Compostos fenólicos: ação sobre células cancerígenas 

 

O câncer é uma doença que pode ser gerada por fatores internos ou fatores 

ambientais. Tais fatores modulam diversos componentes celulares relevantes, 

incluindo genes, por meio de intermediários celulares (60). Os intermediários 

celulares, como as espécies reativas de oxigênio (EROs), influenciam as vias de 

sinalização celular. Em baixas concentrações, esses intermediadores têm funções 

fisiológicas nas células, porém, também possuem um papel importante na 

fisiopatologia de diversas doenças (61). 

Para manter o equilíbrio entre a atividade antioxidante e pró-oxidante dentro 

das células, os sistemas de defesa utilizam de componentes antioxidantes como 

superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa 

S-transferase e glutationa. A desestabilização desse sistema de defesa pode levar ao 

estresse oxidativo, que tem potencial de dar início à carcinogênese (62,63). 

As EROs são moléculas que derivam do oxigênio, como superóxido, hidroxila, 

peroxila e alcoxila, e não radicais que são facilmente convertidos em radicais ou que 

provocam oxidação, como ácido hipocloroso, ozônio, oxigênio singleto e peróxido de 

hidrogênio. Quando endógenas, as EROs são subprodutos de organelas 

subcelulares, e, quando exógenas, são derivadas de poluentes, tabaco, fumaça, entre 

outros. Dentre os produtores de EROs intracelulares, a NADPH oxidase é uma das 

principais fontes desse mediador (64).  

A literatura descreve o papel das EROs na transformação de células não 

cancerosas em células cancerosas. As células de câncer costumam apresentar um 

aumento no nível de EROs, permitindo a ativação de diferentes vias para o 

desenvolvimento da tumorigênese. O estresse oxidativo gerado por essas EROs está 

envolvido em todas as etapas do desenvolvimento do câncer. Primeiro, as EROs 

geradas neutralizam os mecanismos de defesa celular, como a atividade antioxidante 

endógena, alterando o equilíbrio antioxidante/pró-oxidante, que induz danos ao DNA. 
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O acúmulo dos danos gerados no DNA, em razão do reparo incorreto ou incompleto 

pode levar à mutagênese, combinado à uma via apoptótica deficiente (64–67). 

As EROs também podem ser geradas a partir da modulação de fatores de 

transcrição. O estudo de Crowder et al. (68) relatou o acúmulo desses intermediários 

após uma hipóxia e tratamento com metal cancerígeno em células-tronco 

mesenquimais humanas, gerando um fenótipo semelhante ao de uma célula tumoral. 

O processo inverso também ocorre. Eblin et al. (69), após estudo em células uroteliais 

não tumorais expostas ao ácido monometilarsonoso relataram a transformação dessa 

célula em tumoral, ocorrendo o aumento de EROs, que foram capazes de modular o 

fator de transcrição MAPK, que está associado ao desenvolvimento de câncer. 

Além disso, as EROs apresentam um papel importante na sobrevivência de 

células tumorais a partir de efeitos antiapoptóticos e proliferativos (64). A resistência 

a quimioterápicos também é influenciada pelo alto nível de EROs dentro de células de 

câncer, que pode ser relacionado à adaptação a esses tratamentos (70).  

A atividade antioxidante dos compostos fenólicos foi relatada como tendo 

efeitos inibitórios sobre células tumorais, com indução da apoptose, inibição da 

proliferação, angiogênese e metástase, e modulação do sistema imunológico nessas 

células (17,71,72). Os estudos descrevem diferentes mecanismos de ação dos 

compostos fenólicos. Os polifenóis podem prevenir o desenvolvimento do câncer a 

partir da modulação de vias de transdução de sinal relacionadas a esse processo, 

como a modulação de citocinas pró-inflamatórias e a modulação de várias proteínas 

apoptóticas (73,74). 

Roy et al. (29) realizaram um estudo no qual foi examinado o efeito inibitório 

de polifenóis provenientes de Camellia sinensis (chá verde e preto) no 

desenvolvimento de tumores mamários em ratos, concluindo a atividade antioxidante 

a partir da inibição da ciclooxigenase-2 (Cox-2) e inativação das formas fosforiladas 

do fator nuclear kappa B (NF-kB) e Akt. Por outro lado, sua atuação como agente pró-

oxidante, causando a morte celular a partir do aumento da concentração de EROs, 

também já foi descrita (31). Outro mecanismo já relatado para atividade anticâncer 

dos polifenóis, foi a inibição do fator de crescimento semelhante à insulina. Esse fator 

está relacionado ao desenvolvimento de diversos tipos de câncer, como de mama, 

pulmão e colorretal (30). 
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2.6 MICRO E NANOENCAPSULAMENTO COMO ESTRATÉGIAS PARA A 

UTILIZAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

A incorporação de compostos fenólicos para aumento da funcionalidade dos 

alimentos também é uma questão amplamente estudada. Em sua pesquisa, Lomeu 

(75) adicionou a farinha de banana verde (Musa sp.) a uma bebida láctea, 

acrescentando a essa bebida funcional fibras provenientes da banana, bem como 

aumento da quantidade de compostos fenólicos. Já Rotta et al. (76) fez a adição de 

casca de abacate (Persea Americana) em formulações de chá, para obter o aumento 

do valor agregado ao produto, fazendo com que houvesse o aumento da quantidade 

de compostos fenólicos quando comparado a chás já comercializados.  

Entretanto, quando os polifenóis precisam passar pelo trato gastrointestinal, 

acabam sendo transformados por enzimas no fígado, intestino delgado e no cólon, 

então quando são absorvidos sofrem conjugação, e quando não são absorvidos são 

transformados pela microbiota do intestino (17). Além dos obstáculos já mencionados, 

ação desses compostos é diminuída ou insuficiente para produzir resposta biológica 

por causa da instabilidade no suco gástrico, da baixa permeabilidade, instabilidade da 

estrutura química durante o processamento e estocagem e a susceptibilidade a 

fatores externos, como a exposição ao oxigênio (15,16).  

Para resolver esses problemas e viabilizar a chegada dos compostos 

fenólicos no local de ação, novas técnicas de bioengenharia ou encapsulamento em 

sistemas de entrega de fármacos na escala nano ou micro estão sendo investigadas, 

na intenção de melhorar a biodisponibilidade (17). As técnicas de encapsulamento, 

especificamente, podem melhorar a permeabilidade em sistemas biológicos, além de 

proteger suas propriedades contra condições ambientais adversas (77,78). 

 

 

2.6.1 Encapsulação de bioativos extraídos de alimentos 

 

A encapsulação de bioativos vem sendo utilizada para diversos fins, podendo 

formar partículas de tamanho nanométrico a milimétrico. Uma das funções do 

encapsulamento desses ativos é a diminuição da degradação induzida por fatores do 

ambiente externo, como calor, luz, umidade e oxigênio, durante o processamento e o 

armazenamento (19).   
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As vantagens dessa tecnologia são a prevenção de interações com outros 

componentes, características de liberação controlada, bem como aumento da 

biodisponibilidade do material revestido (18), que se torna importante quando se trata 

de bioativos, já que a biodisponibilidade desses compostos costuma ser baixa. Essa 

característica está relacionada à baixa estabilidade durante a digestão e a má 

absorção intestinal (46,79). Além disso, essas tecnologias podem auxiliar e viabilizar 

a entrega desses compostos ao alvo terapêutico de forma adequada (80,81).  

Há diversos métodos para a encapsulação dessas substâncias, como os 

físicos (secagem por spray dryer, liofilização, precipitação de fluido supercrítico e 

evaporação de solvente), os físico-químicos (coacervação, lipossomas e gelificação) 

e os químicos (polimerização interfacial e complexação de inclusão molecular). A 

escolha da técnica irá depender da solubilidade, da sensibilidade térmica desses 

ativos, bem como de sua possível aplicação (82,83). 

 

 

2.7 MICROENCAPSULAÇÃO 

  

A microencapsulação de um bioativo tem como principal objetivo a proteção 

desse composto, mas também pode ser utilizado para conversão de líquidos em 

sólidos, alterar propriedades coloidais e de superfície e controlar a liberação do 

material revestido (84). 

As microcápsulas terão a variação de tamanho de um mícron até alguns 

milímetros, e poderão variar sua estrutura em: modelo reservatório, que o núcleo é 

revestido com material da parede; ou sistemas de matriz, que o material encapsulado 

é embutido na matriz, sem uma parede externa limitante. Além disso, as cápsulas 

podem ser mononucleares, conter diversos núcleos, ou ter multicamadas. Essa 

técnica de microencapsulação é utilizada pela indústria para entrega de vacinas e 

medicamentos e para aumentar o valor funcional de alimentos (20). Dentro dos 

métodos para a produção de MPs, o spray drying é utilizado na indústria para melhorar 

a estabilidade de medicamentos, aumentar a biodisponibilidade ou controlar a taxa de 

liberação (85). 

A indústria pode utilizar diferentes materiais de revestimento para as técnicas 

de microencapsulação, como biopolímeros, lipídios e minerais. Os biopolímeros 

utilizados podem ser derivados de plantas ou animais, e polissacarídeos, que acabam 
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sendo muito utilizados pelo baixo custo, biocompatibilidade e pela baixa toxicidade 

(86). 

A quitosana é um polímero que possui características importantes para a 

indústria, como biocompatibilidade, bioatividade e alta resistência mecânica, mas sua 

baixa solubilidade pode limitar sua aplicação, apesar de ser mais solúvel do que seu 

precursor (quitina)(87). Esse biopolímero tem aprovação pela FDA para uso clínico, 

em parte devido ao fato de ser biocompatível e biodegradável (85). 

Um estudo propôs o desenvolvimento de MPs de quitosana contendo 

antibacterianos, pulverizado a partir de spray drying, para tratamento de infecções 

pulmonares. As MPs demonstraram alta eficiência direcionada a células pulmonares 

e baixa toxicidade (88). 

As MPs de quitosana processadas em spray dryer, mostraram efetividade na 

conservação de compostos fenólicos em diferentes temperaturas, aumentando sua 

estabilidade. Isso demonstra que a tecnologia de microencapsulação poderia ser 

eficiente na preservação desses compostos durante o armazenamento (6). Portanto 

as micropartículas de quitosana tem como vantagens a menor toxicidade (85,87) o 

aumento da estabilidade de compostos bioativos (6) e o aumento da resistência de 

compostos fenólicos no trato gastrointestinal quando encapsulados por quitosana 

(89). 

 

 

2.8 NANOENCAPSULAÇÃO 

 

Essas NPs têm sido utilizadas amplamente na indústria farmacêutica como 

carreadores de drogas, tendo aplicações tanto em diagnóstico quanto em terapias. As 

NPs possuem diferentes aplicabilidades clínicas a depender dos parâmetros, como 

suas propriedades A nanotecnologia tem sido alvo de muitas pesquisas nas últimas 

décadas, demonstrando um aumento na aplicação de produtos com nanopartículas 

(NPs), principalmente na indústria de alimentos, cosmética e farmacêutica (90). 

Segundo as recomendações europeias (21) a dimensão das NPs pode variar entre 1 

e 100 nm para estar dentro da nanoescala, sendo que 50% das partículas têm que 

estar abaixo de 100 nm. Além disso, podem apresentar diferentes propriedades, a 

depender de seu tamanho e características de superfície (22,91). 
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A International Organization for Standardization Technical Committee reitera 

que o tamanho de nanomateriais entre 1 e 100 nm tem que estar dentro desse 

parâmetro nas três dimensões para ser considerado nanopartícula. Outras instituições 

avaliam a nanotecnologia de maneira mais abrangente, considerando que a 

manipulação a nível atômico pode acontecer abaixo de 1 nm e acima de 100 nm, em 

torno de 200 a 300 nm para partículas poliméricas, por exemplo (92). No Brasil, ainda 

não existe regulamentação sobre a nanotecnologia, que contenha definições e 

caracterizações, mas segundo a Anvisa um comitê para tratar desses assuntos foi 

criado justamente com este fim (93). 

O crescimento no interesse desse tipo de tecnologia foi intensificado após a 

possibilidade de visualização dos nanomateriais, com a utilização de técnicas de 

resolução atômica, como microscopia de tunelamento de varredura, microscopia 

eletrônica de transmissão e microscopia eletrônica de varredura (94). 

Essas NPs têm sido utilizadas amplamente na indústria farmacêutica como 

carreadores de drogas, tendo aplicações tanto em diagnóstico quanto em terapias 

(95–99). As NPs possuem diferentes aplicabilidades clínicas a depender dos 

parâmetros, como suas propriedades físicas e químicas, eficiência de carga do 

medicamento, liberação do medicamento e, o mais importante, baixa ou nenhuma 

toxicidade do próprio transportador. Elas podem ser de diferentes tipos de 

formulações como poliméricas, nanoemulsões, lipossomas e NPs sólidas (100). 

As NPs podem ser desenvolvidas a partir de diversos tipos de materiais, 

como, por exemplo, à base de polímero. As NPs poliméricas são muito utilizadas para 

carreamento de medicamentos, com a finalidade de promover uma liberação 

controlada e sustentada. O conteúdo a ser encapsulado pode estar anexado à 

superfície de uma nanoesfera ou nanocápsula, ou incorporado na matriz (95). 

As NPs sólidas baseadas em metal, podem conter óxido de ferro, ouro, prata, 

entre outros. As NPs a base de ferro tem atraído atenção na última década por causa 

da sua característica superparamagnética (96), podendo ser utilizadas como 

biossensores (com apoio da ressonância magnética), sistema de entrega de fármaco 

direcionado e várias técnicas de diagnóstico e imagem (97). As NPs de ouro têm sido 

utilizadas para diagnóstico de câncer, tratamento e radioterapia, sendo consideradas 

as menos tóxicas entre as NPs sólidas (101). Já as de prata são utilizadas como 

biossensores ou em dispositivos (como curativos, revestimentos antibacterianos, 

entre outros) (102). 
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NPs à base de carbono tem como representante importante os nanotubos de 

carbono, que são fortes candidatos à diversas aplicações na área da saúde (como 

entrega de fármacos), exibindo estabilidade e maior capacidade de carregamento de 

drogas. Porém, os nanotubos de carbono apresentaram toxicidade em exposição 

crônica, devendo ser mais bem avaliados (98). 

A nanoemulsão é um sistema em que se mistura dois líquidos imiscíveis (103) 

utilizando, geralmente, surfactantes para aumentar a estabilidade. A maior limitação 

desse tipo de formulação é a instabilidade termodinâmica (se seu tamanho ultrapassar 

500 nm). Essas NPs são formadas por nanogotas de água dispersas em óleo ou 

nanogotas de óleo dispersa em água, e existem as formulações óleo-em-água-em-

óleo (o/a/o) ou água-em-óleo-em-água (a/o/a)(104). Esses sistemas têm obtido 

sucesso na liberação controlada e aumento da biodisponibilidade de compostos 

fenólicos (103). 

As NPs a base de lipídios vesiculares são chamadas de lipossomas e 

consistem em uma bicamada fosfolipídica e de colesterol, aprisionando um núcleo 

aquoso (104). Essas NPs são as mais comumente usadas, com alta eficiência de 

encapsulamento. Tais propriedades permitem a acumulação desses carreadores em 

locais específicos, podendo ser uma vantagem para tratamento de câncer (105).  

As NLS e os Carreadores Lipídicos Nanoestruturados (CLNs) também são 

NPs à base de lipídios e são semelhantes à preparação de emulsões O/A, porém 

possuem um núcleo lipídico solidificado (99). A estabilidade das NPs lipídicas pode 

ser afetada pela quantidade e tipo de lipídios, pela natureza do surfactante, pelo 

tamanho e concentração iniciais das partículas e das condições de resfriamento (103). 

As NLS apresentam como vantagens uma menor toxicidade e uma permeabilidade 

que, em teoria, seria maior por se tratar de partículas lipídicas, mas apresentam como 

limitação a baixa capacidade de carga e o escape do conteúdo encapsulado durante 

o armazenamento (106).  

Os CLNs são como uma segunda geração das NLS e foram  desenvolvidos 

para superar essas desvantagens (107). A formulação desse tipo de carreador leva 

em sua composição lipídios sólidos (gordurosos) e líquidos (óleo) à temperatura 

ambiente. Essa alteração na composição melhorou a estabilidade, diminuiu da 

expulsão do conteúdo durante o armazenamento e melhorou a capacidade da carga. 

Os efeitos observados foram consequência da mudança na matriz, que, na NLS era 
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uma estrutura de rede cristalina, e no CLN a matriz adquiriu uma estrutura menos 

cristalizada (108). 

 

 

2.9 ANÁLOGOS NATURAIS DE SOLVENTES EUTÉTICOS PROFUNDOS 

(NADES) 

 

Os solventes eutéticos profundos (DES) ou análogos naturais de solventes 

eutéticos profundos (NADES) são formados a partir da mistura de aceptores de 

ligação de hidrogênio (HBA) e doadores de ligações de hidrogênio (HBD). Essa 

conformação é comumente encontrada na natureza, como açúcares, ácidos 

orgânicos, poliálcoois e outros (109–112). Esses solventes podem ser classificados 

em quatro grupos: sal de amônio quaternário e cloreto de metal (tipo I); sal de amônio 

quaternário e hidrato de cloreto de metal (tipo II); sal de amônio quaternário e doador 

de ligação de hidrogênio (tipo III) e hidrato de cloreto de metal e doador de ligação de 

hidrogênio (tipo IV) e estão descritos no quadro 1. O DES que tem como constituinte 

o cloreto de colina (HBA), que é um sal de amônio quartenário, se classifica no tipo III 

e é o mais comumente usado com HBDs como ureia, poliálcoois, açúcares, ácidos 

orgânicos e compostos fenólicos. Podem ser chamados de NADES quando possuem 

componentes celulares abundantes (açúcares e ácidos orgânicos) (110,113). 

 

 

Quadro 1 - Resumo dos diferentes tipos de DES com fórmulas gerais e exemplos. 

Tipo Fórmula geral Termos 

Tipo II Cat+X.zMClx M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In 

Tipo II Cat+X.zMClx.yH2O M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe 

Tipo III Cat+X.Zrz Z = CONH2, COOH, OH 

Tipo IV MClx + RZ = MClx-1 +.RZ + MClx-1 - M = Al, Zn et Z = CONH2, OH 

Legenda - X. = base de Lewis; Cat+ = catião (amônio, fosfônio ou sulfônio); M = metal; RZ = molécula 
orgânica com função Z (exemplos: CONH2, COOH ou OH). 

Fonte – Adaptado de Depoorter (113). 

 

O termo “eutético” se refere à uma mistura de componentes que, nas 

proporções específicas, demonstram menor ponto de fusão, se mantendo em estado 

líquido em temperatura ambiente. O NADES foi desenvolvido com algumas 

propriedades semelhantes aos Solventes Eutéticos Profundos (DES) e aos Líquidos 

Iônicos (ILs), sendo que os três apresentam a vantagem de poder alterar sua 
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composição a depender do objetivo da aplicação, e o NADES apresenta maior 

biocompatibilidade, sendo mais sustentável. O conceito de solvente natural, que dá 

característica ao NADES, é sua capacidade de solubilizar compostos naturais, como 

flavonoides, bem como a influência de misturas eutéticas que ocorrem de forma 

natural (26). 

A utilização desse tipo de solvente surgiu como uma estratégia para a 

substituição de solventes orgânicos tóxicos, não biodegradáveis e inflamáveis 

(metanol, acetona e ácido fórmico, por exemplo) para a extração de metabólitos 

vegetais. Além de mais sustentável, quando foi comparado a solventes considerados 

mais seguros, o NADES demonstrou uma extração mais eficiente em relação à 

extração com solventes orgânicos (24). Porém, apresenta como desvantagem a alta 

viscosidade, que acaba levando a baixa difusão do metabólito alvo para o meio de 

extração. Tal problema pode ser resolvido ao adicionar água à formulação, reduzindo 

a viscosidade e a tensão superficial, aumentando a eficiência de extração (114). 

Além disso, o NADES também tem sido alvo de pesquisas relacionadas à sua 

capacidade de crioproteção e resistência à alta pressão osmótica. Essas 

características são provenientes da mistura de metabólitos como a colina, e ácidos 

orgânicos, como o ácido cítrico, formando uma fase líquida (25,26). 

Estudos já demonstram uma ação de crioproteção de culturas de células 

Jurkat ocasionado pelo NADES, em que há tanto a supressão da formação de gelo 

quanto a desidratação, melhorando a sobrevivência e a proliferação das células após 

o descongelamento (115,116).  

Dentre as aplicações investigadas para o NADES, está o direcionamento da 

entrega de fármacos, diminuindo assim os efeitos citotóxicos em células não tumorais. 

Em seu trabalho Sun et al. (117), encapsularam paclitaxel e 7-hidroxicumarina em 

carreadores sólidos líquidos poliméricos, e o sistema foi capaz de direcionar a entrega 

de fármacos por conta das ligações amida éster presentes no NADES, uma vez que 

a célula tumoral continha enzimas com a função de degradar as ligações éster e 

amida, se caracterizando como um sistema promissor. Isso demonstra as diversas 

aplicabilidades dos NADES e a possibilidade de novas técnicas de melhorias em 

sistemas de nanocarreadores com esse solvente. 
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2.10 MELANOMA 

 

O câncer é um assunto pertinente à saúde pública no Brasil por ser uma das 

enfermidades mais incidentes, tendo estimativa de 704 mil novos casos por ano para 

o triênio de 2023-2025. Dos vários tipos de câncer, o de pele é o mais frequente no 

Brasil, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no 

país, sendo apenas 3% enquadrados como melanoma. O melanoma apresenta um 

prognóstico bom se detectado em sua fase inicial, evitando a principal complicação 

que seria a metástase (27). 

O câncer de pele pode ser divido em melanoma (MM) e não melanoma 

(NMM). Esses se diferem principalmente pelo tipo de célula nos quais são 

desenvolvidos. O MM se desenvolve a partir dos melanócitos, enquanto o NMM se 

origina dos queratinócitos da epiderme. Sabe-se que um dos principais fatores que 

influenciam a formação dos dois tipos de câncer de pele é a exposição à radiação 

ultravioleta (UV), principalmente UVA, que é capaz de penetrar através da epiderme 

até a derme, e UVB, que é absorvido pela epiderme (118). 

A principal diferença da radiação UVA e UVB são as consequências geradas 

a partir da exposição. A radiação UVA gera espécies reativas de oxigênio (EROs), que 

interagem com diversos constituintes das células, como lipídios, proteínas e DNA. 

Essa interação é chamada de estresse oxidativo, que tem como consequência 

alterações celulares importantes, sendo um dos fatores relacionados à carcinogênese. 

Por esta razão, o direcionamento das terapias ao estresse oxidativo induzido por ROS, 

pode representar uma abordagem promissora no tratamento de câncer de pele 

(118,119). Enquanto isso, a exposição à radiação UVB acaba danificando diretamente 

o DNA (120).  

Os melanócitos são derivados de uma população celular originada durante a 

neurulação, que ficam localizados principalmente na camada basal da epiderme da 

pele humana, podendo ser encontrados também na úvea (camada intermediária da 

estrutura ocular), folículo piloso, epitélio da mucosa e meninges. Essa célula tem como 

principal função a síntese da melanina dentro de organelas que são chamadas de 

melanossomos. Essas organelas são transferidas por células dendríticas para os 

queratinócitos vizinhos e, uma vez dentro desses queratinócitos, elas se realocam em 

áreas perinucleares (capeamento nuclear), protegendo o DNA de danos causados 

pelos raios UV (121). 
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No processo de melanogênese e pigmentação da pele, há regulação via 

constitutiva e adaptativa, sendo a constitutiva o nível básico de pigmentação da pele, 

que varia entre diferentes grupos étnicos em razão de diversos polimorfismos 

genéticos na sinalização de melanócitos-chave e genes de síntese de pigmento (122). 

Já a pigmentação adaptativa tem como principal exemplo a pigmentação induzida por 

radiação UV (bronzeamento), mas também pode ser ativada por diversos distúrbios 

de hiperpigmentação da pele (121). 

Os melanócitos são responsáveis pela produção de duas formas de pigmento 

melanina: eumelanina preta/marrom e feomelanina vermelha/loira, que são derivadas 

da tirosina precursora. O equilíbrio entre a quantidade de feomeanina e eumelanina é 

regulado através da sinalização do receptor melanocortina-1 acoplado à proteína G 

(MC1R)(121). 

A síntese de melanina pela indução por UV a partir da via de regulação 

dependente de MC1R leva a danos no DNA dos queratinócitos, com uma subsecutiva 

estabilização do gene supressor tumoral (p53), que codifica uma fosfoproteína 

nuclear, desempenhando um papel importante no controle do ciclo celular, no reparo 

do DNA e na indução da apoptose. Além disso, há ativação transcricional direta de  

pró-opiomelanocortina (POMC), que é um precursor dos hormônios estimuladores de 

melanócitos (MSHs) e da adrenocorticotrofina (ACTH), também conhecidos como 

melanocortinas. O POMC é sintetizado principalmente na pele, hipófise e cérebro, 

passando em seguida para os corpos de Golgi, direcionado para os grânulos 

secretores, e, finalmente, processado em vários peptídeos, incluindo hormônio 

estimulante de alfa-melanócitos (α-MSH) (122,123). A α-MSH se liga, ativando o 

MC1R na superfície de melanócitos, que leva a uma cascata de ativação do 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e depois ativação do elemento de resposta 

do AMPc com ligação de proteína (CREB). Todas essas etapas desencadeiam na 

ativação transcricional mediada do fator de transcrição microftalmia (MITF) (121). 

O MTF é o principal regulador da via de síntese de melanina através da 

regulação transcricional direta de enzimas melanogênicas (PMEL, tirosinase, TRP1 e 

DCT). Outros genes, que acabam se tornando cruciais para a sobrevivência tanto dos 

melanócitos quanto do melanoma, também são regulados pelo MITF, como as 

proteínas antiapoptóticas BCL2 e BCL2A1, e o regulador do ciclo celular CDK2 

(124,125). 

https://www.google.com/search?client=opera&hs=nSo&sxsrf=AJOqlzXCduCb9qazsoru9WwBXRs8Y19YHA:1673717393609&q=pr%C3%B3+opiomelanocortina+(POMC)&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwit9MyVy8f8AhVpr5UCHR8wCR4QBSgAegQICRAB
https://www.google.com/search?client=opera&hs=nSo&sxsrf=AJOqlzXCduCb9qazsoru9WwBXRs8Y19YHA:1673717393609&q=pr%C3%B3+opiomelanocortina+(POMC)&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwit9MyVy8f8AhVpr5UCHR8wCR4QBSgAegQICRAB
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Na célula melanoma, o MITF se torna hiperativo, impulsionando a 

diferenciação, pigmentação e sobrevivência dessa célula (121). Portanto, esse 

regulador, funciona como um marcador imuno-histoquímico sensível e específico no 

melanoma (126,127). 

O termo EROs refere-se a moléculas quimicamente reativas, como ânions 

superóxidos, peróxidos e radicais hidroxila, que tem a capacidade modificar proteínas 

e moléculas de DNA, bem como alterar seu comportamento celular permanentemente 

ou temporariamente. O estresse oxidativo é causado por excesso de EROs gerado 

pelas células, que é bem difundido como um evento adverso para promover a 

tumorigênese (128). Porém, existem evidências que indicam que EROs em níveis 

adequados, em particular superóxido e peróxido de hidrogênio, também servem como 

moléculas sinalizadoras para proliferação celular, função vascular e cicatrização de 

feridas (129–131). Já níveis extremamente baixos de EROs podem permitir que as 

células sofram uma parada do ciclo celular (132,133). 

Células de câncer, incluindo células de melanoma, demonstram altos níveis 

de EROs, porém, a fonte desse tipo de molécula nessas células ainda não foi 

completamente elucidada na literatura. A principal fonte de EROs em células 

cancerosas geralmente é atribuída ao desacoplamento e disfunção mitocondria (134). 

No melanoma, a mitocôndria também pode gerar EROs via cadeia transportadora de 

elétrons (135). Estudos apontam que a mutação do DNA mitocondrial é não acontece 

com frequência em células cancerosas, portanto, é improvável que seja uma das 

principais causas de desenvolvimento de câncer e geração desse estresse oxidativo 

(136). Entende-se que o principal papel das mitocôndrias no câncer está ligado à 

regulação metabólica defeituosa, consequentemente, teoriza-se que as EROs 

geradas pelas mitocôndrias também possam participar diretamente desses processos 

(137).  

Evidências indicam que, além dessa alteração metabólica da mitocôndria, 

outros compartimentos celulares e enzimas também contribuem significativamente 

para a geração de EROs, incluindo a família NADPH Oxidase (NOX), o 

desacoplamento de óxido nítrico sintase (NOS), os peroxissomos e os melanossomos 

em células de melanoma (28). Os melanócitos e células de melanoma exibem uma 

regulação redox única, portanto, os melanossomos e a melanina podem ter um papel 

importante na oxirredução cíclica de EROs (138). 
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As NADPH oxidases são enzimas com várias subunidades. Nox1, Nox2, Nox3 

e Nox4 compartilham a subunidade comum de membrana CYBA (p22phox, citocromo 

b-245, cadeia leve do citocromo b neutrófilo) como parte de sua holoenzima, mas cada 

uma tem afinidade por subunidades citoplasmáticas diferentes. Evidências 

emergentes indicam que Nox1, Nox4, Nox5 e NCF1 podem afetar a progressão e a 

gênese do melanoma (139,140). 

Espécies reativas de nitrogênio são uma série de moléculas ativas geradas a 

partir de óxido nítrico e superóxido e participam de todos os aspectos do 

desenvolvimento do câncer. O óxido nítrico é sintetizado pela síntese do óxido nítrico 

(NOS) que consiste em três isoformas: NOS neuronal (nNOS, NOS1), NOS induzível 

(iNOS, NOS2) e NOS endotelial (eNOS, NOS3) (28). O iNOS foi bem caracterizado 

no melanoma: sua expressão promove a proliferação celular; está associado à baixa 

sobrevida; e aumenta a resistência à cisplatina (141–143).  O nNOS desempenha um 

papel na invasão e proliferação do melanoma (144–146). Já desacoplamento da 

eNOS também é uma fonte importante de superóxido no melanoma que promove a 

formação desse tipo de câncer (147).   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Encapsular o extrato de cascas de taperebá (Spondias mombim L.) do 

Cerrado a partir de formulações de micropartículas e nanopartículas, caracterizar e 

avaliar a estabilidade dessas formulações; verificar a viabilidade de células de 

melanoma murino (B16-F10) após o tratamento com o extrato nanoencapsulado. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Elaborar extrato de cascas de taperebá do Cerrado do Distrito Federal e 

caracterizar quanto aso compostos fenólicos totais e atividade antioxidante/ 

• Desenvolver micropartículas contendo o extrato; 

• Avaliar as características físico-químicas das micropartículas;  

• Avaliar a estabilidade dos polifenóis totais nas micropartículas armazenadas em 

diferentes temperaturas durante 60 dias; 

• Desenvolver nanopartículas capazes de carrearem os compostos fenólicos 

extraídos da casca de taperebá; 

• Avaliar as características físico-químicas das nanopartículas;  

• Avaliar a estabilidade coloidal das nanopartículas armazenadas em 

temperaturas diferentes durante 30 dias; 

• Avaliar a estabilidade das nanopartículas, quanto ao conteúdo de polifenóis 

totais, armazenadas em temperaturas diferentes durante 60 dias; 

• Avaliar a toxicidade in vitro das nanopartículas em células de melanoma murino 

(B16-F10) e fibroblasto murino (L929). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAIS 

 

Carbonato de sódio anidro padrão analítico foi obtido de Dinâmica, Brasil. A 

manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru) e o óleo de buriti (Mauritia flexuosa) 

foram obtidas de Amazon Oil, Brasil. Folin Ciocalteau, etanol, dimetilsulfóxido 

(DMSO), meios Roswell Park Memorial Institute (RPMI) e Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-Azino-Bis(3-

Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Acid) Diammonium Salt (ABTS), glicerol padrão 

analítico e Brij® O10 foram obtidos da Sigma, EUA. Cloreto de colina padrão analítico 

e ácido cítrico anidro padrão analítico foram obtidos de Êxodo Científica, Brasil. Soro 

fetal bovino (FBS), penicilina, estreptomicina e tripsina foram obtidos da Gibco, EUA. 

O brometo de 3-(4,5dimetiltiazol2il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) foi adquirido da 

Invitrogen, EUA. A solução salina tamponada com fosfato (PBS) foi fornecida pela 

Laborclin, Brasil. 

 

 

4.2 AMOSTRAS 

 

Os frutos de taperebá (Spondias mombin L.) foram coletados pela Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa Cerrados (CPAC)), localizada em 

Planaltina, Distrito Federal – DF (15°54′16.50″ Sul e 47°22′37.49″ Oeste, a 855 m de 

altitude). As características da área enquadram-se no bioma Cerrado, com solo 

caracterizado como Latossolo Vermelho-Escuro, textura muito argilosa, em relevo 

praticamente plano, sob Cerrado Ralo. O presente projeto está cadastrado no Sistema 

Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional 

Associado  (SISGEN) sob os números AAC830E e A002D4B. 

A coleta dos frutos foi feita quando estavam maduros. Os frutos foram 

descascados em um processo manual, e as cascas secaram naturalmente em 

temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 24 horas. 

As células de melanoma murino (B16-F10), foram cultivadas em DMEM, e os 

fibroblastos (L929), cultivados em RPMI, suplementados com FBS a 10% (v:v) e 
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solução de antibiótico a 1% (v:v). As células foram mantidas em incubadora sob 

atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 37 °C.  

 

 

4.3 ELABORAÇÃO DO ANÁLOGO NATURAL DE SOLVENTE EUTÉTICO 

PROFUNDO (NADES) 

 

O análogo natural de solvente eutético profundo (NADES) foi elaborado com 

cloreto de colina, glicerol e ácido cítrico (1:4:1), com 25% de água. A mistura foi 

aquecida a 80ºC até total dissolução dos reagentes (148). Após a concentração do 

extrato etanólico em rotaevaporador, foi realizada a dissolução do extrato concentrado 

utilizando-se o NADES preparado. 

 

 

4.4 QUANTIFICAÇÃO DE FENÓLICOS TOTAIS E DA ATIVIDADE 

ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE CASCA DE TAPEREBÁ 

 

O extrato das cascas de taperebá (Spondias mombin L.) foi elaborado 

conforme a metodologia descrita por Cabral et al. (6) com adaptações. O etanol foi 

adicionado às cascas de taperebá, na proporção de 1:2 (peso casca fresca/solvente), 

e colocados para maceração durante sete dias sob refrigeração e ao abrigo da luz. 

Após isso o extrato foi filtrado e armazenado em frasco âmbar, sob refrigeração. Esse 

extrato foi utilizado para todas as análises posteriores. 

Para a formulação das NPs o extrato etanólico de cascas de taperebá foi 

preparado previamente, para a eliminação do solvente, em rotaevaporador (Rotavapor 

RII, Buchi®) à 40 ºC, 25 mbar por 30 minutos. O produto desse processamento foi 

utilizado puro e, também, diluído em NADES para a confecção das NPs. 

A quantificação dos compostos fenólicos do extrato foi realizada através de 

análise espectrofotométrica, sendo avaliada a partir do método de Folin-Ciocalteau. 

Os cálculos foram feitos segundo a curva padrão de ácido gálico e os resultados foram 

expressos em equivalente de ácido gálico (EAG) por 100g da casca do taperebá (149). 

Foi realizada a avaliação da atividade antioxidante in vitro do extrato através 

da avaliação de captura de radicais livres DPPH (150) e ABTS (151). Os resultados 
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foram expressos como equivalentes Trolox (mM TEAC/g de casca) e calculados a 

partir de uma curva padrão. 

 

 

4.5 OBTENÇÃO DA MICROPARTÍCULA (MP) DE QUITOSANA CONTENDO 

EXTRATO DE TAPEREBÁ 

 

A microencapsulação do extrato de taperebá com quitosana foi realizada por 

meio de spray drying (Labmaq, modelo MSD 1.0) de acordo com o método de Cabral 

et al. (6). O extrato foi incorporado na proporção de 4:1 (quitosana:extrato seco) e a 

mistura final (16 g da quitosana foi dissolvida em 800 mL da solução aquosa a 1% de 

ácido acético e 4,7 g de extrato seco) foi submetida ao spray dryer com as seguintes 

configurações: vazão de 7 ml/minuto, bico atomizador pressurizado de 1,0 mm de 

diâmetro, ar de atomização a 30 L/minuto, fluxo de ar quente de secagem de 4,5 m³, 

temperatura de entrada do ar de 140 ºC e de saída do ar de 99 ºC.  As micropartículas 

(MPs) foram então caracterizadas e submetidas ao estudo de estabilidade de 

polifenóis totais durante o armazenamento. 

 

 

4.5.1 Caracterização das micropartículas (MPs) contendo extrato de taperebá 

 

4.5.1.1 Eficiência de encapsulação das micropartículas (MPs) 

 

A quantidade de polifenóis totais encapsulados nas MPs de quitosana foram 

avaliadas a partir do método de Folin-Ciocalteau (149) adaptado por Cabral et al. (6)  

com as seguintes alterações: as MPs foram deixadas 24 horas sob agitação em uma 

solução de ácido acético a 1%. Antes da leitura espectrofotométrica (760 nm), as 

amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 4000 rpm (Hettich Zentrifugen, 

modelo EBA 20). O cálculo foi feito segundo a equação 1: 

 

𝐸𝐸% =  (𝑄𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 / 𝑄𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎) 𝑥 100                            (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1) 

 

EE% é a eficiência de encapsulação de compostos fenólicos na MP, Qobtida é a 

concentração de polifenóis totais presente dentro das MPs após o processamento e 
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Qteórica é a concentração de polifenóis totais que foi adicionado para o 

processamento. 

 

 

4.5.1.2 Morfologia das Micropartículas (MPs) 

 

Fotomicrografias foram obtidas para a análise morfológica e a visualização do 

tamanho das MPs, utilizando o microscópio eletrônico de varredura (MEV Jeol JSM-

7000F), utilizando o detector de espectroscopia de raios X dispersiva de comprimento 

de onda Oxford a uma voltagem de 15 kV, com aproximadamente 10 mg da amostra 

previamente metalizada com ouro. A amostra foi analisada em aumentos de 1000 a 

5000 vezes (152). 

 

 

4.5.2 Estudo de estabilidade das micropartículas (MPs) 

 

As MPs foram avaliadas nos dias 1, 7, 14, 30 e 60 dias após a elaboração 

quanto ao teor de polifenóis totais em diferentes condições de estocagem: ambiente 

(25 ± 3 °C), refrigerada (4 ± 2 °C) e temperatura estressante na câmara climática (40 

ºC, 70% de umidade), e sob o abrigo da luz. Para a análise utilizou-se o método de 

Folin-Ciocalteau (149) com as adaptações descritas anteriormente (6). 

 

 

4.6 OBTENÇÃO DO CARREADOR LIPÍDICO NANOESTUTURADO (CLN)  

 

4.6.1 Formulações de Carreadores Lipídicos Nanoestruturados (CLNs) a 

partir de análise das variáveis em diferentes proporções 

 

As proporções testadas inicialmente para a formulação de carreadores 

lipídicos nanoestruturados (CLNs) foram baseadas no trabalho de Ganassin et al. 

(153). O método inicial utilizava a proporção de 1:1 de manteiga de murumuru e com 

Compritol ATO 888 (7,5:2,5 p/p) para uma mistura de surfactantes, Span20 e 

Tween80 (2:8 p/p). Após a fusão da fase orgânica (~75 °C), o princípio ativo foi 

adicionado, e em seguida foram acrescidos 40 ml de água à 65 °C, elevando-se a 



47 

temperatura acima do ponto de turvação para 91 °C, mantido sob agitação por 30 

minutos, deixando resfriar em temperatura ambiente. Silva (154) adaptou a 

metodologia de Ganassin et al. (153) após o teste de diversas proporções, com 

diferentes manteigas, utilizando outro surfactante (Brij® O10), chegando à seguinte 

formulação: o lipídio natural e o surfactante foram misturados a 60 °C, numa proporção 

de 2:1, sob agitação magnética (350 RPM) por 5 minutos. Em seguida, foi acrescida 

água a essa mistura (1:10, p:v), e então aquecida a 81 ºC. Após chegar à temperatura 

de 81 °C, a emulsão foi rapidamente resfriada em banho de gelo (0 °C) para solidificar 

a matriz lipídica e formar o CLN com o princípio ativo. 

Com objetivo de se obter uma formulação otimizada capaz de nanoencapsular 

os compostos fenólicos obtidos da casca de taperebá foram testadas diferentes 

proporções de surfactante e lipídios, em diferentes temperaturas, a partir da 

metodologia de Silva (154). Inicialmente foram preparadas formulações para 

padronização de cada componente (fase oleosa e aquosa), variando as proporções 

de manteiga de murumuru (fase lipídica), óleo de buriti (fase lipídica) e surfactante 

(tabelas 1 e 2). 

 

 

Tabela 1 - Composição das formulações para o preparo dos carreadores lipídicos 
nanoestuturados (CLNs) pela técnica de temperatura de inversão de fase (PIT) em 
diferentes proporções de lipídios. 

Formulações 
Murumuru 

(%) 
Óleo de 

buriti (%) Surfactate 
Fase sólida 

(%) 
Fase 

aquosa (%) 

F1 3,8 0 2,1 5,9 94,1 

F2 3,6 0,2 2,1 5,9 94,1 

F3 3,3 0,5 2,1 5,9 94,1 

F4 3,1 0,7 2,1 5,9 94,1 

F5 2,9 0,9 2,1 5,9 94,1 

Fonte - Elaborado pelo autor 
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Tabela 2 - Composição das formulações para o preparo dos carreadores lipídicos 
nanoestuturados (CLNs) pela técnica de temperatura de inversão de fase (PIT) em 
diferentes proporções de surfactante. 

Formulações 
Murumuru 

(%) 
Óleo de 

buriti (%) Surfactante 
Fase 

sólida (%) 
Fase 

aquosa (%) 

F6 3,6 0,2 1,2 5 95,0 

F7 3,6 0,2 1,8 5,5 94,5 

*F2 3,6 0,2 2,1 5,9 94,1 

F8 3,6 0,2 2,6 6,4 93,6 

F9 3,6 0,2 3,1 6,9 93,1 

Nota: *F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na tabela 1. 

Fonte - Elaborado pelo autor. 

 

Para a adição do extrato à formulação sem NADES, não foi possível a 

dissolução em água, sendo necessária adição direto na fase orgânica (lipídios e 

surfactante). Para a formulação com NADES, o extrato foi diluído no NADES em uma 

proporção de 1:6 (p:v), e adicionado à fase orgânica (após fusão da manteiga).  

Após escolha da formulação mais adequada, considerando índice de 

polidispersão (PDI) >0,25 (155), e avaliação do tamanho (91), foram testadas 

diferentes proporções do extrato rotaevaporado (tabela 3) e com diferentes volumes 

após diluição em NADES (tabela 4). A F2 foi a formulação utilizada para os testes de 

análise da quantidade de extrato e volume de extrato dissolvido em NADES a serem 

utilizados. 

 

 

Tabela 3 - Formulações contendo diferentes concentrações de extrato após 
concentração em rotaevaporador. 

Formulações 
Extrato 

(mg/g CLN) 

F2.1 12 

F2.2 30 

F2.3 48 

F2.4 60 

F2.5 76 

Nota - F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na tabela 1. 

Fonte - Elaborado pelo autor. 
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Tabela 4 - Formulações com diferentes volumes de NADES contendo extrato após 
concentração em rotaevaporador. 

Formulações NADES 
(mL) 

Extrato 
(mg/g CLN) 

F2.6 1,5 6,0 

F2.7 5,0 19,8 

F2.8 8,5 33,8 

Nota - F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na tabela 1. 

Fonte - Elaborado pelo autor. 

 

Todas as formulações, foram avaliadas em relação separação de fase após 

observação macroscópica da emulsão. Após escolha das formulações mais 

adequadas em relação à quantidade de extrato e NADES, considerando índice de 

polidispersão (PDI) abaixo de 0,25 (155), e avaliação do tamanho (91) dos CLNs, a 

partir do espalhamento de luz dinâmico (Zetasizer, Malvern Panalytical), após 

formulação em diferentes temperaturas (70, 75 e 80 ºC), para otimização do processo. 

As formulações que apresentam os melhores resultados nesses critérios de avaliação 

foram avaliadas conforme eficiência de encapsulação (EE%), avaliação das 

propriedades coloidais, análise térmica diferencial, análise termogravimétrica, estudo 

de estabilidade coloidal e estudo de estabilidade dos polifenóis. As formulações 

escolhidas para os demais testes estão representadas no esquema 1. 

 

 



50 

Esquema 1 - Formulações escolhidas e formulações utilizadas para demais 
avaliações. 

 

Fonte – Elaborado pelo autor. 

 

 

4.6.2 Caracterização dos carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) 

 

4.6.2.1 Eficiência da encapsulação das nanopartículas (NPs) 

 

Após a padronização dos CLNs, estes foram submetidas a quantificação 

fenólica e a eficácia do processo foi calculado como porcentagem (6), segundo a 

equação 1: 

 

𝐸𝐸% =  (𝑄𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑎 / 𝑄𝑡𝑒ó𝑟𝑖𝑐𝑎) 𝑥 100                            (𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 1) 

 

onde EE% é a eficiência de encapsulação de compostos fenólicos na nanopartícula, 

Qobtida é a quantidade de polifenóis totais presente após o nanoencapsulação e 

Qteórica é a quantidade de polifenóis totais que foi adicionado. 

 

 

Formulações com 
diferentes 

proporções de 
lipídios

Formulação F2 Branca: BRA

Formulações com 
diferentes 

proporções de 
surfactante

Formulação F2 Branca: BRA

Formulações com 
diferentes 

proporções de 
extrato

Formulação F2.5
Carreador com 

extrato sem 
NADES: ESN

Formulações com 
diferentes 

proporções de 
extrato + NADES

Formulação F2.6
Carreador com 

extrato com 
NADES: ECN

Outras 
formulações

Branca sem 
buriti: BSB

Branca com 
NADES: BCN
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4.6.2.2 Avaliação de propriedades coloidais 

 

A técnica de Espalhamento de Luz Dinâmico (Dynamic Light Scattering, ou 

DLS), foi empregada para determinar a média dos diâmetros das partículas e a 

dispersão das formulações de CLNS escolhidos, utilizando a proporção de 1:10 (v/v) 

em água destilada, e os resultados expressos como uma média de triplicatas 

utilizando o ZetaSizer (Nano ZS®, Malvern Instruments, Malvern, UK) a 25 °C. 

Os valores do potencial Zeta (mV) das CLNs selecionados foram 

determinados utilizando o equipamento ZetaSizer (Nano ZS®, Malvern Instruments, 

Malvern, UK) a 25 °C. As formulações foram adicionadas em água destilada na 

proporção de 1:10 (v/v). 

 

 

4.6.2.3 Morfologia das Nanopartículas (NPs) 

 

A morfologia das CLNs foi avaliada por microscopia eletrônica de transmissão 

(MET) utilizando o equipamento JEOL® 1011 (Tóquio, Japão), o qual foi operado com 

tensão de aceleração de 100 kV. As suspensões foram diluídas 1:10 (v:v) com água 

Milli-Q® e depositadas diretamente em grades revestidas com carbono usadas para 

observação das amostras usando um contraste Osmiun. O microscópio foi operado 

no modo campo claro com ampliação acima de 10.000 vezes (156). 

 

4.6.2.4 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) e Análise termogravimétrica 

(TGA) 

 

A avaliação de propriedades físico-químicas e a estabilidade termodinâmica 

dos CLNs foram feitas a partir da calorimetria de varredura diferencial (DSC) e Análise 

termogravimétrica (TGA). Os CLNs que apresentaram os melhores resultados de PDI 

e tamanho foram avaliados. Para a avaliação das contribuições da manteiga de 

murumuru, esse material foi avaliado sozinho. Para avaliação da influência do óleo de 

buriti na formulação, foi avaliado o CLN com manteiga e surfactante (BSB), e outro 

CLN com manteiga, surfactante e óleo de buriti (BRA). Para a avaliação das 

contribuições do NADES sem o extrato, um CLN com manteiga de murumuru, 
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surfactante, óleo de buriti e NADES foi analisada (BCN). Além do CLN com extrato 

dissolvido no NADES (ECN) e CLN com extrato sem NADES (ESN), foi avaliado 

também o extrato liofilizado puro. O fluxo de gás nitrogênio utilizado foi de 50 ml/min, 

com temperatura de início de 30 ºC e final de 600 ºC. As amostras foram previamente 

liofilizadas (Liofilizador L101 Liotop, LABIOM) e analisadas em panelas de alumínio 

herméticas, utilizando aproximadamente 10 mg de material (DTG-60, Shimadzu). 

 

 

4.6.2.5 Estudo da estabilidade coloidal das formulações 

 

As formulações de CLNs sem NADES e sem extrato (BRA), com NADES e 

sem extrato (BCN), com NADES e com extrato (ECN), sem NADES e com extrato 

(ESN) foram submetidas ao estudo da estabilidade coloidal das formulações, com 

avaliação do potencial hidrogeniônico (pH) a 25 ºC (pHmetro DM-22, Digimed), além 

do diâmetro das partículas, a polidispersão e o potencial zeta a 25 ºC (Nano ZS®, 

Malvern Instruments, Malvern, UK), ao longo do tempo. Tais parâmetros foram 

avaliados no dia da formulação, após 24 horas, e posteriormente, após 7, 15 e 30 dias 

em diferentes condições de temperatura: temperatura ambiente (25 ºC), alta 

temperatura (37 ºC), refrigerado (-4 ºC) e congelado (-20 ºC). 

 

 

 

4.6.3 Estudo da estabilidade dos polifenóis totais contidos nos Carreadores 

Lipídicos Nanoestruturados (CLNs) 

 

As formulações de CLN com extrato dissolvido no NADES e não dissolvido no 

NADES foram submetidas ao estudo da estabilidade de concentração de polifenóis 

totais a partir da análise espectrofotométrica, sendo avaliada a partir do método de 

Folin-Ciocalteau (6) com adaptações. As nanoestruturas foram adicionadas à água 

destilada (100 uL em 3900mL). Após a adição dos reagentes (Folin-Ciocalteau e 

carbonato de sódio 20%), foi possível observar a precipitação dos lipídios. Após 45 

minutos, foram centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos, sendo retirado 1 mL do 

sobrenadante e centrifugado novamente por 5 minutos. O sobrenadante foi avaliado 

no espectrofotômetro (U-3900H, Hitachi) a 750 nm.  
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A estabilidade dos compostos fenólicos foi realizada no dia da formulação (dia 

0), e posteriormente após 7, 15 e 30 dias (dias 7, 15 e 30). As amostras foram 

armazenadas em diferentes temperaturas de armazenamento: ambiente (25 ºC), alta 

(37 ºC), refrigerada (-4 ºC) e congelada (-20 ºC).  

 

 

4.6.4 Viabilidade de células de melanoma (B16-F10) e fibroblastos (L929) 

 

As linhagens celulares escolhidas foram fibroblasto murino (L929), como 

modelo não tumoral, juntamente com a B16-F10, como modelo de célula tumoral. As 

células foram cultivadas em incubadora úmida à 37 °C com 5% de CO2, de acordo 

com a recomendação da American Type Culture Collection (ATCC). 

Foi feito o ensaio do brometo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5- 

difeniltetrazolium (MTT) (157), para analisar a viabilidade celular no grupo controle e 

nos grupos experimentais a seguir: (1) Grupo com os CLNs sem extrato; (2) Grupo 

com os CLNs sem extrato com NADES; (3) Grupo com os CLNs com extrato; (4) 

Grupo com os CLNs com extrato dissolvido em NADES; (5) Grupo com os 

nanopartículas sem extrato e sem buriti; (6) Grupo com extrato dissolo que vc 

observou ao favido em NADES; (7) Grupo com NADES. As concentrações utilizadas 

foram: 0,002 mg/mL; 0,008 mg/mL; 0,040 mg/mL; 0,200 mg/mL; 1,000 mg/mL 5,002 

mg/mL e 25,008 mg/mL (mg de CLN/mL). 

As linhagens celulares foram plaqueadas em placas de 96 poços e o 

tratamento foi de 24h. Em todos os grupos, após os tempos, o tratamento foi retirado 

e foi acrescentado 150 μL da solução de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) e 

incubado por 4 horas a 37ºC. Após incubação, esta solução foi retirada e foram 

adicionados 200 μL de DMSO para a dissolução dos cristais de formazan. As placas 

foram lidas no espectrofotômetro Spectramax M5 (Molecular Devices – USA), 

utilizando comprimento de onda de 595 nm, com o auxílio do programa SoftMax Pro 

(Molecular Devices).  
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Fonte – Elaborado pelo autor. 

 

 

4.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

A quantificação de fenólicos totais, da atividade antioxidante e a eficiência de 

encapsulação das micropartículas do extrato de casca de taperebá foram calculados 

a partir de uma curva padrão e os resultados foram expressos como uma média de 

triplicatas e desvio padrão. A estabilidade dos polifenóis encapsulados em 

micropartículas de quitosana foram realizadas em triplicata. ANOVA, Análise de 

Correlação e Teste Tukey HSD foram realizados no programa STATISTICA 10.0. 

admitindo nível de significância de 5% (p < 0,05). 

Os resultados da formulação e estabilidade dos CLNs foram expressos como 

uma média de triplicatas e desvio padrão. O ensaio de MTT foi realizado em 

quadruplicata e em três independentes experimentos. Os resultados obtidos foram 

analisados em programa Graphpad Prism 5.0 submetidos a testes específicos com 

confiança estatística de 95%. Foi utilizado o teste de Anova Two Way. As formulações 

escolhidas para os cada teste estão representadas no esquema 1. 

 

 

 

 

Temperaturas 
(70, 75 e 80°

C)

BRA

BCN

ESN

ECN

Características 
coloidais

BRA

BCN

ESN

ECN

Morfologia

ESN

ECN

DTA e TGA

Extrato 
liofilizado

Manteiga de 
murumuru

BSB

BRA

BCN

ESN

ECN

Estabilidade 
coloidal

BRA

BCN

ESN

ECN

Estabilidade 
dos polifenóis 
encapsulados

ECN

ESN

Viabilidade 
decélulas de 
melanoma

Extrato 
liofilizado

Manteiga de 
murumuru

BSB

BRA

BCN

ESN

ECN

Esquema 2 - Formulações e materiais utilizados em cada análise. 



55 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DO EXTRATO DE CASCA DE TAPEREBÁ 

 

Os compostos bioativos estão presentes naturalmente em diversas partes de 

produtos vegetais, tais como sementes, polpas, cascas, dentre outros, e podem 

compreender compostos com diversas características químicas, distribuição na 

natureza e quantidade existente (32). Esses compostos são responsáveis pela 

bioatividade dos produtos, que pode ser definida como a capacidade de exibir um 

efeito biológico, gerando benefício à saúde. Dentre essas substâncias destacam-se 

os compostos fenólicos (46), que são utilizados pelas plantas como parte do 

mecanismo de defesa, principalmente por conta de sua atividade antioxidante (158). 

Alguns trabalhos têm demonstrado um alto teor desses bioativos em frutas 

tropicais (6,10). Como um representante desse grupo de interesse está o taperebá. 

Nosso trabalho encontrou valores de polifenóis totais no extrato etanólico das cascas 

do taperebá de ~550 mg de equivalentes de ácido gálico (EAG) por 100 g de casca 

fresca, os quais foram utilizados tanto para o desenvolvimento das microcápsulas e 

das nanoestruturas lipídicas.  

Embora sejam valores considerados significativos, poucos estudos foram 

encontrados sobre a casca desse fruto. Para além da casca, essa fruta possui 

polifenóis em sua polpa (712,72 ± 8,71 µg/g da polpa seca) (10). Aniceto et al. (40) 

constatou que o taperebá apresentou altos valores de PT na polpa congelada (~1300 

mg EAG/100 g).  

A avaliação da atividade antioxidante do extrato de taperebá foi medida a 

partir do método de DPPH e ABTS, em que foi revelado uma capacidade antioxidante 

de 51,62 ± 1,27 µMTEAC/g de casca para DPPH e 98,57 ± 2,49 µMTEAC/g de casca 

para ABTS. Da Silva et al. (159) revelaram a capacidade antioxidante para Spondias 

mombin L., que, quando comparado ao potencial antioxidante do ácido elágico e da 

quercetina isolados (compostos fenólicos presentes nessas espécies), a atividade 

antioxidante foi maior, demonstrando o poder de sequestro de radicais livre dos 

polifenóis do extrato. 

A atividade antioxidante das polpas de murici (Byrsonima crassifolia (L.) 

Kunth) e taperebá foi de ~52,94% e ~74,14%, respectivamente para o DPPH e ~79 

µMTEAC/g e ~188 µMTEAC/g para o ABTS, demonstrando alto poder antioxidante do 
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taperebá (40). Os resultados obtidos para a polpa do taperebá (40) foram maiores do 

que o obtido no presente estudo para a casca. 

A atividade antioxidante dos compostos fenólicos pode ser relevante para 

tratamento de doenças que envolvem os danos que radicais livres podem causar no 

organismo, que, em altas concentrações, podem danificar vários tipos de 

biomoléculas (160). Essa atividade dos compostos fenólicos é resultado da 

estabilização e deslocamento de elétrons desemparelhados que o anel fenólico 

promove, conferindo capacidade antioxidante, porém não é seu único mecanismo de 

proteção (161). 

 

 

5.2 MICROENCAPSULAÇÃO DO EXTRATO DA CASCA DE TAPEREBÁ 

 

5.2.1 Caracterização de micropartículas (MPs) de quitosana contendo extrato 

de taperebá 

 

A eficiência de encapsulação do extrato etanólico da casca de taperebá com 

a quitosana foi de 55,4%, sendo o teor de polifenóis igual a 149,59 ± 4,3 mg EAG/g 

de micropartícula. É considerado um resultado interessante, uma vez que os 

compostos fenólicos apresentam sensibilidade térmica (58), e o método de spray 

drying utiliza de altas temperaturas na pulverização de materiais. Esse resultado 

demonstrou que as micropartículas foram capazes de encapsular o extrato.  

Em relação à eficiência de encapsulação, Cabral et al. (6) obtiveram um 

resultado de ~90% na microencapsulação do extrato de jabuticaba, a partir de 

pulverização. Essa diferença observada entre a eficiência de encapsulação pode ser 

relacionada a composição e quantidade de polifenóis distinta dos extratos. 

 



57 

 

Fonte - imagem autoral. 

 

A formação e morfologia das micropartículas, avaliada a partir do MEV (figura 

8), demonstrou o formato de esferas de tamanhos variados com superfície enrugada 

ou lisa. Na microencapsulação do extrato de jabuticaba, Cabral et al. (6) encontraram 

uma morfologia semelhante das microcápsulas de quitosana, que demonstraram uma 

superfície lisa, de diferentes tamanhos. Esse estudo também descreveu a morfologia 

da microcápsula sem extrato, que demonstrou um aspecto enrugado, indicando a 

interação entre o polímero e o extrato quando encapsulado. Desai et al. (162) 

identificaram o mesmo padrão de morfologia para a microencapsulação por 

pulverização de extrato fenólico de pétalas de açafrão (Crocus Sativus L.), com 

maltodextrina como polímero. 

 

 

5.2.2 Ensaio de estabilidade Polifenóis Totais nas Micropartículas (MPs) 

 

Os resultados obtidos com a estabilidade dos polifenóis totais 

microencapsulados e extrato liofilizado podem ser observados na figura 9. O 

Figura 8 - Fotomicrografia obtida por microscopia eletrônica de varredura em um 
aumento de 5.500 vezes para as MPs contendo extrato de casca de taperebá. 
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microencapsulamento foi capaz de proteger o conteúdo com compostos fenólicos em 

todas as temperaturas de armazenamento, durante 60 dias de estudo. 

 

 

Figura 9 - Teor total de polifenóis das amostras submetidas a diferentes temperaturas 
ao longo de 60 dias. 
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Legenda - (A) Temperatura refrigerada ~2–6 °C; (B) Temperatura ambiente ~25 °C; (C) Temperatura 
de estresse térmico ~40 °C. Letras diferentes em cada gráfico representam diferenças estatisticamente 
significativas (p 0,05) de acordo com o Tukey. 

Fonte - imagens autorais. 

 

O armazenamento por 60 dias em temperatura ambiente resultou na retenção 

de polifenóis nas micropartículas de ~65%, enquanto em temperatura estressante a 

retenção foi de ~60%. Após 60 dias de armazenamento em temperatura refrigerada, 

as micropartículas obtiveram retenção de ~75%, enquanto o extrato liofilizado teve a 

perda de ~55% da concentração de polifenóis totais. Isso demonstra o efeito da 

temperatura na degradação dos compostos fenólicos. 

A retenção de polifenóis totais da casca da jabuticaba (Plinia cauliflora) em 

micropartículas de quitosana também foi maior do que quando comparada ao extrato 

liofilizado. Esse estudo também evidenciou a influência da temperatura na estocagem 

de polifenóis, demonstrando retenção de 75% na temperatura estressante após 30 

dias, e de 100% na temperatura refrigerada após 60 dias (6). 

A estabilidade térmica de micropartículas de maltodextrina contendo o extrato 

de Antidesma punculatum Mig. também demonstrou maior retenção quando 

refrigerada após 30 dias, com ~90% de retenção a 4 °C e ~50% a 45 °C (p≤0,05) 

(163). Mais estudos são necessários para a melhor compreensão de como outras 
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variáveis podem influenciar na estabilidade desse tipo de composto durante o período 

de armazenamento. 

Portanto, o método de aprisionamento de compostos fenólicos extraídos de 

fontes naturais pode ser uma tecnologia útil ao levar em conta a susceptibilidade a 

fatores externos, por serem substâncias instáveis (56), aumentando a estabilidade e 

por consequência a possibilidade de novas aplicações (6,164).   

 

 

5.3 FORMULAÇÃO DE CARREADOR LIPÍDICO NANOESTRUTURADO (CLN) A 

PARTIR DE ANÁLISE DAS VARIÁVEIS EM DIFERENTES PROPORÇÕES 

 

Previamente aos testes de formulação dos CLNs, foi realizada a dissolução 

do extrato concentrado em rotaevaporador, no solvente NADES, com a intenção de 

tornar o processo de encapsulação mais prático, pois o extrato forma um material de 

difícil dissolução/solubilização após concentração em rotaevaporador. Como já 

descrito em literatura, os NADES podem ser capazes de solubilizar compostos 

fenólicos provenientes de extratos naturais (26). 

Silva et al. (148) testaram diferentes misturas na intenção de constituir um 

NADES capaz de extrair antocianinas de blueberry, sem a necessidade de solventes 

tóxicos. Dessa forma, chegaram a uma formulação ternária de cloreto de colina (HBA), 

glicerol (HBD) e ácido cítrico (HBD), chegando a uma extração mais eficiente do que 

quando utilizado um solvente tóxico. Essa mistura se enquadra na classificação de 

DES tipo III e pode ser chamado de NADES por conta da grande quantidade de 

glicerol (113). Apesar do sucesso de dissolução do extrato com NADES, mais estudos 

são necessários para determinar a formação desse solvente e a forma com que ele 

interage com o extrato.  

Além disso, as formulações foram avaliadas tanto com extrato dissolvido no 

NADES quanto sem a dissolução, em razão da falta de trabalhos que utilizam esse 

solvente com compostos fenólicos encapsulados, para entender melhor a influência 

dessa mistura à formulação. 

As diferentes formulações de CLNs foram avaliadas conforme análise 

macroscópica e as características coloidais (apresentadas nas tabelas 5 a 7), 

conforme os diferentes fatores que foram alterados (quantidade de lipídeos, 

surfactante, extrato e NADES com extrato). As características coloidais avaliadas 
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foram o índice de polidispersão (PDI) e tamanho (nm). O PDI se refere à 

homogeneidade em que estão distribuídos os tamanhos das nanopartículas, podendo 

variar de 0 a 1 (quanto mais próximo a zero, mais homogêneo é a distribuição de 

tamanho). Já o tamanho dos CLNs é a medida do diâmetro hidrodinâmico, tendo como 

unidade de medida o nanômetro (165). 

 

 

Tabela 5 - Características coloidais das formulações de carreadores lipídicos 
nanoestruturados (CLN) com diferentes proporções de lipídios, relacionadas ao índice 
de polidispersão (PDI) e diâmetro hidrodinâmico (DH). 

Formulações 
Murumuru 

(%) 
Óleo de 

buriti (%) PDI 
Tamanho 

(nm) 

F1 3,8 0 0,13 ± 0,02 44,81 ± 0,28 

F2 3,6 0,2 0,14 ± 0,02 48,80 ± 0,38 

F3 3,3 0,5 0,14 ± 0,02 49,04 ± 0,43 

F4 3,1 0,7 0,15 ± 0,01 51,41 ± 0,07 

F5 2,9 0,9 0,19 ± 0,01 53,51 ± 0,38 

Resultados expressos como uma média de triplicatas e desvio padrão. 

Fonte - Elaborado pelos autores. 

 

Após avaliação das características coloidais dos CLNs com diferentes 

proporções de lipídios (tabela 5), foi observado um valor de PDI dentro do esperado, 

sem muita variação de tamanho, para todas as formulações. Porém, na avaliação 

macroscópica, apenas as formulações F1 e F2 não demonstraram separação de fases 

(tabela 6). Assim, a F2 foi a formulação selecionada para a continuidade do trabalho 

(CLN com lipídios em fase sólida e líquida). Os CLNs que são constituídos por lipídios 

nas fases sólida e líquida podem ter um poder de aprisionamento e liberação de ativos 

mais controlados do que as nanopartícuas lipídicas sólidas (NLSs), devido ao maior 

grau de imperfeição cristalina (23). 

 

 

Tabela 6 - Alterações macroscópicas identificadas nas formulações. 

 

Fonte - Elaborado pelos autores. 

Formulação Alteração macroscópica 

F1 Emulsão homogênea 

F2 Emulsão homogênea 

F3 Emulsão heterogênea (separação de fases) 

F4 Emulsão heterogênea (separação de fases) 

F5 Emulsão heterogênea (separação de fases) 
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Após a otimização da proporção de lipídios, foram realizados testes para a 

verificação da quantidade de surfactante mais adequada a ser utilizada na formulação, 

com a intenção de se adicionar a menor quantidade possível, visando a não toxicidade 

(155) e um valor de PDI dentro <0,25)(166). Tanto a composição como os resultados 

das formulações podem ser verificados na tabela 7, onde observa-se que a 

formulação F2 foi a mais adequada. Verificou-se que quanto menor a quantidade de 

surfactante, maior o tamanho de partícula e maior a heterogeneidade do tamanho de 

partícula. 

 

 

Tabela 7 - Características coloidais das formulações de CLN com diferentes 
proporções de surfactante, relacionadas ao índice de polidispersão (PDI) e diâmetro 
hidrodinâmico (nm). 

Formulações 
Surfactante 

(%) Lipídios (%) PDI 
Tamanho 

(nm) 

F6 1,2 3,8 0,38 ± 0,96 269,27 ± 0,96 

F7 1,7 3,8 0,36 ± 0,01 76,07 ± 0,22 

*F2 2,1 3,6 0,14 ± 0,02 49,04 ± 0,43 

F8 2,6 3,1 0,11 ± 0,05 37,05 ± 0,48 

F9 3,1 2,9 0,08 ± 0,01 32,4 ± 0,30 

Nota – F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na tabela 1; Resultados 
expressos como uma média de triplicatas e desvio padrão. 

Fonte - Elaborado pelo autor. 

 

A escolha do surfactante utilizado para o presente estudo foi realizada 

utilizando-se o método descrito por Silva (154), com as alterações necessárias para a 

encapsulação do extrato de taperebá e otimização para formação de CLNs (adição do 

óleo de buriti). O Brij® O10 foi o escolhido por ser um surfactante com característica 

de carga neutra (não iônico), geralmente utilizado na administração transdérmica de 

fármacos, com baixo potencial de irritação, que, levando-se em consideração o tipo 

de câncer estudado no presente estudo (melanoma), são características interessantes 

(155). 
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Tabela 8 - Características coloidais das formulações de CLN com diferentes 

proporções de extrato, relacionadas ao índice de polidispersão (PDI) e diâmetro 

hidrodinâmico (DH). 

Formulações 
Extrato 

(mg/g CLN) PDI Tamanho 

F2.1 13,81 0,25 ± 0,01 89,85 ± 0,41 

F2.2 29,13 0,38 ± 0,01 98,79 ± 0,45 

F2.3 45,80 0,18 ± 0,02 142,93 ± 2,46 

F2.4 56,60 0,24 ± 0,02 199,83 ± 0,80 

F2.5 70,63 0,23 ± 0,01 167,30 ± 2,87 

Nota – F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na tabela 1; Resultados 
expressos como uma média de triplicatas e desvio padrão. 

Fonte - Elaborado pelo autor. 

 

De acordo com os valores apresentados na tabela 8, verificou-se um aumento 

do PDI e do tamanho, mas não foi possível encontrar um padrão de quantidade de 

extrato. Portanto, para os demais testes, foi escolhida a formulação com PDI em valor 

abaixo de 0,25 contendo a maior quantidade possível de extrato (F2.5). 

Tendo em vista que estudos já descreveram seu poder de crioproteção em 

culturas de células, e sua natureza menos tóxica do que outros solventes (25,26), essa 

formulação poderia ser útil para a crioproteção de nanopartículas e do conteúdo 

encapsulado, caso houvesse a necessidade de liofilização para aplicações futuras. 

 

 

Tabela 9 - Características coloidais das formulações de CLN com diferentes 
quantidades de extrato e NADES, relacionadas ao índice de polidispersão (PDI) e 
diâmetro hidrodinâmico (DH). 

Formulações Nades (mL) 
Extrato 

(mg/g CLN) PDI Tamanho 

F2.6 1.5 92,59 0,21 ± 0,03 242,63 ± 3,69 

F2.7 5,0 308,64 0,28 ± 0,01 124,00 ± 1,10 

F2.8 8,5 493,83 0,27 ± 0,02 150,00 ± 0,17 

Nota – F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na tabela 1; Resultados 
expressos como uma média de triplicatas e desvio padrão. 

Fonte - Elaborado pelo autor. 

 

Com o objetivo de adicionar NADES à formulação, foi utilizada uma 

formulação base, que foi testada quanto ao PDI e tamanho anteriormente (F2), 

alterando apenas o volume de NADES com extrato, para obtenção da formulação de 

CLN otimizado (tabela 9). 
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A partir do PDI e tamanho da nanopartícula, foi selecionada a formulação com 

a quantidade de 1,5 mL (F2.6), que foi a formulação com menor heterogeneidade, 

porém, um tamanho maior (tabela 9). A dissolução do extrato concentrado é dificultada 

em razão das características dos compostos fenólicos, que, nesse estado físico, se 

dissolvem em solventes tóxicos, como o etanol (24). 

Portanto, a partir das formulações com melhores resultados de PDI (>0,25) e 

avaliação do tamanho (155) nos testes de proporção de lipídios, surfactante, 

quantidade de extrato sem NADES e quantidade de NADES com extrato, foram 

realizados testes com diferentes temperaturas (tabela 10), a fim de otimizar o processo 

de encapsulamento de polifenóis. As formulações avaliadas foram: F2 (BRA), F2.5 

(ESN), F2.6 (ECN) e a formulação F2.6 com mesmo volume de NADES, mas sem 

extrato (BCN). 

 

 

Tabela 10 - Índice de polidispersão (PDI) e diâmetro hidrodinâmico (nm) das 
formulações BRA, BCN, ESN e ECN elaboradas em diferentes temperaturas. 

Formulação Temp (°C) PDI Tamanho 

BRA 

70 0,25 ±0,02 214,60 ±25,65 

75 0,26 ±0,02 255,23 ±4,21 

80 0,14 ±0,02 46,71 ±0,20 

BCN 

70 0,26 ±0,02 196,73 ±2,37 

75 0,88 ±0,20 173,47 ±11,81 

80 0,33 ±0,01 111,90 ±4,42 

ESN 

70 0,23 ±0,01 199,13 ±0,91 

75 0,64 ±0,04 198,67 ±10,22 

80 0,30 ±0,01 126,37 ±1,46 

ECN 

70 0,21 ±0,03 159,00 ±0,66 

75 0,57 ±0,06 151,80 ±5,40 

80 0,56 ±0,02 130,63 ±2,77 

Nota – F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na fig 1; Resultados 
expressos como uma média de triplicatas e desvio padrão; BRA: formulação com manteiga de 
murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo 
de buriti e NADES; ESN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato; 
ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES + extrato. 

Fonte – Elaborado pelo autor. 

 

Após a adição do extrato e do NADES foi possível perceber aumento no PDI, 

sendo necessário ajustar mais um parâmetro da formulação: a temperatura. Assim, 

todas as formulações selecionadas foram testadas à 70 °C, 75 °C e 80 °C. A 

formulação BRA apresentou melhores resultados à 80 °C, enquanto as demais 
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apresentaram melhores resultados à 70 °C. Tais resultados podem ser consequência 

da sensibilidade térmica do extrato (6,56) ou, provavelmente, a degradação de 

componentes do NADES, que podem estar desestabilizando o sistema da 

nanoestrutura, de forma a causar heterogeneidade do tamanho (aumento do PDI). 

 

 

5.4 CARACTERIZAÇÃO DO CARREADOR LIPÍDICO NANOESTRUTURADO 

(CLN) 

 

5.4.1 Características coloidais 

 

As formulações selecionadas nos testes anteriores, conforme a proporção de 

lipídios, proporção de surfactante, proporção de extrato, proporção de NADES com 

extrato e temperatura, foram a F2, que é o CLN com manteiga de murumuru, 

surfactante e óleo de buriti (BRA); a F2.6 (sem extrato), que é o CLN com manteiga 

de murumuru, surfactante, óleo de buriti e NADES (BCN); a F2.5, que é o CLN com 

manteiga de murumuru, surfactante, óleo de buriti e extrato (ESN); e a F2.6, que é o 

CLN com manteiga de murumuru, surfactante, óleo de buriti e NADES com extrato 

(ECN). Essas formulações foram submetidas a caracterização a partir de da avaliação 

de PDI, tamanho de nanopartícula e análise macroscópica, onde é avaliada de forma 

visual a fluidez e homogeneidade. 

As formulações selecionadas apresentaram características macroscópicas 

adequadas (homogeneidade). A tabela 11 mostra os valores de PDI, tamanho, 

potencial zeta e eficiência de encapsulamento (EE%) das formulações de CLNs. 

 

 

Tabela 11 - Índice de polidispersão (PDI), diâmetro hidrodinâmico (DH), potencial zeta 
(PZ), polifenóis totais (PT), eficiência de encapsulamento (EE%) das formulações de 
CLNs. 

Formulação 
Temp 
(°C) PDI DH (nm) PZ (mV) 

PT (mg 
GAE/mL CLN) EE% 

BRA 80 0,14 ± 0,02 46,71 ± 0,20 -19,39 ± 0,76 - - 

BCN 70 0,26 ± 0,02 196,73 ± 2,37 -2,83 ± 0,27 - - 

ESN 70 0,23 ± 0,01 199,13 ± 0,91 -4,31 ± 0,16 27,05 ± 0,97 83,95 

ECN 70 0,21 ± 0,03 159,00 ± 0,66 -2,35 ± 0,35 20,64 ± 0,58 85,81 

Nota – F2 corresponde à mesma formulação designada como “F2” descrita na fig 1; Resultados 
expressos como uma média de triplicatas e desvio padrão; BRA: formulação com manteiga de 
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murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo 
de buriti e NADES; ESN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato; 
ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES + extrato. 

Fonte – Elaborado pelo autor. 

 

Em relação ao tamanho das nanopartículas, apenas a BRA manteve as 

dimensões dentro da nanoescala (21), enquanto as demais demonstraram um 

aumento de mais de 4 vezes nos valores de DH dos CLNs quando adicionados o 

extrato e/ou NADES, porém, suas dimensões ainda permaneceram na medida 

nanométrica. Também houve um aumento no PDI, porém, este se manteve em um 

valor menor do que 0,25 (155) para quase todos, com exceção do BCN, que se 

manteve próximo. O potencial zeta da BRA, que não continha extrato e nem NADES, 

foi mais negativamente carregado do que as demais. Tal característica pode 

proporcionar uma melhor estabilidade para BRA, por diminuir as chances de 

coalescência (165).  

A diferença entre as formulações pode ser explicada pela diferença de 

temperatura utilizada em cada formulação, já que para a BRA foi utilizado 80 °C, 

obtendo um potencial zeta de aproximadamente -20 mV, enquanto as demais foram 

formuladas à 70 °C e obtiveram um potencial zeta próximo a zero. Silva (154) cita que 

um aumento da temperatura na formulação promove o desenvolvimento de CLNs com 

cargas negativas menores. A hipótese gerada é que o aumento da carga pode ser 

explicado pela presença de ácidos graxos livres da manteiga, portanto o aumento da 

temperatura pode promover melhor distribuição dos ácidos graxos na superfície dos 

CLNs. 

A eficiência de encapsulamento (EE%) obtida para ESN foi de 83,95%, com 

27,05 ± 0,97 mg GAE/mL NP, e para ECN foi de 85,81%, com 20,64 ± 0,58 mg 

GAE/mL NP, não demonstrando diferença para a formulação com e sem o NADES. A 

eficiência de encapsulamento (EE%) de fármacos em sistemas de nanoestruturas 

lipídicas, em geral, depende da solubilidade do princípio ativo no material da matriz 

lipídica. Um trabalho que encapsulou a quercetina, que é um composto fenólico, em 

um sistema de CLN, evidenciou uma EE de ~95% (167). O sucesso da encapsulação 

desse composto pode ser explicado pela sua natureza hidrofóbica. Brito et al. (5) 

identificaram a quercetina como um dos compostos mais abundantes no extrato de 

taperebá. Isso pode explicar a alta EE% obtida em CLNs formuladas no presente 

estudo (~85%). 
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Outro estudo avaliou o potencial de NLS para a o encapsulamento de 

resveratrol, e obteve ~90% de EE (168), demonstrando que esse sistema de entrega 

de fármacos expressou alta capacidade de aprisionamento de compostos fenólicos. 

 

 

5.4.2 Morfologia das Nanopartículas (NPs) 

 

As microscopias na figura 10 indicam a morfologia dos CLNs sem NADES e 

com NADES. Os dois CLNs apresentaram formato esférico, porém, ao observar a 

figura 10A nota-se uma morfologia mais organizada do que quando comparado com 

a figura 10B, que está mais difusa na presença de NADES. A hipótese é que o NADES 

dificulte a formação de cristais lipídicos. 

 

 

 

Legenda - A) CLN sem NADES (ESN); e B) CLN com NADES (ECN). 

Fonte – Imagens autorais. 

Além disso, o comportamento físico desses lipídios está relacionado às 

características da cadeia hidrocarbônica, a presença de insaturações, e configurações 

cis ou trans (169,170). Os NADES, podem atuar dificultando a cristalização e assim, 

o sistema terá uma estrutura mais desorganizada, porém mais testes precisam ser 

realizados para tal afirmação.  

 

 

Figura 10 - Fotomicrografia obtida por microscopia eletrônica de transmissão (MET) 
para o extrato de casca de taperebá encapsulado nos CLNs. 
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5.4.3 Análise térmica diferencial (DTA) e Análise termogravimétrica (TGA) 

 

A figura 11 apresenta os valores da análise térmica diferencial (DTA), que é 

uma técnica em que se medem mudanças físicas ou químicas de uma determinada 

substância em relação a uma variação de temperatura. A tabela 11 se refere às 

temperaturas de início e de fim dos picos térmicos e entalpia gerada nos eventos 

térmicos dos diferentes materiais e formulações. Essa análise identifica de forma 

qualitativa, a partir do cálculo da área sob a curva, a energia envolvida no evento 

térmico, a entalpia. A reação é caracterizada como exotérmica quando gera uma curva 

no sentido ascendente e apresenta entalpia positiva, já quando gera uma curva no 

sentido descendente é uma reação endotérmica e apresenta entalpia negativa (171).  
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Legenda - a) Extrato liofilizado b) Manteiga de murumuru; c) CLN com manteiga de murumuru e Brij® 
O10; d) CLN com manteiga de murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; e) CLN com manteiga de 
murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES; f) CLN com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de 
buriti, NADES e extrato da casca do taperebá; g) CLN com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de 
buriti e extrato da casca do taperebá. 

Fonte – Elaborado pelo autor. 

 

  

Figura 11 - Curvas da análise térmica diferencial (DTA). 
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Tabela 12 - Temperaturas de início e de fim dos picos térmicos identificados pela 
análise térmica diferencial (DTA) e entalpia gerada nos eventos térmicos da manteiga 
de murumuru e diferentes  formulações. 

Formulação Evento* 
Temperatura 
de início (°C) 

Temperatura 
de fim (°C) 

Temperatura 
do pico (°C) 

Entalpia 
(kJ/g) 

Murumuru 
1 28,39 45,72 36,27 -0,56 

2 429,72 448,95 433,91 -0,50 

BSB 
1 28,96 54,03 32,94 -0,17 

2 428,18 433,32 428,18 -1,47 

BRA 
1 28,36 48,3 32,57 -0,16 

2 402,96 421,86 407,16 -3,52 

BCN 
1 26,68 32,38 32,38 -0,04 

2 376,64 388,65 382,02 -1,88 

ECN 
1 28,90 39,28 32,12 -0,05 

2 378,33 390,61 384,19 -2,06 

ESN 
1 28,35 55,06 32,88 -0,20 

2 414,67 426,32 419,76 -1,79 

Nota - Numeração referente aos eventos térmicos marcados nos gráficos apresentados na figura 11. 
BSB: formulação com manteiga de murumuru e Brij® O10; BRA: formulação com manteiga de 
murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo 
de buriti e NADES; ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES 
+ extrato; ESN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato. 

Fonte – Elaborado pelo autor. 

 

Figura 12 - Curvas termogravimétricas obtidas para os diferentes materiais e 
formulações. 

 

Legenda - BSB: formulação com manteiga de murumuru e Brij® O10; BRA: formulação com manteiga 
de murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo 
de buriti e NADES; ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES 
+ extrato; ESN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato. 

Fonte – Imagens autorais. 
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Tabela 13 - Faixa de temperatura das etapas observadas nos gráficos da análise 
termogravimétrica (TGA) e perda de massa (%) de cada material ou formulação. 

Formulação Etapa 
Faixa de 

Temperatura (C°) 
Perda de 

massa (%) 

Extrato 

1 67,6 - 114,9 6,4 

2 114,9 - 182,5 19,9 

3 182,5 - 246,2 15,8 

4 246,2 - 395,4 16,2 

5 395,4 - 487,7 12,2 

6 487,7 - 596,0 19,3 

Murumuru 
1 257,6 - 429,4 90,3 

2 429,7 - 542,0 4,2 

BSB 

1 212,4 - 285,8 21,1 

2 285,9 - 378,1 56,0 

3 378,1 - 600,0 18,3 

BRA 

1 204,2 - 311,8 37,4 

2 311,8 - 377,5 52,6 

3 377,5 - 534,3 4,8 

BCN 
1 106,2 - 354,8 83,0 

2 354,9 - 531,8 13,6 

ECN 

1 88,2 - 136,3 3,9 

2 136,6 - 301,5 50,6 

3 301,7 - 559,2 40,7 

ESN 

1 208,3 - 332,5 47,6 

2 332,7 - 387,8 33,4 

3 387,5 - 525,3 13,0 

Nota - BSB: formulação com manteiga de murumuru e Brij® O10; BRA: formulação com manteiga de 
murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo 
de buriti e NADES; ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES 
+ extrato; ESN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato. 

Fonte – Elaborado pelo autor. 

 

A figura 12 representa as curvas termogravimétricas obtidas a partir do TGA, 

que diz respeito à perda de massa conforme há o aumento de temperatura, 

representando a estabilidade térmica do extrato. A tabela 13 mostra os dados 

representativos do gráfico de TGA para a manteiga de extrato de casca de taperebá 

murumuru e as diferentes formulações. 

As contribuições das curvas de DTA do extrato liofilizado são apresentadas 

na figura 11a, onde é possível identificar quatro contribuições: 3 eventos endotérmicos 

(127,27 °C; 260,70 °C e 493,81 °C) e um evento exotérmico em 574,15 °C. Esses 

eventos são, provavelmente, de alguns componentes do extrato já quantificados por 

esse grupo de pesquisa (5). De acordo com esses resultados de quantificação, o 
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extrato de cascas de taperebá possui diversos compostos fenólicos, destacando-se o 

ácido elágico, a quercetina, o ácido gálico e o cis-Piceid.  

Valores muito semelhantes aos dois picos endotérmicos observados para o 

extrato (figura 11a): em 127,27 °C e 260,70 °C, também foram observados por Sakurai 

et al. (172). Nesse trabalho os autores apresentam a curva de calorimetria exploratória 

diferencial (DSC) para o ácido elágico puro, com dois eventos endotérmicos: o 

primeiro em 128 °C e o segundo em 293 °C.  

Já Aydogdu et al. (173) identificaram um pico endotérmico a 275 °C na curva 

(DSC) do ácido gálico puro, que é referente ao ponto de fusão da forma cristalina 

desse composto. Tal pico não foi evidenciado no presente estudo, podendo ser 

consequência da perda da sua estrutura cristalina original. 

Ravichandran, Rajendran e Devapiriam (174), demonstraram em seu trabalho 

que a quercetina apresentou um pico endotérmico em torno de 500 °C, evento 

semelhante ao observado no extrato (493,81 °C), com duas etapas de degradação na 

curva de TGA, a primeira em torno de 300 °C e a segunda de 400 °C a 500 °C. Os 

pontos de degradação da quercetina são similares aos resultados apresentados na 

curva de TGA expressos na figura 12, onde a quarta etapa de perda de massa ficou 

entre 246,2 °C a 395,4 °C e quinta entre 395,4 °C a 487,7 °C (tabela 13). De forma 

geral, pode-se inferir que os eventos observados no extrato, bem como as etapas de 

degradação apresentados, podem corresponder aos compostos ácido elágico e 

quercetina. Além disso, o quarto pico (574,15 °C) observado no extrato pode ser 

relacionado a degradação dos compostos residuais. 

Cabe ressaltar que os eventos observados no extrato não foram observados 

nos gráficos condizentes às formulações de nanopartículas que continham extrato 

(figura 11e e 11f). Tal observação pode significar interação entre os componentes 

(173,174). 

Os eventos térmicos que aparecem na figura 11b são referentes à manteiga 

de murumuru (36,27°C e 433,91°C) e se repetem para todas as formulações que 

contém esse componente. O TGA (figura 12), demonstra o início de degradação da 

manteiga em 257,6 °C, com perda de massa de 90,3% na primeira etapa (tabela 13). 

Almeida et al.  também identificaram o primeiro pico localizado à 32,8 °C, que é um 

evento próximo ao ponto de fusão do ácido láurico (175), composto majoritário (40 - 

50%) dentre os ácidos graxos presentes nessa manteiga (176).  
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Para o segundo pico da manteiga (figura 11b), os resultados obtidos foram 

diferentes dos observados na literatura, que traz um pico endotérmico em 323,1 °C, 

com estabilidade térmica no TGA até 111,6 °C (177). Além disso, em nosso trabalho 

observamos duas etapas de degradação da manteiga, diferentemente de Lima (177), 

que observou três etapas de degradação. 

Na figura 11c é possível observar as contribuições do DTA da interação entre 

a manteiga e o surfactante, que são os eventos entre 200 °C e 400 °C e em torno de 

550 °C, bem como alteração da entalpia do segundo pico de -0,50 kJ/g para -1,47 kJ/g 

(tabela 12). Segundo a ficha técnica do produto Brij® O10, o seu ponto de ebulição é 

de 255 °C, o ponto de inflamação é acima de 240°C e a temperatura de decomposição 

é de 281 °C, portanto estes eventos podem ser referentes à interação entre a manteiga 

e o surfactante (178). 

Quando o óleo de buriti é adicionado (BRA), observa-se diferença na 

temperatura do segundo evento térmico (figura 11d) em relação à formulação BSB 

(figura 11c), no qual o pico se desloca de 428,18 °C para 407,16 °C. Na figura 11d 

também é possível observar a variação da entalpia de -1,47 kJ/g para -3,52 kJ/g 

(tabela 12), provavelmente, a consequência da interação do óleo de buriti com os 

demais componentes da formulação. Além disso, o gráfico de TGA (figura 12; tabela 

13), identificou três etapas de perda de massa: em 204,2 °C, 311,8 °C e 377,5 °C.  

Segundo Lima (177) o DSC do óleo de buriti puro registrou três picos: em 

348,5 °C, em 416,5 °C e em 506,1 °C, que foram relacionados à evaporação e/ou 

pirólise dos triacilgliceróis. O mesmo estudo identificou três etapas de degradação na 

curva de TGA, nas temperaturas de 162,0 °C; 393,6 °C e 479,1 °C. Em nosso trabalho 

não foram observadas as mesmas contribuições na curva de DTA após a inclusão do 

óleo de buriti à formulação (figura 11d), e esses achados das etapas de degradação 

são semelhantes quando relacionados ao número de etapas (figura 12; tabela 12), 

mas não em relação à temperatura em que ocorrem. Tais achados, juntamente ao 

deslocamento do pico de DTA para menor temperatura, podem ser resultado da 

interação dos componentes da formulação com o óleo. 

A adição do NADES às formulações BCN e ECN acarretou mudanças nas 

curvas de DTA (figura 11e; figura 11f), onde é possível observar a atenuação do 

primeiro pico e a antecipação do segundo pico (~380 °C) quando comparados às 

outras formulações (figura 11c; figura 11d; figura 11g). Essas alterações são 

sugestivas de interações entre o NADES e os CLNs. 
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Silva et al. (148) caracterizaram diferentes composições de NADES em seu 

trabalho, apresentando a formulação: cloreto de colina:glicerol:ácido cítrico na 

proporção molar de 0,5:2:0,5 como o NADES capaz de substituir solventes orgânicos 

em algumas aplicações, que foi a mesma formulação utilizada neste estudo. No 

mesmo estudo, a calorimetria exploratória diferencial (DSC) apresentou um pico 

endotérmico em torno de 160 °C. Esse evento não foi observado no DTA apresentado 

pelas figuras 11e e 11f. 

Em relação aos resultados do DTA, as formulações ECN e ESN (figuras 11f e 

11g) não demonstraram os eventos térmicos observados na curva de DTA do extrato 

liofilizado (figura 11a). Tal observação pode estar relacionada à degradação de 

compostos fenólicos no processo de formulação (148) dos CLNs, como também, à 

interação entre os componentes do extrato e os componentes da formulação, e 

evidência da nanoencapsulação desses compostos fenólicos (173,179). 

Em seu trabalho, Gumireddy et al. (180) fizeram a análise de DSC após a 

formulação de NLS com curcumina e resveratrol, em que não foi possível identificar o 

pico de fusão da curcumina nas amostras nanoencapsuladas. Segundo os autores 

isso pode ser explicado pela baixa concentração do composto no estado não cristalino 

ou pela sua baixa concentração. 

O início da degradação do extrato liofilizado (figura 12; tabela 13) em menores 

temperaturas (~65 °C) pode ser um fator que influencia o início mais precoce da 

degradação da ECN (~88,2 °C), o CLN que contém extrato juntamente ao NADES, 

quando comparada às outras formulações. Porém, não se observou influência na 

formulação com extrato e sem NADES (ESN), quando comparada à BRA, que 

iniciaram sua degradação em ~208 °C e ~204 °C, respectivamente. De todo modo, as 

duas demonstraram proteção térmica em relação ao extrato liofilizado. Outros estudos 

também demonstram a proteção térmica de compostos fenólicos quando 

encapsulados em relação à análise termogravimétrica (181–183). 
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Legenda - BSB: formulação com manteiga de murumuru e Brij® O10; BRA: formulação com manteiga 
de murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo 
de buriti e NADES; ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES 
+ extrato; ESN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato. 

Fonte – Imagem autoral. 

 

A figura 13 apresenta o deslocamento da eventos térmicos (DTA) de todas as 

formulações para temperaturas mais baixas em relação à manteiga de murumuru, 

assim como houve um deslocamento na curva termogravimétrica (TGA). É possível 

identificar que, quando adicionado o NADES, há o deslocamento da curva de DTA e 

TGA para menores temperaturas, indicando menor efeito de estabilidade térmica. 

Porém esse deslocamento também pode ser relacionado à interação do solvente 

eutético com os componentes das formulações (184). 

 

 

5.4.4 Estudo da estabilidade coloidal das formulações 

 

A estabilidade de formulações é definida como a capacidade de manter suas 

características físico-químicas ao longo do tempo em condições de armazenamento 

controladas (185). Assim, para essa avaliação, as formulações BRA, BCN, ECN e 

ESN foram submetidas a diferentes condições de temperatura: ambiente (25 ± 2 °C) 

congelado (-20 ± 2 °C), refrigerado (-4 ± 2 °C) e estufa (37 ± 2 °C); e avaliadas 

Figura 13 - Comparação entre a temperatura do evento endotérmico (pico 2 na figura 
11) e o início da degradação demonstrado na análise termogravimétrica (TGA), para 
a manteiga de murumuru e as diferentes formulações. 
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conforme o índice de polidispersão (PDI), o tamanho do diâmetro hidrodinâmico (nm), 

e valores da carga de superfície (potencial zeta), e os resultados são apresentados 

na figura 14 e 15, e tabela 14, respectivamente. As análises foram realizadas no dia 

0, após um dia, após 7 dias, após 15 dias e após 30 dias. 

 
Figura 14 - Índice de polidispersão (PDI) referente a cada formulação armazenada em 
condições de temperatura diferentes, ao longo de 30 dias. 
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Legenda - Índice de polidispersão referente a cada formulação armazenada em condições de 
temperatura diferentes, ao longo de 30 dias: BRA (formulação sem NADES e sem extrato); BCN 
(formulação com NADES e sem etrato); ECN (formulação com NADES e com extrato); e ESN 
(formulação com NADES e com extrato). Resultados expressos em médias de triplicatas. 

Fonte – Imagem autoral. 
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Figura 15 - Tamanho do diâmetro hidrodinâmico (DH) da nanopartícula referente a 
cada formulação armazenada em condições de temperatura diferentes, ao longo de 
30 dias. 
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Legenda - tamanho do diâmetro hidrodinâmico da nanopartícula referente a cada formulação 
armazenada em condições de temperatura diferentes, ao longo de 30 dias: BRA (formulação sem 
NADES e sem extrato); BCN (formulação com NADES e sem extrato); ECN (formulação com NADES 
e com extrato); e ESN (formulação com NADES e com extrato). Resultados expressos em médias de 
triplicatas. 

Fonte – Imagem autoral. 
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O valor de PDI se refere à homogeneidade em que estão distribuídos os 

tamanhos de nanopartículas. Os valores variam no intervalo de 0 a 1, sendo os valores 

próximos ou iguais a 1 a indicação de nanopartículas em tamanhos muito diferentes 

entre si. Já o tamanho (nm) se refere à medida do diâmetro da nanopartícula, levando 

em consideração a camada de solvatação da água em torno dela, sendo chamado, 

portanto, de diâmetro hidrodinâmico (165).  

De maneira geral, todas os CLNs demonstraram estabilidade do PDI (figura 

14) e tamanho (figura 15) em 30 dias para as temperaturas ambiente e estressante. 

Esse achado significa que não houve grandes variações na homogeneidade do 

tamanho dessas nanopartículas nessas condições, indicando uma maior resistência 

à temperaturas mais altas nesse intervalo de tempo, com a exceção do PDI da 

formulação BRA (figura 14) após 30 dias, variando de 0,22 ± 0,03 para 0,35 ± 0,01, 

sem a variação do tamanho. 

O congelamento das BRA proporcionou alteração do PDI desde o primeiro dia 

da estabilidade, com a variação do PDI de 0,22 ± 0,02 para 0,37 ± 0,06, mantendo 

alteração até o D30 (0,27 ± 0,16). O tamanho também sofreu alteração desde o 

primeiro dia, variando de ~50 nm para ~290 nm, chegando a ~535 nm no sétimo dia, 

e ~420 nm no trigésimo dia. A refrigeração dessa formulação não alterou os valores 

de PDI ou tamanho. De maneira geral, essa formulação se manteve estável em 

praticamente todas as temperaturas, porém, em relação ao congelamento, foi a que 

mais sofreu alteração de tamanho, que pode ser explicado pelo alto valor de PDI após 

30 dias, que demonstrou um alto desvio padrão. 

A formulação com o NADES (BCN) revelou alteração quando refrigerada (0,39 

± 0,06) e congelada (0,42 ± 0,11) desde o primeiro dia, sendo que o D0 registrou um 

valor de 0,26 ± 0,02 para essas duas temperaturas. A formulação que permaneceu 

refrigerada se manteve estável até o D30, já a formulação congelada obteve aumento 

dos valores no D15 (0,57 ± 0,05), chegando a 1 no D30. O tamanho inicial da BCN foi 

de ~230 nm, havendo aumento do tamanho desde o primeiro dia para a temperatura 

refrigerada (~420 nm) e congelada (~580 nm). Sob refrigeração, o tamanho 

permaneceu estável após o primeiro aumento, já a formulação congelada chegou ao 

tamanho máximo de ~670 nm no D7. A BCN, teve o acréscimo no solvente eutético 

(NADES) à formulação, que desencadeou aumento no tamanho de partícula (~50 nm 

para 230 nm) e no PDI (0,22 ± 0,01 para 0,26 ± 0,02) em relação à BRA. Essa 
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formulação, quando congelada, obteve a maior alteração de PDI dentre todas as 

formulações, podendo ser a explicação para a grande variação do tamanho. 

Na ECN, mantida sob refrigeração, foi verificado uma variação de 0,22 ± 0,1 

para 0,36 ± 0,09 após 30 dias, sendo que essa variação pode ser observada desde o 

primeiro dia, pois seu tamanho inicial era de ~210 nm, variando nesse primeiro dia 

para ~340 nm, porém após 30 dias registrou tamanho próximo ao inicial (~235 nm). 

Já a formulação congelada teve tamanho inicial de ~210 nm, sofreu alteração desde 

o primeiro dia no PDI (de 0,22 ± 0,01 para 0,44 ± 0,06), mantendo estabilidade até o 

final, com variação até 0,56 ± 0,09 após 30 dias, obtendo aumento crescente no 

tamanho, até ~455 nm. 

O PDI do CLN com extrato (ESN) refrigerada se diferenciou do D0 (0,23 ± 

0,01) em todos os dias de avaliação, apresentando 0,39 ± 0,04 após 30 dias, com 

aumento de tamanho desde o dia 15 da estabilidade (de ~170 nm para ~350 nm), 

chegando ao final dos 30 dias com ~310 nm. A formulação que ficou em condições de 

congelamento apresentou mudanças no tamanho da nanopartícula desde o primeiro 

dia (~405 nm), com aumento do PDI para 0,56 ± 0,01. O tamanho foi de ~300 nm ao 

fim dos 30 dias, como PDI de 0,51 ± 0,03. 

O aumento do PDI está relacionado à menor estabilidade das nanopartículas, 

pois esse parâmetro afeta a taxa de amadurecimento de Ostwald, que significa o 

aumento de partículas em detrimento da diminuição de outras partículas no mesmo 

sistema. Além disso, o PDI mais alto representa uma diferença maior no potencial 

químico entre as gotículas, podendo gerar maiores interações entre elas (91). 

O resfriamento das formulações a ~4 °C por 30 dias demonstraram um valor 

de PDI <0,25 sem aumento do tamanho de partícula apenas para a BRA, 

demonstrando aumento desses fatores para as demais formulações. Já em 

temperatura ambiente e estressante, todas as formulações apresentaram estabilidade 

até o final do ensaio. 

Chaiittianan e Sripanidkulchai (186) avaliaram a estabilidade de 

nanoemulsões contendo compostos fenólicos do extrato de Phyllanthus emblica L., 

não evidenciando aumento de tamanho de partícula após 28 dias à 30 °C, porém, 

após 40 dias, verificaram um aumento das partículas nas formulações com maior 

quantidade de extrato, e após 60 dias um aumento de todas as nanopartículas com 

extrato, enquanto a nanopartícula sem extrato não apresentou aumento. Sob 

refrigeração, não foi observado aumento do tamanho de nenhuma formulação (186). 
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Tais resultados, divergem dos resultados encontrados no presente estudo. Isso 

provavelmente ocorreu devido a diferença entre as nanoestruturas utilizadas, já que 

esses autores desenvolveram nanoemulsões para o aprisionamento de compostos 

fenólicos, que é um tipo de formulação que possue maior instabilidade termodinâmica 

do que os CLNs desenvolvidos nesse estudo (23). 

Um trabalho avaliou a estabilidade de armazenamento de NLS e etossomas 

(bicamadas lipídicas contendo duas regiões) contendo ácido cafeico. Após seis meses 

de estocagem a 22 °C as formulações não apresentaram alterações macroscópicas, 

sem separação de fases nem sedimentação. O tamanho de quase nenhuma das 

nanopartículas sofreu mudanças, apenas as etossomas tiveram aumento de 10% 

após três meses (187). Esses resultados corroboram com os observados no presente 

estudo, já que as nanopartículas com extrato taperebá se mostraram estáveis em 

relação ao tamanho em temperatura ambiente durante 30 dias. 

Os valores de PDI registrados para todos os CLNs, mantidos sob temperatura 

de congelamento não são considerados adequados para uma formulação estável 

(<0,25)(166). Resultados que, provavelmente, são consequência do efeito destrutivo 

que o congelamento exerce sobre as nanopartículas, aumentando a concentração das 

partículas na fase crioconcentrada, aumentando possibilidade de fusão entre elas, 

bem como o efeito mecânico do gelo na degradação (188). O solvente NADES, já 

caracterizado na literatura como detentor de um poder crioprotetor (26), não foi capaz 

de manter as características físicas das nanopartículas, não evitando os efeitos de 

degradação que o congelamento de um sistema de nanoestruturas pode sofrer. 

Um estudo, que avaliou o efeito da adição de glicose como crioprotetor à 

formulação de nanopartículas lipídicas carreadoras contendo quercetina, registrou o 

aumento do tamanho (~150 nm para ~250 nm) de e do PDI (0,24 ± 0.02 para 0,31 ± 

0.02) após a liofilização das nanopartículas, porém, um melhor efeito do que esses 

fatores quando as nanopartículas foram liofilizadas sem o crioprotetor, que tiveram um 

tamanho de ~630 nm e um PDI de 0.61 ± 0.01 (167). 
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Tabela 14 - Valores da carga de superfície (potencial zeta) e pH dos CLNs referente 
a cada formulação armazenada em condições de temperatura diferentes, ao longo de 
30 dias. 

Dias Temperatura 

BRA BCN ESN ECN 

Potencial 
Zeta 

pH Potencial 
Zeta 

pH Potencial Zeta pH Potencial 
Zeta 

pH 

0 Inicial -19,39 ±0,76 5,49 -2,83 ±0,27 2,93 -2,35 ±0,35 2,61 -4,31 ±0,16 2,42 

1 Ambiente -16,1 ± 0,68 ND -0,22 ±0,15 ND -4 ±0,30 ND -0,13 ±0,15 ND 

Estufa -17,89 ±0,23 ND 0,08 ±0,32 ND -4,55 ±0,35 ND -0,41 ±0,47 ND 

Refrigerado -12,93 ±0,23 ND 0,28 ±0,33 ND -0,01 ±0,35 ND -2,82 ±0,15 ND 

Congelado -20,09 ±1,07 ND 0,01 ±0,07 ND -7,42 ±0,31 ND 0,12 ±0,26 ND 

7 Ambiente -18,49 ±0,42 5,01 -2,31 ±0,05 2,55 -7,15 ±0,03 3,05 -2,74 ±0,34 2,44 

Estufa -19,95 ±0,33 5,10 -2,76 ±0,25 2,53 -7,92 ±0,78 3,02 -2,56 ±0,19 2,51 

Refrigerado -14,29 ±0,63 4,44 -1,76 ±0,56 2,51 -5,41 ±0,28 3,14 -1,46 ±0,28 2,66 

Congelado -20,56 ±1,24 4,81 -1,98 ±0,17 2,56 -9,91 ±0,75 3,12 -1,73 ±0,05 2,51 

15 Ambiente -21,93 ±1,1 5,84 -3,94 ±022 2,63 -9,61 ±0,04 3,09 -3,55 ±0,34 2,30 

Estufa -23,1 ±0,52 4,54 -3,64 ±0,38 2,30 -9,43 ±0,12 2,83 -3,62 ±0,23 2,39 

Refrigerado -15,55 ±0,39 4,47 -2,68 ±0,31 2,52 -5,8 ±0,52 2,97 -2,26 ±0,5 2,26 

Congelado -20,32 ±0,61 4,46 -2,49 ±0,29 2,51 -11,74 ±1,18 3,07 -3,02 ±0,22 2,35 

30 Ambiente -18,11 ±0,73 5,10 -1,49 ±0,30 2,44 -5,89 ±0,48 2,90 -1,47 ±0,51 2,40 

Estufa -14,74 ±1,16 3,35 -0,83 ±0,28 2,39 -5,33 ±0,4 2,99 -1,09 ±0,03 2,44 

Refrigerado -21,98 ±1,79 6,05 -0,59 ±0,18 2,55 -4,27 ±0,21 2,92 -1,18 ±0,01 2,38 

Congelado -5,56 ±2,09 3,46 -1,4 ±0,32 2,41 -0,83 ±2,81 2,58 -1,45 ±0,11 2,45 

Nota - Formulações: BRA (formulação sem NADES e sem extrato); BCN (formulação com NADES e 
sem extrato); ECN (formulação com NADES e com extrato); e ESN (formulação com NADES e com 
extrato). *ND - não determinado. 

Fonte - Elaborado pelo autor. 

 

O potencial zeta é uma das características físicas apresentadas por qualquer 

partícula em suspensão, sendo um fator que influencia diretamente a estabilidade, 

com valor mínimo de -30 mV para ser considerado fortemente aniônico, sendo valores 

próximos a ±10 mV cosiderados neutros (189). O pH é uma medida que afeta 

diretamente o potencial zeta. Quando há mudanças no pH ao longo do tempo, pode 

ser sinal de instabilidade (165). 

De modo geral, os resultados demonstram estabilidade das BRA nas 

temperaturas ambiente e refrigerada, até 30 dias, e estressante até 15 dias. A 

formulação BRA mantida em temperatura ambiente e refrigerada apresentou a carga 

inicial de -19,39 ± 0,76 mV, com pH de 5,49, não sendo observadas grandes variações 

até o trigésimo dia. Já as demais condições de armazenamento causaram alterações 

de valores do potencial zeta e de pH, destacando-se os valores da carga de superfície 

da formulação mantida sob congelamento (-5,56 ± 2,09), com diminuição do pH (3,46). 

A temperatura estressante causou aumento da carga a partir da avaliação do potencial 

zeta (-14,74 ± 1,16) e do pH (3,35).  
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As demais formulações demonstraram valores de potencial zeta próximos a 

zero e diminuição do pH com a adição do NADES (BCN), extrato (ESN) e 

NADES+extrato (ECN). Valores de potencial zeta próximos a zero podem aumentar a 

probabilidade de interação eletrostática, aumentando a possibilidade de coalescência 

(165), e, portanto, aumentar a instabilidade dos CLNs  

As formulações com NADES (BCN e ECN) apresentaram valores de potencial 

zeta mais próximos a zero do que a formulação sem NADES com extrato (ESN), com 

valores de pH menores após o trigésimo dia. De todo modo, a carga de superfície não 

foi uma característica que influenciou a estabilidade da homogeneidade, não havendo 

alterações do PDI e do tamanho dessas formulações armazenadas em temperatura 

ambiente e estressante após o fim do ensaio, sendo necessário, portanto, mais 

estudos sobre a estabilidade dessas nanoestruturas. 

A literatura destaca que nanoestruturas podem apresentar a carga de 

superfície neutra e ainda permanecer estáveis, se a coalescência entre as partículas 

for minimizada por moléculas presentes na superfície (165). Porém, outras análises 

são necessárias para determinar o real papel da carga de superfície na estabilidade 

dessas nanopartículas. 

Silva (154) em uma formulação com manteiga de murumuru e Brij® O10 na 

proporção de 2:1 obteve um potencial zeta de -5,61 ± 0,92, que não obteve grandes 

variações nem em temperatura ambiente e nem sob refrigeração, demonstrando 

estabilidade do tamanho e PDI, mesmo com a carga próxima a zero. 

 

 

5.4.5 Ensaio de estabilidade dos Polifenóis Totais nos careadores lipídicos 

nanoestruturados (CLNs) 

 

A figura 16 apresenta os resultados da percentagem de retenção de polifenóis 

totais das nanopartículas formuladas com o extrato da casca do taperebá, ESN, sem 

a adição do NADES (figura 16A) e ECN, com a adição do NADES (figura 16B).  
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Figura 16 - Representação da concentração dos polifenóis totais (%) 
nanoencapsulados e armazenados em condições de temperatura diferentes. 

 

Legenda - ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES + extrato; 
ESN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato. 

Fonte – Imagem autoral. 

 

Verificou-se que, entre o início do ensaio até o dia 15, não houve diferença 

entre as temperaturas estudadas, tanto para as ESN (figura 16A), quanto para as ECN 

(figura 16B) (p≥ 0,05). Em relação às ESN, observou-se que os valores de retenção 

de PT dessas amostras, à temperatura de congelamento, a partir do dia 15, 

diminuíram significativamente em relação às outras temperaturas estudadas, sendo 
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assim, a temperatura que menos reteve os PT do extrato incorporado nas 

nanopartículas (p≥ 0,05), chegando ao final com valor de retenção de ~ 50%.  

Após 30 dias de armazenamento, verificou-se que a temperatura de 

refrigeração obteve a maior retenção dos PT nas ESN (~ 95%), seguido das 

temperaturas ambiente e estressante (~ 80%)(p≥ 0,05). As temperaturas ambiente 

(~80%) e de refrigeração (~85%) foram as que obtiveram os maiores valores de 

retenção dos PT nas nanopartículas ao final dos 60 dias de ensaio (p≥ 0,05). 

Os CLNs sem a adição do NADES (ESN) que foram mantidos à temperatura 

de congelamento não foram capazes de proteger o conteúdo fenólico como nas 

condições de armazenamento em temperatura ambiente e refrigerada. Isso pode ser 

consequência da perda da estabilidade coloidal das nanopartículas, pois, há 

separação de fases entre gelo e solução crioconcentrada durante o processo de 

congelamento. Essa separação acarreta uma alta concentração de partículas, 

podendo gerar agregação e fusão irreversível do material particulado, além da 

cristalização do gelo exercendo um estresse mecânico sobre o sistema (188).  

Após 60 dias de estocagem em temperatura estressante, o CLN sem NADES 

(ESN) apresentou uma diminuição importante na retenção de PT (~50%).  Em teoria, 

esse tipo de aprisionamento do princípio ativo em nanoestruturas, que são 

constituídas por lipídios na fase sólida e na fase líquida (CLNs), têm uma temperatura 

de ponto de fusão menor do que as nanoestruturas constituídas apenas por lipídios 

na fase sólida (NLS). Essa característica as torna instáveis em temperatura 

estressante, porém, adequadas para armazenamento em temperatura ambiente (23). 

Assim é possível sugerir que houve instabilidade da ESN quando armazenada à ~40 

°C, o que promoveu uma maior degradação de PT, já que os compostos fenólicos são 

conhecidos por serem termolábeis (6,56).  

Sessa et al. (190) analisaram a estabilidade do resveratrol encapsulado em 

nanoemulsões de óleo de amendoim em água, produzidas por homogeneização de 

alta pressão, durante 30 dias, sob três temperaturas diferentes: 4 °C, 30 °C e 55 °C. 

Sua formulação mais estável foi capaz de proteger o princípio ativo nas temperaturas 

de 4 °C e 30 °C, obtendo degradação do composto quando a nanopartícula foi 

armazenada em temperatura estressante, retendo ~40% após 30 dias.  

Os resultados do ensaio de estabilidade de PT na formulação com NADES 

(ECN) demostraram que, até o dia 15 de experimento, não foi observada diferença 

entre as temperaturas de estocagem estudadas (p≥ 0,05). Após 30 dias, verificou-se 
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que as ECN estocadas à temperatura de refrigeração obtiveram os maiores valores 

de retenção de PT (~95%), resultado que diferiu somente da temperatura de 

congelamento (~75%). Ao fim do ensaio, no dia 60, verificou-se que as temperaturas 

que obtiveram os maiores valores de retenção de PT nas nanopartículas foram as 

ambiente (~ 85%) e refrigeração (~90%). Cabe ressaltar que, de forma geral, ao final, 

os valores verificados de retenção de PT nos CLNs com NADES podem ser 

considerados altos (~75%).  

Ao comparar a estabilidade do extrato da casca de taperebá 

microencapsulado com o biopolímero quitosana, a partir da técnica de spray drying, 

em três diferentes condições de armazenamento (~4 °C, ~25 °C e ~40 °C) durante 60 

dias que foi observada no atual estudo foi possível identificar uma maior retenção de 

PT que foram as estocadas sob refrigeração (~75%) e temperatura ambiente (~65%). 

Esses achados se assemelham aos resultados já descritos para o ESN, em relação à 

melhor estabilidade em condição de refrigeração e temperatura ambiente terem maior 

retenção de PT do que em temperatura estressante, porém a semelhança não se 

repete quando adicionado o NADES (ECN), pois há uma retenção maior de PT em 

temperatura estressante, que é um resultado importante tendo em vista a 

sensibilidade térmica dos compostos fenólicos. 

Como já mencionado, o congelamento promoveu maior degradação dos PT 

do que as outras temperaturas, tanto na ESN quanto na ECN. Entretanto, a perda 

visualizada em ECN é bem menos expressiva. Na indústria farmacêutica, estratégias 

já são utilizadas para proteger produtos quando existe a necessidade de 

congelamento (para liofilização, por exemplo). São adicionados adjuvantes chamados 

de crioprotetores. Um componente muito utilizado como crioprotetor é o glicerol, que 

está presente em grande volume na formulação do NADES utilizado neste estudo. 

Suas contribuições dentro de uma formulação podem ser de proteção do produto 

durante o congelamento e de ajuste de tonicidade (188).  

A literatura traz algumas aplicações do NADES, tais como a substituição de 

solventes orgânicos tóxicos, não biodegradáveis e inflamáveis, como metanol, 

acetona e ácido fórmico (191), para a extração de metabólitos vegetais (192) e na 

síntese de nanopartículas de metal sem o uso de produtos químicos auxiliares, tendo 

como foco uma formulação ambientalmente correta (193). Porém, ainda não há 

menção à capacidade protetiva desse solvente quanto aos compostos fenólicos. De 

qualquer forma, essa proteção térmica demonstrada para o congelamento e 
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temperaturas mais altas (em menor escala), merece mais estudos para se entender 

esse mecanismo. 

De forma geral verificou-se que os CLNs elaborados com o solvente NADES 

obtiveram valores de retenção de PT maiores que os elaborados sem esse solvente. 

Essa tendencia variou, tanto ao longo do tempo, como também entre as temperaturas 

estudadas. Nas amostras estocadas à temperatura ambiente, de forma geral, essa 

tendencia não foi observada (exceto no dia 7)(p≥ 0,05). Já nos CLNs estocados sob 

refrigeração essa tendencia de maiores valores de retenção de PT foi observada até 

o dia 15, enquanto os estocados à temperatura estressante essa tendencia foi 

observada ao longo de todo o experimento, a partir do 7 dia (p≥ 0,05). Como 

observado nos CLNs sem NADES a temperatura de congelamento foi a que 

apresentou os menores valores de retenção de PT, sendo que ao final do experimento, 

os CLNs com NADES obtiveram valores maiores de retenção de PT (~ 75%).  

Ao relacionar os achados obtidos para as micropartículas com os resultados 

obtidos para os CLNs, é possível fazer uma comparação entre a estabilidade de PT 

fornecida pelas duas técnicas, pois o extrato trabalhado é o mesmo. Quando os 

valores são confrontados pode-se inferir que os CLNs com e sem o NADES (ECN e 

ESN) foram mais eficazes em manter a estabilidade dos PT quando comparados à 

microencapsulação a partir do spray drying. 

 

 

5.5 VIABILIDADE DE CÉLULAS DE MELANOMA (B16-F10) 

 

O câncer de pele melanoma, é derivado dos melanócitos, que são 

responsáveis pela formação de melanina. O tumor gerado pela desordem na formação 

da melanina costuma ser agressivo, com proliferação rápida, levando o paciente a 

apresentar um prognóstico ruim em razão do risco de metástase (194). Por essa razão 

se torna importante o estudo de novas tecnologias e tratamentos para este tipo de 

câncer. No presente estudo, a citotoxicidade dos CLNs desenvolvidos foram testados 

para células de melanoma B16-F10, como apresentado na figura 17.   
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Figura 17 - Citotoxicidade dos carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) para 
células de melanoma B16-F10. 
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Legenda - BRA: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação 
com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES; ESN: formulação com manteiga de 
murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato; ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, 
óleo de buriti e NADES + extrato. Os resultados de citotoxicidade foram expressos em percentagem de 
viabilidade pela concentração (mg/L) (média ± DP (n = 3)). 

Fonte – Imagens autorais. 
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Verificou-se que os CLNs foram capazes de inibir a proliferação das células 

B16-F10 de melanoma, tanto as elaboradas com extrato de taperebá, como também 

os sem o extrato, de forma dose-dependente, sendo o melhor resultado foi obtido pela 

formulação com extrato sem NADES (IC 50 = 28,14 µg/mL), demonstrando o efeito 

citotóxico, com diferença estatística (p<0,05), desse extrato contra essas células 

tumorais, nas condições testadas, sendo que os demais não demonstraram diferença 

estatística (p>0,05). Além disso, foi possível verificar que os resultados obtidos 

mostram uma curva dose-dependente, apesar de não apresentar diferença estatística 

(p>0,05), mesmo assim é um resultado interessante e esperado em formulações com 

efeito antitumoral. 
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Figura 18 - Citotoxicidade dos carreadores lipídicos nanoestruturados (CLNs) para 
células de fibroblastos L929. 
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Legenda - BRA: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10 e óleo de buriti; BCN: formulação 
com manteiga de murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e NADES; ESN: formulação com manteiga de 
murumuru, Brij® O10, óleo de buriti e extrato; ECN: formulação com manteiga de murumuru, Brij® O10, 



95 

óleo de buriti e NADES + extrato; Os resultados de citotoxicidade foram expressos em percentagem de 
viabilidade pela concentração (mg/L) (média ± DP (n = 3). 

Fonte – Imagens autorais. 

 

A citotoxicidade dos CLNs também foi testada em células não tumorais 

(fibroblastos L9290), e está representado na figura 18. Observou-se que os CLNs 

demonstraram uma menor toxicidade com maiores valores de IC50, o que significa 

que a toxicidade para a linhagem não tumoral foi dependente de uma dose mais alta, 

fortalecendo a hipótese de que as formulações foram capazes de produzir um efeito 

citotóxico nas células tumorais, principalmente a BRA e ESN. Os valores de IC50 

obtidos foram de 39,95 µg/mL para BRA; 40,75 µg/mL para BCN; 40,10 µg/mL para 

ESN; e 56,48 µg/mL para ECN, sendo que o último foi o único que apresentou 

diferença estatística (p<0,05). 

Como mencionado anteriormente, os resultados demonstram que as 

formulações com manteiga de murumuru, óleo de buriti, com e sem NADES, também 

apresentaram efeito antitumoral contra as células testadas. Essa manteiga foi utilizada 

por ter características físico-químicas adequadas para formação de CLNs e trabalhos 

relatam a sua capacidade de carrear fármacos para uso tópico (195), como também 

para carreamento de fármacos para o tratamento do melanoma, onde demonstrou 

apenas função de carreadora juntamente ao surfactante (156). Já o óleo de buriti foi 

uma ferramenta utilizada para otimizar o sistema de carreamento de fármaco, 

objetificando aumentar a estabilidade desses CLNs. Sampaio (196), após elaboração 

de nanoemulsão à base de óleo de buriti, identificou citotoxidade em células de câncer 

de mama (MCF-7) na dose de 360 µg/mL (198). Já o trabalho de Silva (197), não 

identificou atividade significativa tanto para o óleo livre, quanto em sua forma 

nanoestruturada (199). Dessa forma acreditamos que o efeito citotóxico observado 

pode ser pela presença do óleo de buriti, ou até por uma possível sinergia entre esses 

componentes.  

Melo et al. (198) testaram o extrato hidroalcóolico do visco europeu (Viscum 

album L.) em diversas linhagens celulares tumorais, apresentando efeito citotóxico 

para o modelo de leucemia mieloide humano (K562) e de melanoma murino (B16F10). 

O extrato hidroalcóolico deixa as lectinas instáveis, porém, contém compostos 

fenólicos, tendo o efeito antitumoral atribuído à essas substâncias. Dos compostos 
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fenólicos caracterizados nesse estudo o ácido clorogênico e o ácido cafeico também 

são encontrados no extrato de taperebá (5). 

Um trabalho que avaliou a atividade antitumoral da quercetina em células B16-

BL6 (modelo de melanoma de rato) evidenciou que esse composto induz a apoptose, 

bem como a inibição da atividade de diversas quinases, de forma dose-dependente 

(199). Essa substância foi encontrada entre um dos compostos do extrato de taperebá 

em quantidades relevantes (5). O extrato da cúrcuma, que tem alto teor de compostos 

fenólicos, apresentou um efeito antiproliferativo e apoptótico sobre a linhagem celular 

de melanoma murino (B164A5), que foi relacionado ao potencial antioxidante e 

concentração de polifenóis extraídos dessa planta (200). Isso demonstra que 

polifenóis extraídos de fontes naturais têm um papel importante na pesquisa de novos 

tratamentos para o câncer. 

Resultados sobre efeito antitumoral de outras frutas do Cerrado são relatados 

na literatura. A guariroba (Campomanesia adamantium), que assim como o taperebá, 

é uma fruta do Cerrado, também apresentou atividade antiproliferativa sobre o 

melanoma (201). Outros frutos do Cerrado brasileiro também apresentaram ação de 

bioativos sobre linhagens de células de câncer cervical humano, destacando-se 

extratos brutos da fruta araticum (Annona crassiflora) e da pixirica-do-brejo (Miconia 

chamissois)(202).  

A formulação contendo NADES (ECN) obteve um valor de IC50 maior, 

oferecendo efeito citotóxico em concentrações mais altas. Mais estudos devem ser 

realizados para a melhor compreensão dos NADES em células e em sistemas 

biológicos mais complexos. 

Já o extrato de taperebá e o solvente NADES, quando testados de forma 

isolada, não promoveram nenhum efeito sobre as células testadas (viabilidade celular 

variou entre 100 e 90%). Estudos in vivo sobre compostos bioativos com capacidade 

antioxidante relatam a dificuldade dessas substâncias de atravessar as membranas 

celulares e baixa estabilidade, enfatizando o estudo de novas tecnologias para 

resolver essas questões, como a nanoencapsulação (203). Dessa forma, a partir dos 

resultados obtidos, verificamos que a nanoencapsulação foi capaz de melhorar a ação 

dos bioativos presentes no extrato de taperebá, uma vez que, quando incorporado à 

CLN, foram verificados resultados de diminuição significativa (p<0,05) da viabilidade 

celular, nas condições testadas.  
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Mais investigações devem ser realizadas em relação ao tratamento proposto, 

a fim de entender o mecanismo de ação relacionado e comparar os efeitos 

encontrados com os efeitos de medicamentos já utilizados no tratamento do 

melanoma. O sucesso da encapsulação dos compostos fenólicos do extrato, com 

aumento da estabilidade e facilitação da entrada desses bioativos em células precisa 

ser investigado em outras linhagens de células de câncer, levando em consideração 

a alta resistência da linhagem testada. 

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Os valores de polifenóis totais no extrato etanólico das cascas do taperabá de 

~500mg EAG/100 g de casca, com uma alta capacidade antioxidante (51,62 ± 1,27 

µMTEAC/g de casca para DPPH e 98,57 ± 2,49 µMTEAC/g de casca para ABTS).  A 

microencapsulação do extrato das cascas do taperebá com o polímero quitosana 

(MPs) pela técnica de spray dryer foi considerada adequada, com valore de eficiência 

de encapsulação de ~55%. A morfologia demonstrou formato de esferas de tamanhos 

variados com superfície enrugada ou lisa. Além disso, as MPs obtiveram melhor 

retenção de polifenóis totais em relação ao extrato liofilizado em todas as condições 

de armazenamento, ao longo de 60 dias, sendo que a MP sob refrigeração obteve a 

melhor capacidade de retenção (~75%). Tal resultado demonstra a proteção do 

conteúdo fenólico contra a alta temperatura quando microencapsulados, aumentando 

sua estabilidade. 

Foi possível nanoencapsular o extrato das cascas de taperabá em CLNs. A 

formulação base utilizada, com valores adequados de PDI e tamanho, foi a que teve 

3,6% de manteiga de mururu, 0,2% de óleo de buriti, 2,1% de surfactante (Brij® O10). 

A EE% da CLN de extrato sem NADES foi de 83,95%, e da nanopartícula de extrato 

com NADES foi de 85,81%, não demonstrando diferença entre as duas formulações. 

Quanto a morfologia, ao observar o CLN sem NADES nota-se uma morfologia 

mais organizada do que quando comparado com o CLN com nades, que se 

apresentou mais difuso. O DTA identificou interação entre os componentes da 

formulação e uma indicação de que o extrato foi encapsulado. Os resultados da 

análise de TGA demonstraram que, quando encapsulado, o extrato apresentou maior 

estabilidade térmica, obtendo maior estabilidade no CLN sem NADES (ESN), com 
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início da degradação em ~210 °C. Além disso, demonstrou que o NADES no CLN não 

proporcionou aumento da estabilidade em temperaturas acima de ~90 °C. 

Nas análises realizadas para a verificação da estabilidade coloidal, verificou-

se que, com exceção do CLN sem NADES e sem extrato (BRA), todos os demais 

apresentaram estabilidade do PDI e do tamanho em temperatura ambiente e 

estressante em 30 dias. Tanto em temperatura de refrigeração quanto de 

congelamento, os CLNs apresentaram variação do PDI e do tamanho.  

Em relação ao conteúdo fenólico, os CLNs sem NADES tiveram a maior perda 

após congelado, com diminuição da concentração de polifenóis, chegando ao final do 

ensaio com retenção de ~50%. As melhores temperaturas para retenção de 

compostos fenólicos nos CLNs sem NADES foram ambiente (~80%) e refrigerada 

(~85%).  Para os CLNs com nades, a condição mais favorável à retenção de 

compostos fenólicos foi sob refrigeração (~95%). Nenhum dos CLNs foram capazes 

de manter a concentração de compostos fenólicos após congelamento, não havendo 

diferença com a adição do NADES. Isso demonstra que ele não foi capaz de promover 

crioproteção. Porém, é possível perceber que o NADES promoveu a proteção térmica 

dos compostos fenólicos, pois houve aumento da retenção em comparação aos CLNs 

sem NADES. Isso significa que esse solvente pode ser uma nova tecnologia para 

melhorar a estabilidade de compostos fenólicos quando associado a nanotecnologia. 

Considerando-se todos os resultados, verificou-se que a temperatura ambiente é a 

melhor temperatura de armazenamento para os CLNs, dentro das condições 

analisadas. 

Evidenciou-se que os CLNs, no geral, tiveram um efeito citotóxico, em uma 

curva dose-dependente nas células de melanoma (B16-F10), sendo a melhor 

formulação a de extrato sem NADES (IC 50 = 28, 14 µg/mL), que obteve um IC 50 de 

40,10 µg/mL (p<0,05) para as células não tumorais (L929). A mesma formulação, 

porém, com a adição do NADES demonstrou um maior valor de IC50 na L929 

(p>0,05), que significa uma menor toxicidade para essas células. 

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possível verificar que 

as cascas do taperebá podem ser considerados um exemplo de subproduto industrial, 

com a presença de compostos bioativos e que tecnologias de encapsulamento desses 

compostos podem ser uma alternativa interessante para viabilizar a sua possível 

aplicação, destacando-se a área de tecnologias em saúde. Além disso, essa prática 
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pode reduzir o desperdício e converter esses subprodutos em resultados econômicos 

e benéficos para a sociedade e meio ambiente. 

Acredita-se que presente estudo abra precedentes para mais trabalhos 

incluindo a nanoencapsulação de compostos fenólicos com o NADES, para melhora 

da estabilidade, que faz com que possa ser analisado em outras aplicações. Mais 

pesquisas são necessárias para a avaliação do mecanismo de ação desses 

compostos, bem como seus efeitos em outras linhagens celulares. Os próximos 

passos devem incluir testes de liberação em meios com diferentes pHs e a avaliação 

da toxicidade deste extrato e das nanopartículas. 
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