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“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes.”

— Sir Isaac Newton



RESUMO

Carvacrol (5-1sopropil-2-metilfenol), monoterpeno presente nos 6éleos essenciais de plantas,
principalmente as da familia Lamiaceae como o orégano e o tomilho, possui a¢fes bioldgicas e
farmacoldgicas, incluindo acdo antioxidante, antibacteriana, antifingica, antitumoral e anti-
inflamatdria. Entretanto, essa molécula é pouco soluvel em &gua, facilmente oxidada e
rapidamente metabolizada e excretada sendo, portanto, de dificil administracdo em sistemas
bioldgicos. Baseando-se neste fato, o presente estudo procurou realizar a nanoencapsulacao do
carvacrol pelo método de nanoprecipitacdo (ou deposicao interfacial do polimero pré-formado)
utilizando a poli-g-caprolactona (PCL), um polimero alifatico sintético biocompativel e
biodegradavel. As nanocépsulas atuam como sistemas de carreamento de farmacos e de
liberagdo controlada, permitindo melhorar a eficacia terapéutica de um bioativo ao melhorar a
solubilidade da molécula nanoencapsulada. Elas proporcionam a liberacdo em locais
especificos e diminuem a frequéncia de administracdo do farmaco, desta forma, reduzindo a
toxicidade e efeitos colaterais. O objetivo do estudo foi preparar nanocapsulas contendo
carvacrol, como também nanocépsulas contendo 6leo de soja e nanoesferas a fim de atuarem
como controles, e avaliar parametros fisico-quimicos de estabilidade e de caracterizacdo para
observar o desempenho do método de nanoprecipitacdo na preparacdo dessas nanoparticulas.
Sob observacdo macroscopica, todas as formulacGes obtidas apresentaram as caracteristicas
esperadas de cor branca perolada, auséncia de odor, ndo houve separacdo de fases e nem
presenca de precipitado. Mesmo ap0s 4 meses de armazenamento as preparacdes mantiveram
0 aspecto e qualidades, indicando estabilidade. O pH também foi monitorado durante 60 dias
para as formulacbes de nanocapsulas, mantendo-se entre a faixa prevista de 55 a 6,5,
apresentando o decréscimo gradual esperado, sendo este resultado mais um indicio de
estabilidade e adequacédo a liberacdo prolongada. As nanoparticulas foram avaliadas quanto ao
seu diametro médio, superficie de particula e taxa de polidispersdo pelas técnicas de laser
diffraction (LD) e dynamic light scattering (DLS), além do potencial zeta. As preparacdes de
nanoparticulas obtiveram populacdes com didametro médio de 312 e 279 nm na LD e 25,81 +
0,21 nm e 31,46 £ 0,07 nm na DLS, dentro da faixa esperada e apropriados para a aplicacao
terapéutica. Entretanto, os resultados atingidos mostraram alta taxa de disperséo (0,378 + 0,005
e 0,401 = 0,015 Pdl na DLS e com potencial zeta levemente baixo (-8,78 £ 0,08 e -12,1 + 1,12).
As preparagdes demonstraram estabilidade adequada, porém serdo realizados mais ensaios para
finalizar a caracterizacao fisico-quimica e biologica.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanocapsulas. Polimero biodegradavel. Monoterpenos.



ABSTRACT

Carvacrol (5-1sopropyl-2-methylphenol), a monoterpene present in plant essential oils, mainly
those of the Lamiaceae family such as oregano and thyme, has biological and pharmacological
actions, including antioxidant, antibacterial, antifungal, anti-tumor and anti-inflammatory
action. However, this molecule is poorly soluble in water, easily oxidized and rapidly
metabolized and excreted and therefore difficult to administer in biological systems. Based on
this fact, the present study sought to perform carvacrol nanoencapsulation by the
nanoprecipitation method (or interfacial deposition of preformed polymer) using poly-¢-
caprolactone (PCL), a biocompatible and biodegradable synthetic aliphatic polymer.
Nanocapsules act as drug delivery and controlled release systems, allowing to improve the
therapeutic efficacy of a bioactive by improving the solubility of the nanoencapsulated
molecule. They provide release in specific locations and decrease the frequency of drug
administration, thus reducing toxicity and side effects. The aim of the study was to prepare
nanocapsules containing carvacrol, as well as nanocapsules containing soybean oil and
nanospheres to act as controls, and to evaluate physicochemical stability parameters to observe
the performance of the nanoprecipitation method in the preparation of these nanoparticles.
Under macroscopic observation, all formulations obtained had the expected characteristics of
pearly white color, absence of odor, no phase separation and no precipitation. Even after 4
months of storage the preparations maintained their appearance and qualities, indicating
stability. The pH was also monitored for 60 days for nanocapsule formulations, remaining
within the expected range of 5.5 to 6.5, showing the expected gradual decrease, which is a
further indication of stability and adequacy to prolonged release. The nanoparticles were
evaluated for their average diameter, particle surface and polydispersity rate by the laser
diffraction (LD) and dynamic light scattering (DLS) techniques, as well as zeta potential. The
nanoparticle preparations obtained populations with a mean diameter of 312 and 279 nm in LD
and 25.81 + 0.21 nm and 31.46 £ 0.07 nm in DLS, within the expected range and appropriate
for therapeutic application. However, the results achieved showed a high dispersion rate (0.378
+ 0.005 and 0.401 + 0.015 Pdl in DLS and with slightly low zeta potential (-8.78 + 0.08 and -
12.1 + 1.12). The preparations demonstrated adequate stability, but further tests will be
performed to finalize the physicochemical and biological characterization.

Keywords: Nanotechnology. Nanocapsules. Biodegradable polymer. Monoterpenes.
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1 INTRODUCAO

Monoterpenos sdo os principais compostos de 6leos essenciais de plantas aromaticas,
sendo considerados agente importantes na industria alimenticia e medicinal. O carvacrol (5-
Isopropil-2-metilfenol) esta presente em O6leos essenciais de plantas da familia Lamiaceae,
especialmente nos géneros Origanum e Thymus, que incluem o orégano e o tomilho.
Atualmente, o carvacrol é usado em baixas concentracdes como um flavorizante e conservante
alimenticio e como fragrancia na inddstria cosmética (SUNTRES et al., 2015). Recentemente,
tém atraido a atencdo da comunidade cientifica que tenta estabelecer as a¢Ges bioldgicas do
carvacrol pelo seu potencial uso em aplicacdes clinicas. Tais estudos, in vitro e in vivo,
demonstraram que o carvacrol possui uma variedade de propriedades biologicas e
farmacoldgicas, incluindo acdo antioxidante, antibacteriana, antifingica, antitumoral, anti-
inflamatoria, hepatoprotetora, cardioprotetora, neuroprotetora, espasmolitica, vasorelaxante,
analgesica, entre outras (BASER, 2008; FAN et al., 2015; FRIEDMAN, 2014; CHAILLOT et
al., 2015; CHEN et al., 2015, CRISTANI et al., 2007, SUNTRES et al., 2015, SHARIFI-RAD
etal., 2018).

Apesar de apresentar grande potencial para o uso na terapéutica, o carvacrol apresenta
barreiras para a sua implementacdo e administracdo em organismos. Sua estabilidade fisica e
quimica é seriamente prejudicada em funcdo da temperatura, pH e por condi¢cdes de
armazenamento, por ser facilmente oxidado. Foi demonstrado que o carvacrol é rapidamente
metabolizado e excretado, obtendo concentracdo plasmatica maxima apos 1,39 horas da
administracdo oral em suinos (MICHIEL et al., 2008) e sendo possivel observar apenas
quantidades muito pequenas do carvacrol e seus metab6litos na urina de ratos 24 horas ap6s a
administracdo, indicando uma excrecdo quase completa ao fim de um dia (SUNTRES et al.,
2015; AUSTGULEN et al., 1987).

Sistemas de nanoparticulas coloidais atrairam a atencdo da comunidade cientifica nas
ultimas décadas devido as suas propriedades como carregadoras de farmacos e aplicagdes
terapéuticas. Elas sdo capazes de modificar a distribuicdo no corpo humano de um principio
ativo associado e, portanto, podem ser usadas para melhorar a eficacia terapéutica e reduzir
efeitos toxicos, além de aumentar a solubilidade de moléculas e proporcionar a liberacdo em
locais de aplicacgdo especificos, diminuindo os efeitos sistémicos da droga (LINCE et al., 2008;
ZELENKOVA et al., 2014). O uso de polimeros biodegradaveis é de grande interesse para a
aplicacdo em carregadores de farmacos por causa da sua habilidade de ser reabsorvido ou

excretado pelo organismo. A aplicacdo de materiais poliméricos biodegradaveis é buscada pois
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permite a liberacdo controlada no local-alvo, sdo estaveis e geralmente ndo possuem efeitos
colaterais toxicos, imunogénicos ou inflamatorios, sendo assim bons candidatos para sofisticar
o valor terapéutico de varias drogas e moléculas bioativas (SHAKERI et al., 2014,
GUIMARAES et al., 2015). A poli-e-caprolactona (PCL) é um poliéster sintético alifatico,
comumente utilizado em aplicacGes biomédicas por ser biocompativel, ndo-tdxico e aceita a
incorporacdo de biofarmacos, mantendo a sua atividade farmacologica. O produto de
degradacdo do PCL, o acido 6-hidroxicaproico, pode ser absorvido pelo corpo ou removido
através do metabolismo, sendo assim um polimero interessante para a fabricacdo de
nanocapsulas (LINCE et al., 2008; POHLMANN et al., 2013).

Em vista disso, a nanoencapsulacdo do carvacrol em nanoparticulas de poli-g-
caprolactona apresenta-se como uma forma de carreamento dessa molécula com possibilidade
de melhorar os aspectos de solubilidade, estabilidade e toxicidade do carvacrol, aprimorando
sua competéncia terapéutica e potencialmente tornando-se uma nova forma de administracdo

desse bioativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Preparar e caracterizar nanocapsulas de poli-g-caprolactona contendo carvacrol pelo

método de nanoprecipitacéo.

2.2 ESPECIFICOS

 Preparar uma curva de calibracdo do carvacrol;

 Caracterizar as nanoparticulas sob parametros fisico-quimicos;

» Analisar a estabilidade do sistema ao longo do tempo;

 Preparar formulac6es de nanoesferas e nanocépsulas contendo 6leo de soja através do

mesmo método a fim de atuarem como controles;
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 NANOTECNOLOGIA

A nanociéncia e nanotecnologia (N&N) é uma area da ciéncia que trabalha criando
estruturas utilizando a manipulacéo individual de &tomos e moléculas na escala nanométrica.
Um nanémetro (nm) equivale a bilionésima parte de um metro, ou a milionésima parte de um
milimetro. A modificacdo de matéria nesse nivel requer a utilizacdo de equipamentos
adequados para a visualizacdo, confec¢do e manuseio das particulas, equipamentos esses que
s6 foram concebidos em 1981, com a criagdo do microscopio de tunelamento (scanning
tunneling microscope — STM) por Gerd Binnig e Heirinch Rohrer, dos laboratérios da
International Business Machines (IBM) em Zurique, capital da Suica. Esse fato da a
nanotecnologia a caracteristica de ser uma ciéncia relativamente recente (CHOI; MODY, 2009;
DIMER et al., 2013; QUINA, 2004).

Segundo Laurent e Mahmoudi (2011), nessa escala, propriedades mecanicas,
quimicas, elétricas, dpticas, magnéticas, eletro-Opticas e magneto-opticas dessas nanoparticulas
sdo diferentes das suas propriedades no material de origem e dependem do tamanho da
particula. Tais caracteristicas garantem as nanoparticulas a capacidade de formacdo de
materiais compactos, mais leves, com maior resisténcia quimica, fisica e térmica, mais
adaptaveis e compativeis ao organismo humano e adequaveis aos objetivos pretendidos nas
pesquisas que as utilizam (LAURENT; MAHMOUDI, 2011; QUINA, 2004). Isso tem atraido
a atencao de fisicos, quimicos, biélogos e engenheiros para a fabricacdo e exploracdo das
propriedades Unicas dos nanomateriais (MELO; PIMENTA, 2010).

Pela sua versatilidade, a nanotecnologia possui potencial de aplicacdo em diversas
areas, incluindo agricultura, geracdo de energia, preservacdo ambiental, cosmética e, em
destaque, a salde e farmécia (DIMER et al.,, 2013; DAUDT et al., 2013). Dentro da
nanomedicina, algumas das principais aplicaces sob pesquisa sdo: na engenharia de tecidos, o
desenvolvimento de implantes e proteses a partir de arcaboucos artificiais para o crescimento
de células (os chamados scaffolds), permitindo a criacdo de érgéos artificiais ou materiais com
maior biocompatibilidade; no desenvolvimento de nanosensores que permitem diagnosticos e
analises diversas mais rapidas, mais sensiveis e usando menor quantidade de amostra bioldgica;
e nos sistemas de liberagcdo controlada, permitindo potencializar o efeito terapéutico de
farmacos através da manipulacdo da quantidade, localizacdo e liberagdo de uma molécula
bioativa no organismo (ROSSI-BERGMANN, 2008).
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3.2 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

O efeito de um farmaco depende da sua concentracdo no organismo. Levando em
consideracao que os farmacos possuem uma concentracdo minima para que obtenham eficécia
e uma concentracdo onde comecam a apresentar-se efeitos toxicos, o intervalo entre essas duas
concentracgdes é tido como a faixa terapéutica, assim como ilustrado na Figura 1. Nota-se que a
faixa terapéutica para um farmaco ndo deve ser considerada em termos absolutos, ja que ela
representa uma combinagdo de probabilidades (EVANS, 2006). Ao calcular-se a posologia
adequada e intervalo entre doses de um farmaco fatores como depuragdo, tempo de meia-vida
e a faixa terapéutica sdo levados em consideracdo (BUXTON, 2018). Se o tempo entre as
administracdes da droga forem muito curtos ou muito longos, a concentracao do farmaco pode,
respectivamente, ultrapassar o limite seguro e apresentar efeitos toxicos ou ficar abaixo do nivel
terapéutico (Figura 1) e, em alguns casos, causar resisténcia ao farmaco (BIZERRA,; SILVA,
2016, CARONI, 2009). E um desafio reduzir o risco de toxicidade sem comprometer a eficécia
e aumentar a eficacia sem atingir toxicidade inapropriada.

Os sistemas de liberacdo controlada apresentam-se como uma nova forma de
incorporacéo de fArmacos que vem atraindo a atencdo da comunidade cientifica. Esses sistemas
atuam como carreadores de uma molécula bioativa e proporcionam sua liberagdo de forma
gradual. Desse modo, a concentracdo de um farmaco pode ser controlada de forma que ela se
mantenha na faixa terapéutica e distante o bastante do limite toxico, onde os efeitos colaterais
sdo mais provaveis (DAS; DAS, 2003; UHRICH, 1999; LOPES, 2005; BIZERRA,; SILVA,
2016).
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Figura 1 — Concentracdo plasmaética ao longo do tempo de um principio ativo administrado
sob liberacdo (A) controlada e (B) convencional

500 A = Liberagao controlada
B = Terapia Convenciaonal f

nivel téxico

nivel ineficaz

Nivel plasmatico do material ativo ng/cm3

dose 1
(] 1 1 1 1 1 i
7:00 12:00 1700 22:00 3100 8:00
Tempo

Fonte: Graham (1978)

O uso de sistemas de liberacdo controlada altera parametros de farmacocinética e
farmacodindmica buscando otimizar o efeito terapéutico de uma droga. A aplicacdo de tais
sistemas permitiu que tratamentos antes impossiveis se tornassem triviais (UHRICH et al.,
1999). Ao diminuir a concentracao das doses e diminuir a frequéncia de administragdo de uma
droga a liberacdo gradual obtém o potencial de aumentar a eficacia terapéutica do bioativo,
reduzir os efeitos sistémicos e melhorar a aderéncia de pacientes ao tratamento (LEE; YEO,
2015, LINCE et al., 2008; ZELENKOVA et al., 2014). Além disso ha um maior controle da
liberagdo do principio ativo, podendo-se direcionar o fArmaco a alvos especificos e controlar a
razdo entre a concentracdo no local de aplicacdo e a concentracdo sisttmica (BIZERRA,
SILVA, 2016). A liberacdo controlada também pode ser vantajosa quando a droga possui baixa
absorcdo pelo organismo, quando a dosagem requerida para efeito terapéutico é muito proxima
da dosagem tdxica ou o preco de uma droga é elevado e a terapia com a dose efetiva minima é
desejada (BUXTON, 2006).

Entre as estratégias de libera¢do controlada estdo incluidos os lipossomas, as bombas
osmoticas, 0s revestimentos entéricos, os sistemas transdérmicos, os pro-farmacos, e 0s
sistemas matriciais poliméricos (LOPES et al., 2005). Os mecanismos de moderacdo da
liberagdo comumente atrasam a dissolucdo da droga através da inibicéo da difuséo da molécula

para fora do sistema através de sua matriz, por uma barreira que envolva o sistema, ou através
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da degradacédo ou relaxamento da matriz (LEE; YEO, 2015; UHRICH et al., 1999) Ha ainda a
possibilidade de desenhar o sistema para que a liberagdo do ativo seja feita apenas sob a
presenca de um gatilho, sendo os métodos dominantes para isso a variacdo de pH e os sistemas
foto-controlados (BRUNEAU et al., 2018).

3.3 NANOPARTICULAS

Nanoparticulas séo tipicamente referidas como particulas microscopicas com tamanho
entre 1 nm e 100 nm (LAURENT; MAHMOUDI, 2011). Na medicina, a European Medicines
Agency (2019) define a nanotecnologia como a aplicagdo de estruturas menores do que 1000
nandbmetros de didmetro projetadas para terem propriedades especificas. Algumas das
caracteristicas das particulas como tamanho, area superficial da particula, composi¢cdo quimica
da superficie, dosagem e producéo de radicais livres tém papel importante no comportamento,
estabilidade e nanotoxicidade das nanoparticulas (Al et al., 2011; LAURENT; MAHMOUDI,
2011). Uma reducdo no tamanho dessas particulas aumenta a superficie de contato e, portanto,
mais moléculas quimicas podem se ligar a essa superficie, aumentando sua reatividade e/ou
seus efeitos toxicos.

A literatura reporta que: nanoparticulas menores que 100 nm sdo absorvidas pelas
células do intestino, mas ndo as particulas maiores (300 nm); a absorcdo de nanoparticulas
menores (100 nm) no tecido linfatico é maior do que nas células intestinais; células intestinais
ndo conseguem absorver particulas maiores que 400 nm; e somente particulas menores que 500
nm podem entrar no sistema circulatério (Al et al., 2011).

As caracteristicas quimicas e fisicas das particulas podem ser modificadas para
aumentar sua reatividade com os tecidos do corpo. Mudancgas quimicas na superficie das
particulas podem vetoriza-las a um local de liberacdo especifico (targeting) ou modificar sua
toxicidade (CLIFT et al., 2008; LAURENT; MAHMOUDI, 2011; SINGH; LILLARD, 2009;
TROIANO et al., 2016). Estudos realizados por Singh et al. (2007) mostraram que o tratamento
com particulas ultrafinas (20-80 nm) de TiO; e particulas finas (40-300 nm) metiladas de TiO>
causaram em células epiteliais pulmonares de humanos reagdes inflamatorias
consideravelmente mais fortes quando comparadas com doses iguais de particulas finas néao-
metiladas. O grau de hidrofobicidade e hidrofilicidade é a principal caracteristica utilizada para
estimar a toxicidade (Al et al., 2011). A absorcdo de nanoparticulas produzidas com polimeros
hidrofébicos € maior do que aquela das particulas produzidas com polimeros hidrofilicos
(SINGH et al., 2007).
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As nanoparticulas usadas na liberagdo vetorizada de farmacos podem ser classificadas
como passivas ou ativas. Na liberacdo passiva, as nanoparticulas sdo planejadas de modo que
seu tamanho ou caracteristicas da superficie facilitem a acumulacéo das particulas no 6rgéo-
alvo passivamente. Por exemplo, nanoparticulas podem alvejar tumores atraves do efeito de
permeabilidade e retencéo aprimoradas (EPR effect). Para a vetorizacéo ativa as nanoparticulas
s&o conjugadas com moléculas-ligantes ou sistemas carregadores que interajam com receptores
associados no tecido-alvo (SINGH; LILLARD, 2009; BERTRAND et al., 2014; TROIANO et
al., 2016; LEE; YEO, 2015).

Além disso, a efetividade das particulas depende também da dosagem prescrita e das
substancias utilizadas. Pesquisas demonstram que uma dose elevada de nanoparticulas, em

particulas pequenas ou grandes, pode ser prejudicial a saude (SINGH et al., 2007).

3.3.1 Nanocépsulas e nanoesferas

A nanoencapsulacdo consiste ha compartimentalizacdo de substancias em carreadores
(DAUDT et al., 2013) como os sistemas coloidais de lipossomas ou nanoparticulas
(nanocépsulas e nanoesferas). Entre esses dois sistemas, as nanoparticulas s&o mais estaveis do
que os lipossomas nos fluidos bioldgicos e durante a armazenagem (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

As nanoparticulas, como uma forma de liberacdo controlada de farmacos, séo
utilizadas para carrear substancias ativas a fim de melhorar sua funcionalidade e potencial
terapéutico, como, por exemplo, melhorando a disponibilidade ou estabilidade quando
comparada com 0 mesmo material na forma molecular (DAUDT et al., 2013; DIMER et al.,
2013).

As nanocéapsulas sdo caracterizadas como sistemas nanovesiculares, compostas de
uma parede polimérica envolvendo um nucleo oleoso. Os bioativos podem ser transportados
dissolvidos no nucleo oleoso e/ou adsorvidos ou impregnados na matriz polimérica. Essas
particulas geralmente apresentam-se na faixa de aproximadamente 100 a 500 nm
(SHAFFAZICK et al., 2003; DAUDT et al., 2013).

J& as nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica maciga, ndo possuindo 6leo
em sua composicdo. Nessas particulas a substancia ativa pode ser carreada retida ou adsorvida
na matriz polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003). Ambos os tipos de nanoparticulas estdo

ilustrados na Figura 2.
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Figura 2 — Representacdo esquematica de nanocéapsulas e nanoesferas poliméricas
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Fonte: Adaptado de Schaffazick et al. (2003)

Um sistema matricial, em ambas nanoparticulas, pode ser definido como sistema que
controla a liberacdo de moléculas bioativas que estdo dispersas ou dissolvidas num suporte
resistente a desintegracdo, podendo ser um polimero ou agente formador da matriz (LOPES et
al., 2005). A liberacdo do bioativo nas nanoparticulas pode ser realizada por difusdo da
molécula através da matriz ou da barreira envolvente, por degradacdo e/ou relaxamento da
cadeia polimérica ou ainda por clivagem da interagcdo entre molécula e polimero (LEE; YEO,
2015).

Existem varios métodos relatados na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas. Essas técnicas podem ser divididas em duas classificagdes: a polimerizacao in situ
de mon6meros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-formados. A primeira técnica tem
como exemplo de polimero utilizado o cianoacrilato de alquila e a segunda tem como exemplos
0 &cido polilatico (PLA), o acido poliglicolico (PGA), o poli(acido latico-co-acido glicélico)
(PLGA), e a poli-g-caprolactona (PCL) (SCHAFFAZICK et al., 2003; WU; GUY, 2009).

A técnica do deslocamento de solvente, um dos métodos de precipitacdo interfacial de
polimeros pré-formados, conforme descrita por Fessi et al. (1989), possui como vantagens a
reprodutibilidade do tamanho de particulas na escala nanométrica e a possibilidade de utilizacdo
de reagentes com baixo potencial tdxico. Essa técnica possui duas etapas-chave: a dissolugédo
do polimero e da substancia ativa em um solvente (a exemplo da acetona) e a mistura dessa
solugdo em um antissolvente (como a agua) que € completamente miscivel com o solvente. A
mistura de fases leva a formacdo espontéanea das nanoparticulas. Os produtos sdo obtidos como
suspensodes coloidais aquosas (FESSI et al., 1989; LINCE et al., 2008; SCHAFFAZICK et al.,
2003).
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3.4 POLICAPROLACTONA

Polimeros biodegradaveis, ou seja, que sdo naturalmente excretados ou reabsorvidos
pelo corpo, sdo desejaveis para a aplicacdo em sistemas de liberacdo de farmacos. Eles podem
ser degradados diretamente pelos rins ou biodegradados em moléculas menores e entdo
excretados ou reabsorvidos (UHRICH et al., 1999; LINCE et al., 2008). Sua aplicagdo possui
as vantagens de permitir a liberacdo controlada no local-alvo, eles séo estaveis e geralmente
ndo possuem efeitos colaterais toxicos, imunogénicos ou inflamatérios, sendo assim bons
candidatos para sofisticar o valor terapéutico de varias drogas e moléculas bioativas (SHAKERI
et al., 2014; GUIMARAES et al., 2015). Nanoparticulas, quando formadas por polimeros
biodegradaveis, possuem maior estabilidade durante a armazenagem e quando nos fluidos
biolégicos do que os lipossomas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Alguns dos exemplos de polimeros que possuem essas caracteristicas e séo comumente
usados na formulacdo de sistemas carregadores de drogas sdo o &cido polilatico (PLA), o acido
poliglicolico (PGA), o poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), e a poli-e-caprolactona
(PCL) (SCHAFFAZICK et al., 2003; WU et al., 2000). Os polimeros sintéticos, como esses
listados, possuem maior pureza e melhor reprodutibilidade do que os polimeros naturais
(MORA-HUERTAS et al., 2010).

A poli-e-caprolactona (PCL) é um polimero sintético alifatico semicristalino com
baixo ponto de fusdo (59-64-C), com temperatura de transi¢do vitrea de -60-C e que possui alta
capacidade de combinar-se com outros polimeros (LABET; THIELEMANS, 2008; SINHA et
al., 2004; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). Sua estrutura molecular é ilustrada na Figura
3. Algumas de suas atuais aplica¢fes séo na fabricagédo de scaffolds na engenharia de tecidos,
na microeletrénica como adesivos e na manufatura de embalagens. Nos sistemas de liberacdo
controlada, ele é especialmente usado no carreamento de contraceptivos (LABET;
THIELEMANS, 2008).

Figura 3 — Estrutura molecular da poli-e-caprolactona
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Fonte: Cortez Tornello (2015)
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O PCL ¢ naturalmente hidrolisado em 4&cido 6-hidréxicaproico, um metabolito
farmacologicamente inativo que pode ser absorvido ou excretado pelo corpo (WU et al., 2000;
POHLMANN et al., 2013), conferindo a esse polimero uma vantagem no uso em sistemas
terapéuticos. Como os organismos de animais e humanos ndo possuem as enzimas adequadas
a catalisar essa reacdo (VERT, 2008), esse processo é lento, beneficiando os sistemas de
liberacdo de farmacos que utilizam o PCL, conferindo-os a capacidade de manterem-se ativos
por mais de um ano (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

A biorreabsorcdo da poli-g-caprolactona ocorre quando seu produto de hidrolise, o
acido 6-hidroxicaproico, é oxidado em acetil coenzima A (Acetil-CoA) e incorporado no ciclo
do acido tricarboxilico, ou ciclo de Krebs (SILVA, 2009).

Os sistemas de carregamento de farmacos que utilizam o PCL permitem a adicdo de
grupos funcionais para deixa-lo mais hidrofilico, adesivo ou biocompativel e muitos desses
sistemas j& possuem aprovacdo pelo Food and Drug Administration (FDA) e marcacdo CE
(LEE; YEO, 2015; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

3.5 CARVACROL

As plantas sdo uma grande fonte de moléculas bioativas, apresentando na composicao
de seus 0Oleos essenciais grandes concentracdes de hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas
e terpenos (DAUDT et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2008; SIMOES et al., 2004). Entre os
monoterpenos ha o carvacrol (5-1sopropil-2-metilfenol) (Figura 4), um isémero do timol (2-
isopropil-5-metil-fenol). Essa molécula esta presente em éleos essenciais de plantas da familia
Lamiaceae, especialmente nos géneros Origanum e Thymus, que incluem o orégano (Origanum
vulgare), a manjerona (Origanum majorana) e o tomilho (Thymus vulgaris e Thymus zygis)
(SUNTRES et al., 2015; SHARIFI-RAD et al., 2018).

O carvacrol possui formula molecular CsH140 e sua estrutura molecular é ilustrada na
Figura 4. Ele apresenta-se em temperatura ambiente (25 °C) como um 6leo amarelo escuro de
densidade 0,976 g/ml e pouco soltvel em agua (seu coeficiente de solubilidade é 0,04%) porém
levemente soltvel em etanol, acetona e éter etilico (CARVALHO et al., 2003; MENDES, 2012;
YADAYV; KAMBLE, 2009). O carvacrol comercial atualmente é sintetizado por métodos
quimicos e biotecnolégicos (YADAV; KAMBLE, 2009).
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Figura 4 — Estrutura molecular do carvacrol

OH

Fonte: Adaptado de Spalletta et al. (2018)

Atualmente, o carvacrol é usado industrialmente em baixas concentracfes como um
flavorizante e conservante alimenticio ou como fragrancia na industria cosmética (SUNTRES
et al., 2015). Recentemente, tém atraido a atengdo da comunidade cientifica ja que é crescente
a quantidade de trabalhos que demonstram seu potencial para aplicacfes terapéuticas. Tais
estudos, in vitro e in vivo, demonstraram que o carvacrol possui uma variedade de propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas (BASER et al., 2008; FRIEDMAN, 2014; SUNTRES et al., 2015;
SHARIFI-RAD et al., 2018), incluindo ac&o antioxidante (FONSECA et al., 2019; SOMENSI
etal., 2019), antibacteriana (CRISTANI et al., 2015; HE et al., 2019; RODRIGUEZ-LOPEZ et
al., 2019), antifingica (CHAILLOT et al., 2015; SCHLEMMER et al., 2019; SHEMESH et al.,
2019), antiviral (SANCHEZ; AZNAR; SANCHEZ, 2015), antitumoral (CHEN et al., 2015;
FAN et al, 2015; HOU et al, 2019), anti-inflamatéria (SOMENSI et al., 2019),
imunoestimulante (BOSKABADY; MAHTAJ, 2015), hepatoprotetora (KHAN et al., 2019;
SAMARGHANDIAN et al., 2016), cardioprotetora (HOU et al., 2019), neuroprotetora (DATI
et al., 2017; TIEFENSEE, 2018; MANOUCHEHRABADI et al., 2019), antiespasmolitica
(CHAMORRO MONAGO; MAMANI; CAROLINA, 2019), vasorelaxante (PEIXOTO-
NEVES et al., 2010), analgésica (GUIMARAES et al., 2015), radioprotetora (MAHRAN et al.,
2019) e antidepressiva/ansiolitica (MELO et al., 2010).

Entretanto, existem barreiras para que o potencial terapéutico do carvacrol seja
aproveitado completamente. Em seu estado bruto, o carvacrol possui alta instabilidade fisico-
quimica, podendo ser facilmente oxidado. Sua estabilidade é prejudicada em funcdo da
temperatura, pH e por condi¢des de armazenamento (SUNTRES et al., 2015). Em ratos, foi
demonstrado que o carvacrol é rapidamente excretado e metabolizado, sendo possivel observar
apenas quantidades muito pequenas da molécula e seus metabolitos na urina dos animais 24

horas ap0s a administracdo, e apos 48 e 72 horas ndo houve deteccdo de metabolitos, indicando
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uma excrecdo quase completa ao fim de um dia. Os metabolitos excretados eram
majoritariamente moléculas de carvacrol com um grupo metil oxidado ou na forma de
conjugados de sulfato ou glicuronideo (AUSTGULEN et al., 1987). Em porcos, estudos por
Michiels et al. (2008) apontam que o carvacrol € quase completamente absorvido no intestino
delgado proximal e no estdbmago, apontando também 29% de degradacdo na porc¢do inicial do
intestino grosso. As concentraces plasmaticas da molécula livre e conjugada obtiveram pico
apos 1,39 horas, seguida de altas concentracdes na urina (MICHIELS et al., 2008). Além disso,
essa substancia pode ser toxica para células de mamiferos quando em altas concentracfes
(BIMCZOCK et al., 2008).

O uso de sistemas de liberacdo controlada é altamente benéfico para drogas que sdo
rapidamente metabolizadas e excretadas (UHRICH et al., 1999), e nanoparticulas oferecem a
possibilidade de encapsular moléculas pouco soltveis (BERTRAND et al., 2014), como € 0
caso do carvacrol. Neste contexto, a nanotecnologia pode ser utilizada para a estabilizacdo de
diferentes compostos, aumentando também a estabilidade dos produtos (DAUDT et al., 2013;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Tendo isso em vista, esse trabalho objetivou estudar a
estabilidade e caracterizar nanocapsulas de PCL contendo carvacrol criadas pelo método de
nanoprecipitacdo comparando-as com nanocéapsulas contendo 6leo de soja e nanoesferas

criadas pelo mesmo método.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 FORMULAGCAO DAS NANOPARTICULAS

Nanocépsulas de Poli-e-caprolactona (PCL) contendo carvacrol foram obtidas pelo
método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado conforme descrito por Fessi et al.
(1989), em uma proporcéo entre fase organica e fase aquosa de 1:2. O processo é dividido em
quatro partes: preparacdo da fase aquosa, preparacdo da fase oleosa, mistura de fases e
rotaevaporacao.

A fase aquosa foi formada pela dissolucdo do tensoativo hidrofilico Tween® 80
(polisorbato 80) em agua destilada. A fase organica foi formada pela dissolucao do tensoativo
lipofilico Span® 80 (monooleato de sorbitano), do PCL e do dleo escolhido em propanona.
Para as nanocépsulas contendo carvacrol (NC), esse 6leo é o préoprio carvacrol e para as
nanocapsulas sem o principio ativo, chamadas nanocéapsulas brancas (NB) o dleo escolhido é o
0leo de soja de grau analitico. Para a formulacdo de nanoesferas brancas (NE) nenhum 6leo é
utilizado. As nanocapsulas brancas e nanoesferas brancas foram utilizadas como controle para
comparacao com as nanocapsulas com carvacrol.

A fase oleosa foi vertida por gotejamento sob agitacdo na fase aquosa e, ao fim, a
preparacdo é colocada em um baldo volumétrico apropriado e levada ao rotaevaporador
(Buchi® Rotavapor® R-3), onde foi mantida em banho-maria com temperatura de 37 °C e
agitacdo de 110 RPM constantes. O processo é mantido até que se atinja um volume final de 10

ml.

Figura 5 — Formulag&o de nanocépsulas pronta

Fonte: No6brega (2019)
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4.2 ELABORACAO DA CURVA DE CALIBRACAO

Para a elaboracdo da curva de calibracdo foi preparada uma solucdo-padrdo de
carvacrol diluido em metanol numa concentracdo de 1 mg/ml. A partir dessa solugdo foram
feitas diluicGes até as concentracfes de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 ug/ml. Cada solugdo
diluida foi lida em triplicata em um espectofotdometro 1L-0082-Y-BI (lonLab, Brasil) no
comprimento de onda de A=275 nm e 0s resultados obtidos foram utilizados para a composicao

da curva de calibracéo.

4.3 ESTUDO DE ESTABILIDADE

As formulacGes de nanoparticulas foram analisadas macroscopicamente quanto a cor,

odor, presenca de precipitacdo, separacao de fases e efeito Tyndall.

4.4 ANALISE DO pH

Os potenciais hidrogeniénicos (pH) nas nanocéapsulas contendo carvacrol (NC) e das
nanocapsulas brancas (NB) foram aferidos & temperatura ambiente utilizando um medidor de
pH de bancada (MS TECNOPON LUCA-210). O medidor de pH foi calibrado com solugdes
tampdo de pHs 4,0 e 7,0. Foram feitas afericbes imediatamente ap0s a preparacdo das

formulacGes e apds 15, 30, 45 e 60 dias.

4.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.5.1 Difracéo laser

Amostras das formulacGes foram submetidas a analise no Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE), através da técnica de difracdo laser (DL), ou laser
diffraction. Amostras de nanoesferas brancas, nanocapsulas contendo carvacrol e nanocapsulas

brancas foram analisadas sob temperatura de 25 °C. Foram analisados o0s seguintes parametros:

a) Diametro Médio da Distribuicdo de Volume (MV), que mede a

distribuicdo das particulas em determinado volume, em nandmetros (nm), e
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representa o centro de gravidade da distribui¢do. O célculo do MV é um tipo de
média de tamanho das particulas ou tendéncia central que da peso a contribuigédo do
volume de cada particula para o volume total da amostra, assim sendo ponderada
para as particulas maiores;

b)  Diémetro Médio da Distribuicdo Numérica (MN), em nm, que €
calculado usando os dados de distribuicdo de volume e é ponderado para as
pequenas particulas, j& que nessa média leva em consideracdo o numero de
particulas total com determinado valor de didmetro médio. Este tipo de tamanho
médio de particula é relacionado as populac6es e contagem de particulas;

C) Diametro Médio da Distribuicdo de Area (MA), em nm, que é
calculado a partir da distribuicdo de volume. A area média é um tipo de medida que
é¢ menos influenciada e sensivel que o MV a presenca de particulas pouco
aperfeicoadas e, portanto, apresenta menor tamanho de particula. Esse didmetro
médio representa uma medicdo da superficie da particula;

d)  Superficie especifica (CS), em M2/cm?, que fornece uma indicagio
da area de superficie especifica. O calculo da CS pressup@e particulas esféricas lisas
e solidas. A éarea superficial especifica calculada ndo reflete a porosidade ou
caracteristicas topogréaficas Unicas das particulas;

4.5.2 Espectroscopia de correlacdo de fotons

Amostras das formulacdes foram submetidas a analise através da técnica de
espectroscopia de correlacdo de fotons, também conhecida como dynamic light scattering
(DLS). Valores de diametro médio e indice de polidispersdo (Pdl), uma indicacdo da variancia
na distribuicdo de tamanhos, foram obtidos para amostras de nanoesferas brancas e
nanocapsulas contendo carvacrol através do equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical, Reino Unido), com angulo de dispersao fixo em 90° e sob temperatura de 25 °C.
Os resultados foram analisados através do programa Zetasizer 7.13 (Malvern Panalytical, Reino
Unido).

4.5.3 Andlise do potencial zeta
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Amostras das formulacdes de nanoesferas brancas e nanocépsulas contendo carvacrol
foram analisadas quanto ao potencial zeta no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical, Reino Unido). Os resultados foram obtidos por meio da média da leitura das

triplicatas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CALIBRACAO

A curva de calibracdo confeccionada e utilizada como base para as anélises obteve
R2=0,9977 e como equacdo de retay = 0,013x + 0,017. A curva esta apresentada na Figura
6.

Figura 6 — Curva de calibracdo do carvacrol
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Fonte: N6brega (2019)

5.2 ESTUDO DE ESTABILIDADE

As formulacdes preparadas nesse estudo imediatamente apOs sua preparacdo nao
apresentaram odor, exibiam cor branca leitosa e perolada assim como esperado e ndo
apresentaram separacao de fases, continuando a apresentar a mesma aparéncia apos 4 meses de
armazenagem em refrigerador a 4 °C. Além disso, também ndo apresentaram sedimentacdo
visivel, sinais de que possuem boa estabilidade e ndo sofreram altera¢fes ao longo do tempo
em sua composicao. A auséncia de precipitacdo e separacdo de fases em suspensdes coloidais
sdo esperadas e tidas como indicadores de estabilidade, ja que o processo de sedimentacéo de
particulas submicrométricas é lento e minimizado pelo movimento Browniano caracteristico
dessas suspensdes (SCHAFFAZICK et al., 2003). No mais, apresentam também a presenca do
efeito Tyndall (Figura 7), outro indicador de que uma solucdo se trata de um sistema coloidal
(SCHAFFAZICK et al., 2002).
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Figura 7 — Demonstracao do efeito Tyndall presente na formulacdo de nanoesferas brancas

diluidas (direita) e ausente na agua destilada (esquerda)

Fonte: No6brega (2019) '
5.3 ANALISE DO pH

Foram aferidos os potenciais hidrogenionicos (pHs) das formula¢es de nanocéapsulas
contendo carvacrol (NC) e nanocapsulas brancas (NB) imediatamente ap0s a sua preparagdo e

apos 15, 30, 45 e 60 dias. Os resultados das medigdes de pHs estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8 —-pH das nanocépsulas brancas e nanocapsulas com carvacrol
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Fonte: N6brega (2019)

Informacdes importantes sobre a estabilidade das formulacdes de nanoparticulas
podem ser adquiridas através do monitoramento do pH em func¢do do tempo. O pH nos sistemas
nanoparticulados é um indicador da estabilidade fisico-quimica do sistema, visto que variacoes
nesse parametro podem indicar degradacao do polimero ou liberagdo do composto ativo, entre
outros efeitos (SCHAFFAZICK et al., 2003). No presente estudo os pHs de ambas as
formulacGes se mantiveram entre a faixa de pH de 5.5 e 6.5, 0 que esta de acordo com os valores
de 3.0-7.5 apontados por Mora-Huertas et al. (2009) como a faixa geral de pH das formulacgdes
criadas pelo método de nanoprecipitacdo. Durante os primeiros 30 dias houve um aumento no
pH de ambas as formulacdes atingindo 6,39 e 6,36; seguido de uma diminuicdo nesses valores
até 6,07 e 5,84.

O aumento de pH durante os primeiros dias pode ser devido a liberacdo do 6leo no
meio pelas nanocépsulas (POHLMANN et al., 2002). Na pesquisa realizada por Schaffazick et
al. (2002), suspensdes de nanoparticulas de PCL sofreram redugdo no pH ap6s um periodo de
75 dias, fenébmeno atribuido & exposicdo de maior nimero de grupos acidos carboxilicos
terminais, em funcdo do tempo, promovida pela e degradacdo do polimero e relaxacdo das
cadeias terminais. Como o PCL € degradado através da hidrolise em um processo autocatalitico
(WOODRUFF; HUTMACHER, 2010, WU et al., 2000), a desidratacao atraves da liofilizac&o
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ou da aspersdo pode aumentar a estabilidade desses nanosistemas. A desidratagdo também pode
contribuir diminuindo a agregacdo de particulas e a liberagcdo prematura da droga, além de

impedir a proliferacdo microbiana na formulacdo (SCHAFFZICK et al., 2003).

5.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

5.4.1 Difracgéo laser

As nanoparticulas foram analisadas através do programa Microtrac FLEX 10.6.2
(Microtrac, EUA). A partir dele foram obtidos resultados de didmetro médio da distribuicéo de
volume (MV), didametro médio da distribuicdo numérica (MN), diametro médio da distribuicéo
de area (MA) e superficie especifica (CS).

Esses resultados para as nanocapsulas contendo carvacrol (NC), nanocépsulas brancas
(NB) e nanoesferas brancas (NE) estédo expostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados da difracéo laser para nanocapsulas brancas (NB), nanocapsulas com
carvacrol (NC) e nanoesferas brancas (NE)

NB NC NE
Parémetros:
MV 147900 nm 87060 nm 271300 nm
MN 229 nm 187 nm 258 nm
MA 866 nm 537 nm 6630 nm
CS 6,93 m?/cm? 11,17 m2/cm? 0,9050 m2/cm?

Legenda: Diametro médio da distribuicdo de volume (MV), didmetro médio da distribui¢do numérica
(MN), didmetro médio da distribuicdo de area (MA), superficie especifica (CS) nanocapsulas brancas (NB),
nanocapsulas contendo carvacrol (NC) e nanoesferas brancas (NE).

Fonte: Nobrega (2019)

Além disso, foram obtidos dados da distribui¢do de tamanho das particulas, utilizados
para gerar os graficos apresentados nas Figuras 8, 9 e 10. O equipamento faz a medicdo em
canais de tamanho fixo definidos pelo operador. O eixo vertical da esquerda nos graficos é lido

como porcentagem de volume no canal (%chan) e indica quanto do volume total da amostra
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esta entre o didmetro indicado no eixo horizontal e o proximo valor de didmetro de particula.
O eixo vertical da direita (%opass) indica a porcentagem acumulada dos dados. O instrumento
ndo apresenta dados de particulas com tamanho menor ou maior do que a capacidade de

deteccdo do aparelho, portanto tais dados ndo entram na distribui¢éo ou outros resultados.

Figura 9 — Distribuicdo de didmetro de particulas das nanocépsulas brancas (NB)
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Legenda: Linha azul (intensidade) e linha laranja (porcentagem acumulada).

Fonte: N6brega (2019)

As nanocéapsulas brancas obtiveram um grafico de distribuicdo de didmetros bimodal,
exposto na Figura 9. Um pico correspondente a 39,5% do volume total da distribuicdo com
particulas de diametro médio de 312 nm e outro pico correspondente a 60,5% do volume total

da distribuicdo com particulas de diametro médio de 246,800 pm.
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Figura 10 — Distribuicdo de diametro de particulas das nanocapsulas contendo carvacrol (NC)
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Legenda: Linha azul (intensidade) e linha laranja (porcentagem acumulada).

Fonte: No6brega (2019)

J& as nanocapsulas contendo carvacrol obtiveram como resultado um gréfico
multimodal, como exposto na Figura 10. O primeiro pico corresponde a 7,8% da distribuicéo e
tem particulas com diametro médio de 153 nm. O segundo pico corresponde a 37,6% do volume
total da distribuicdo e tem particulas com diametro médio de 279 nm. O terceiro pico
corresponde a 6,8% do volume total e tem didmetro médio de 21,70 um. O quarto pico
corresponde a 7,5% do volume e possui particulas com didametro médio de 4,10 um. O quinto
pico tem volume correspondente a 14,5% do volume da distribuicdo e possui diametro médio
de 99,98 um. O ultimo pico possui volume correspondente a 25,8% do volume e tem diametro
médio de 266,4 um.

Na aplicacao da técnica de nanoprecipitacdo, a natureza e concentracdo do polimero na
fase organica, polaridades dos solventes, a natureza das fases internas e externas e a natureza e
concentracdo dos surfactantes sdo fatores determinantes para o tamanho médio de particula
(MORA-HUERTAS et al., 2009; SOUTO et al., 2012).

As formulacbes de nanocépsulas brancas e as de nanocapsulas contendo carvacrol
apresentaram distribuicdo de tamanho de particulas com picos significativos em didmetros

médios de 312 nm e 279 nm, respectivamente. Ambas as formulag¢Ges apresentaram didametro
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médio adequado, abaixo de 400 nm (SCHAFFAZICK et al., 2002). Entre as nanocapsulas, as
diferengas de diametro das particulas podem ser atribuidas a influéncia de caracteristicas do
oleo usado, entre elas a viscosidade, hidrofobicidade e tensao interfacial (SCHAFFAZICK et
al., 2003).

Figura 11 — Distribuicdo de didmetro de particulas das nanoesferas brancas (NE)
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Legenda: Linha azul (intensidade) e linha laranja (porcentagem acumulada).

Fonte: N6brega (2019)

As nanoesferas brancas obtiveram um gréafico bimodal (Figura 11) com um pico no
didmetro médio de 312 nm possuindo 4,6% do volume total, e outro pico com 284,3 um de
didmetro médio, com 95,4% do volume total.

Os valores de superficie especifica para as NC e NB podem indicar competéncia de
reatividade com tecidos biol6gicos, ja que alta area de superficie especifica é correlacionada
com respostas bioldgicas (FRANK et al., 2015). Uma maior superficie especifica esta
relacionada com uma diminuicdo do pH (SUTTIPONPARNIT et al., 2011).

5.4.2 Espectroscopia de correlagédo de fotons

Amostras das formulagdes de nanocapsulas contendo carvacrol (NC) e nanoesferas

brancas (NB) foram analisadas através do programa Zetasizer 3.30 (Malvern Panalytical, Reino
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Unido). A partir dele foram obtidos valores de didmetro médio e indice de polidisperséo (Pdl),

expostos na Tabela 2, e os graficos de distribuigdo, expostos na Figura 12.

Tabela 2 — Diametro médio e indice de polidispersao (Pdl) das nanocépsulas contendo

carvacrol (NC) e nanoesferas brancas (NE)

NC NE
Parametros:
Diametro medio (nm) 25,81 +0,21 31,46 + 0,07
Pdl 0,378 + 0,005 0,401 + 0,015

Legenda: Indice de polidispersdo (Pdl), nanocépsulas com carvacrol (NC) e nanoesferas brancas
(NB).

Fonte: Nobrega (2019)

Figura 12 — Diametro médio e indice de polidispersdo (Pdl) das nanocapsulas contendo

carvacrol (A) e nanoesferas brancas (B)
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Fonte: Zetasizer 3.30 (2019)
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O indice de polidispersédo (Pdl) é um valor sem unidade que mede a amplitude da
distribuicdo do tamanho de particula (TEIXEIRA et al., 2005; STELLA et al., 2007). Um PdlI
de 0,1 indica uma alta homogeneidade na populacao de particulas, enquanto valores mais altos
indicam uma populacéo polidispersa ou mesmo varias populacdes (GAUMET et al., 2008).

O didametro médio encontrado para as nanocapsulas com carvacrol indica que elas
seriam capazes de distribuirem-se na medula, baco e nos capilares sinusoides do figado, e
poderiam permear o microambiente tumoral ou o endotélio hepatico (DANAEI et al., 2018). O
alto valor de Pdl encontrado para essas particulas, juntamente da analise dos graficos, nos indica
que a formulacgéo se encontra altamente dispersa e possivelmente com mais de uma populacéo,
com valores de diametros médios indo de 10 nm até acima de 1 pm. Além disso, o valor de
diametro médio encontrado para as nanoesferas brancas também se mostrou contrario do que o
encontrado na literatura (LUCENA et al., 2018; POHLMANN et al., 2002; STELLA et al.,

2007), onde as nanoesferas geralmente possuem didmetro menor do que as nanocapsulas.

5.4.3 Andlise do potencial zeta

Os valores do potencial zeta para as formulagdes de nanocapsulas contendo carvacrol

(NC) e de nanoesferas brancas (NE) estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Potencial Zeta (mV) das nanocapsulas com carvacrol (NC) e nanoesferas brancas

(NB)
Formulacdes Potencial Zeta (mV)
Nanocépsulas com carvacrol
(NC) -8,78 + 0,08
Nanoesferas brancas (NE) -12,1+1,12

Fonte: Nobrega (2019)

Em uma solucdo de nanoparticulas carregadas, existe uma camada de ions fortemente
ligadas a sua superficie (a camada de Stern) e outra camada mais difusa de ions fracamente
ligados. Essas camadas sofrem mudancas na interface com o meio dispersante, e o potencial

eletroestatico no limiar dessas camadas € chamado de potencial zeta. O potencial zeta € medido
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utilizando técnicas de eletroforese e esté relacionado com a carga de superficie da particula
(CLOGSTON; PATRI, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). Esse parametro é tido como um
dos indicadores de estabilidade de uma solucdo de nanoparticulas, sendo valores mais altos
considerados um indicio de maior estabilidade, j& que as particulas se repelem com mais vigor,
diminuindo as chances de aglomeragdo (FRANCO et al., 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003).
O potencial zeta foi também reportado como tendo um efeito sobre a toxicidade das
nanoparticulas sobre as células (PAIVA et al., 2013).

Os tensoativos utilizados, o pH do meio, concentracdo, forca idnica da solucéo e os
polimeros constituintes das nanoparticulas sdo os principais componentes presentes nas
formulacbes capazes de influenciar o potencial zeta (CRUCHO; BARROS, 2017). Os
poliésteres como o PCL, em particular, conferem um valor negativo ao potencial zeta devido a
presenca dos grupos carboxilicos terminais, enquanto os poloxamers tendem a reduzir esse
valor absoluto (MORA-HUERTAS et al., 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). A presenca de
droga livre no meio dispersante pode diminuir o potencial zeta das particulas (FONTE; REIS;
SARMENTO, 2016).

Nos estudos feitos por Lucena et al. (2018) o potencial zeta para nanocapsulas e
nanoesferas mostraram valores proximos. No estudo conduzido por Teixeira et al. (2005), a
presenca do 6leo em nanocapsulas e nanoemuls@es conferiu a essas preparacées um valor mais
negativo de potencial zeta do que quando comparadas com as nanoesferas, que ndo possuem

fase oleosa em sua composic¢do, diferindo dos dados encontrados no trabalho atual.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho estudou a preparacdo de nanocapsulas de poli-e-caprolactona contendo
carvacrol através do metodo de nanoprecipitacdo (deposicdo interfacial de polimeros pre-
formados) e avaliou a efetividade desse método para tal finalidade através do estudo de

caracterizacéo e avaliacdo da estabilidade dos produtos.

De posse dos dados obtidos nesta pesquisa, é possivel concluir que:

e No estudo de estabilidade as formulacdes de nanoparticulas apresentaram as
caracteristicas esperadas de uma boa formulacdo, entre elas: cor branca perolada,
auséncia de odor, ndo houve separacdo de fases e nem presenca de precipitado. Tais
atributos mantiveram-se ap6s 4 meses, um indicativo da estabilidade das formulagdes.

e O pH das nanocapsulas manteve-se dentro da faixa esperada para preparacoes
utilizando o polimero PCL. Isso indica que o polimero de tais nanoparticulas ndo se
degradou além do esperado, sendo mais um indicio de estabilidade e adequacédo a
liberacdo prolongada.

e As preparagdes de nanoparticulas obtiveram populagdes com didmetro médio dentro
da faixa esperada para 0 método aplicado e apropriados para a aplicacao terapéutica.
Entretanto, os resultados atingidos mostraram alta taxa de dispersdo e com potencial
zeta levemente baixo.

e As preparacdes demonstraram estabilidade adequada em relacdo aos parametros
analisados, porém serdo realizados mais ensaios para finalizar a caracterizacao fisico-

quimica e biologica.
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