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Introducao

Nanocépsulas poliméricas sao sistemas carreadores
de ingredientes ativos, sélidos ou liquidos, que
apresentam didmetro inferior a 1 ym, compostos
de um nucleo oleoso revestido por uma parede
polimérica ultrafina com elevada capacidade de
carga (Figura 1) (BECK et al., 2011; SURASSMO et
al., 2010). Desenvolvidos a partir de formulacdes
cujas capsulas se encontram em suspensao
coloidal, os carreadores nanoencapsulados

sdo estabilizados por agentes tensoativos de
natureza lipofilica ou hidrofilica, sendo sua parede
composta por materiais poliméricos biocompativeis
e biodegradaveis que, conjuntamente, devem
garantir a formagcao do sistema de entrega do
componente ativo (LARA, 2008).
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Figura 1. Representacdo esquematica de nanocéapsulas
poliméricas.
Fonte: Adaptado de Nanomedicina, 2014.
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Utilizada principalmente como veiculo para
farmacos lipofilicos, a nanoencapsulacado é uma
técnica que tem sido empregada para melhorar

as caracteristicas de ingredientes ativos quanto a
solubilidade em &gua, forma de armazenamento

e estabilidade térmica, com possibilidade de
liberacdo controlada em concentracdes reduzidas
(HABIB et al., 2012; FLORES et al., 2011). Essas
caracteristicas sdo conferidas devido ao seu
tamanho submicrométrico, sendo a distribuicdo de
tamanho um fator fundamental para garantir a sua
qualidade nanotecnolégica (BECK et al., 2011).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é
uma importante ferramenta na caracterizacao
morfolégica das nanocapsulas, pois possibilita
avaliar, além da forma e da superficie das capsulas
geradas, o tamanho e a sua distribuicéao,
permitindo aumentos acima de 50.000 vezes e
imagens tridimensionais de alta resolucao

(>1 nm), o que torna essa técnica bastante
versatil (DOMINGUES et al., 2008; DEDAVID et
al., 2007).

A caracterizacao morfolégica das nanocéapsulas,
porém, pode ser comprometida devido a sua
natureza coloidal e a presenca dos constituintes
que compoem suas formulacodes, tornando-as
aglomeradas e agrupadas, quando visualizadas
no MEV, impedindo a observacao individualizada
dessas nanoestruturas. Faz-se necessaria,
portanto, preparacao prévia das amostras a fim
de que seja possivel uma visualizacao eficiente.
Dessa forma, propde-se uma metodologia
adaptada de Youm et al. (2011), descrita
abaixo, que visa a recuperacao e separacao das
nanocapsulas obtidas, mediante o uso de uma
etapa de ultracentrifugacado, que as separa do
material em suspensdo coloidal, cujo componente
principal é um tensoativo. Para isso, foram
empregadas nesta metodologia nanocépsulas
poliméricas em suspensao, produzidas utilizando-se
policaprolactona como polimero de revestimento
e um tensoativo do tipo ndo idnico como agente
estabilizante (PINTO et al., 2013).

Recuperacao das nanocapsulas
poliméricas para visualizacdo em
MEV

Para a recuperacdo das nanocépsulas, cerca de
35 mL da suspensao coloidal foram transferidos

para um tubo Falcon com tampa (50 mL). O tubo
fechado contendo a amostra foi entdo levado a
ultracentrifuga (Eppendorf, modelo 5810R) com
programacao de velocidade e temperatura de
12.000 rpm a 5 °C, respectivamente, durante 30
minutos. Apds o primeiro ciclo de centrifugacao, o
sobrenadante foi descartado, e o tubo, completado
com agua deionizada em volume aproximado de
35 mL. O tubo fechado foi agitado manualmente
para facilitar a retirada de tensoativo residual. Esse
ciclo foi repetido por mais uma vez acompanhado
de uma terceira centrifugacdo. O processo de
recuperacao foi finalizado com o ultimo descarte
de sobrenadante e a obtencao das nanocépsulas
concentradas (Figura 2). Uma gota da amostra
obtida foi retirada com o auxilio de uma pipeta

de pasteur e diluida com agua deionizada em

um baldo volumétrico de 50 mL. Gotas das
nanocapsulas diluidas foram entao depositadas
sobre stubs (porta-amostras que entram no MEV),
que foram submetidos a secagem em temperatura
ambiente (~25 °C) sob abrigo de luz e vento.
Apds a secagem, as gotas depositadas formaram
uma pelicula que, em seguida, foi submetida

ao recobrimento metélico para visualizacdo em
MEV.

Para efeito de comparacao, amostras da suspensao
de nanocépsulas nao recuperadas também foram
preparadas para visualizacdo em MEV. Gotas da
suspensao de nanocapsulas (0,5 pL) diluida em
agua deionizada (50 mL) foram depositadas sobre
os porta-amostras, submetidas a secagem em
temperatura ambiente (~25 °C), sob abrigo de

luz e vento e recobertas com o material metélico.
Uma segunda amostra consistiu no gotejamento da
suspensao de nanocapsulas nao diluidas, seguindo
0s mesmos procedimentos para realizacao da
analise.

Microscopia eletrénica de varredura

A andlise morfolégica foi realizada em instrumento
de MEV Zeiss DSM, modelo 940A. A amostra
seca foi recoberta com uma camada de platina

de 60 nm de espessura em evaporadora EMS

e observada a uma voltagem de aceleracéao de

15 kV. As fotomicrografias foram registradas

com representatividade da area total da amostra
depositada no stub e aumentos de imagens de
1.000 a 20.000 vezes.



Preparacdo de Nanocéapsulas Poliméricas para Visualizacdo em Microscopia Eletronica de Varredura

Suspensao de
nanocapsulas
(35 mL)

12 Centrifugacao

—>

Adicdo de agua
9 | deionizada/agitacao
manual

1° Descarte do
sobrenadante

2° Descarte do

2* Centrifugagéo ——> sobrenadante

— | deionizada/agitagio f—

Adicao de agua
3? Centrifugacao
manual

3° Descarte do
sobrenadante

Figura 2. Fluxograma do processo de recuperacao de nanocapsulas em suspensao coloidal.

As imagens referentes as amostras de nanocéapsulas
nao recuperadas e ndo submetidas a metodologia
aqui descrita estdo mostradas na Figura 3 a, b, ¢, d.
Nessas imagens, observa-se a compactacao e
agregacao do material, impossibilitando a perfeita
caracterizacdo microscoépica das amostras. A
formacao de aglomerado é frequentemente
evidenciada em imagens obtidas por técnicas de
microscopia de alta resolucao em suspensdes
coloidais de nanocéapsulas (HABIB et al., 2012;
SURASSMO et al., 2010; CHOI et al., 2009), sendo
particularmente dificil de separa-las para visualizacao
em microscopia.

Por outro lado, a lavagem da suspensao de
nanocapsulas seguida do processo de separacao

por ultracentrifugacao permitiu sua caracterizacao
morfolégica efetiva. Por meio das fotomicrografias
da populacao de nanocdapsulas recuperadas por
ultracentrifugacéao (Figura 3 e, f, g, h), foi possivel
a visualizacao, em escala nanométrica, de cépsulas
esféricas bem definidas, individualizadas e
homogéneas. As nanocapsulas mantiveram-se mais
separadas e menos agregadas, podendo-se perceber,
assim, detalhes de suas estruturas, como, por
exemplo, a auséncia de fissuras na superficie das
particulas, indicando a formacao de filme continuo
na parede externa das capsulas. Foi possivel
observar também que as particulas apresentaram
didametros abaixo de 500 nm (Figura 3h), dentro

da faixa caracteristica de sistemas nanocapsulados
(GOGOTSI, 2006).
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Figura 3. Nanocéapsulas em suspenséo concentrada (a, b); diluidas (c, d) e recuperadas por ultracentrifugacao (e, f, g, h). As
fotomicrografias foram obtidas por meio de MEV com aumento de 2.000x (a, c, €), 5.000x (b, d, f), 10.000x (g) e 20.000x (h).



Preparacdo de Nanocéapsulas Poliméricas para Visualizacdo em Microscopia Eletronica de Varredura

Com base nas imagens obtidas, pode-se concluir
que a metodologia aqui sugerida permite a
visualizacao individualizada de nanocéapsulas
poliméricas em microscopia eletrénica de
varredura, sob condicGes de 6tima resolucao, com
visualizacdao das nanocéapsulas individualizadas e
menos agregadas. Outras metodologias existentes,
que procedem a visualizacdao de nanocapsulas sem
o preparo aqui descrito, resultaram em imagens de
menor qualidade e sem definicdo das estruturas.
Dessa forma, a metodologia empregada permite a
obtencao de imagens de MEV de boa qualidade de
suspensdes de nanocapsulas contendo tensoativo,
assegurando uma caracterizacdao morfoldgica
adequada para esse tipo de material.
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