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RESUMO

O desenvolvimento de agentes antimicrobianos representa um dos mais importantes
avancos na area terapéutica, devido a resisténcia microbiana acarretar
problemas para a saude publica, com sérias implicacbes econdmicas, sociais e
politicas. Visto isso, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento tecnoldgico
de microparticulas do biopolimero e-poli-L-Lisina (e-PLL) e de nanocéapsulas
poliméricas contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel, revestidas ou ndo
e-PLL. As microparticulas foram obtidas pela técnica de secagem por aspersdo com
rendimento de 42,4 %. As nanocapsulas foram preparadas pela técnica de deposicéo
interfacial de um polimero pré-formado. As nanocapsulas apresentaram diametro
médio nanométrico (160-200 nm), indice de polidisperséo inferior a 0,25 e potencial
zeta negativo para as nanocapsulas de poli(s-caprolactona) (PCL) (-39,8 mV) e
positivo para as nanocapsulas de e-PLL (+17,75 mV), demonstrando que houve o
processo de adsorcdo por interacdo eletrostatica entre a PCL e a &-PLL. Foi
desenvolvido e validado um método analitico por espectrofotometria de UV-Vis com a
finalidade de permitir uma determinacao confidvel da eficiéncia de encapsulacéo (EE).
Este método apresentou especificidade, linearidade, preciséo, limites de deteccéo e
quantificacdo satisfatorios de acordo com as recomendacdes vigentes. A EE foi de
99,86%. Foi avaliada a atividade antimicrobiana dos sistemas micro e
nanoencapsulados contendo ¢-PLL contra os micro-organismos E. coli, S. aureus,
S. pyogenes, P. aeruginosa e C.albicans. Os resultados demonstram que a
incorporacdo do Oleo essencial de M. alternifolia no sistema nanoestruturado
desenvolvido foi capaz de aumentar a sua atividade antibacteriana. As
microparticulas e as nanocapsulas, podem futuramente ser agentes antimicrobianos
promissores, promovendo o desenvolvimento de uma alternativa terapéutica eficaz

com doses menores e mais efetivas.

Palavras-chave: ¢-poli-L-lisina; oOleo essencial de Melaleuca alternifolia;

microparticulas, nanocapsulas; atividade antimicrobiana



ABSTRACT

The development of antimicrobial agents is one of the most important advances in the
therapeutic area due to microbial resistance, causing problems to public health, with
serious economic, social and political implications. Thus, this study aimed to the
technological development of microparticles of biopolymer e-poly-L-lysine (e-PLL) and
polymeric nanocapsules containing essential oil of Melaleuca alternifolia Cheel
uncoated or coated with e-PLL. The microparticles were obtained by the spray drying
technique with a yield of 42.4%. The nanocapsules were prepared by interfacial
deposition technique of a preformed polymer. The nanocapsules showed average
nanometer diameter (160-200 nm), polydispersity index of less than 0.25 and negative
zeta potential for nanocapsules poly(e-caprolactone) (PCL) (-39.8 mV) and positive for
the nanocapsules of ¢-PLL (+17, 75 mV), indicating that there was an electrostatic
adsorption interaction between PCL and e-PLL. An analytical method was developed
and validated by UV-vis spectrophotometry in order to enable a reliable determination
of encapsulation efficiency (EE). This method showed specificity, linearity, precision,
detection and quantification satisfactory limits according to current recommendations.
The EE was 99.86%. The antimicrobial activity of micro systems and nanocapsules
was evaluated, containing e-PLL against the microorganisms, E. coli S. aureus, S.
pyogenes, P. aeruginosa and C. albicans. The results demonstrate that the
incorporation of the essential oil of M. alternifolia in the nanostructured system
developed has been able to increase their antibacterial activity. The microparticles and
nanocapsules, can, in the future, be promising antimicrobial agents, promoting the

development of an effective therapeutic alternative and more effective at lower doses.

Keywords: e-poly-L-lysine; essential oil of Melaleuca alternifolia; microparticles;

nanocapsules; antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A busca por terapias alternativas para agentes antimicrobianos vem ganhando
importancia no cenario da saude. Esta busca se deve ao fato das terapias
convencionais apresentarem muitas vezes, efeitos adversos severos, além do
desenvolvimento da resisténcia microbiana frente aos mais variados farmacos
(ANTUNES et al., 2006).

O desenvolvimento de farmacos nas Ultimas décadas, representa um dos
mais importantes avancgos na area terapéutica. Sao conhecidas aproximadamente oito
mil substancias com esta atividade, porém pouquissimas sdo efetivamente
aproveitadas e utilizadas por ndo atenderem aos requisitos minimos necessarios para
seu emprego terapéutico (RANG et al., 2004). Diante desta problematica, as
pesquisas buscam novos agentes que sejam eficazes ante os patégenos emergentes,
avaliando a sua atividade e comparando-0s com antimicrobianos mais antigos.

Dentre essas novas substancias, destacam-se as nanoparticulas poliméricas
e outros carreadores coloidais. Devido ao tamanho diminuido das particulas e por
apresentarem capacidade de carrear o farmaco mais proximo do alvo de acdo ou
mesmo intracelularmente, aumentam o efeito antimicrobiano sobre alguns
micro-organismos. De modo geral, as nanoparticulas associadas a antimicrobianos
promovem uma melhora nos indices terapéuticos, reduzem a toxicidade local, ndo
havendo perda da eficacia de acdo quando comparadas com as formas farmacéuticas
atuais (MOHAMMADI et al., 2011).

Neste contexto, os poli(aminoacidos), como a e-poli-L-lisina (e-PLL),
mostram-se importantes para a liberacdo de farmacos. Os poli(aminoacidos), sofrem
degradacdo enzimatica no organismo, sendo considerados  seguros
(OYARZUN-AMPUERO et al., 2011). Os 6leos essenciais por outro lado, mostram-se
eficientes como fase oleosa de nanocapsulas, por possuirem propriedades
importantes como atividades antioxidante, antimicrobiana e antifungica
(SACCHETTI et al., 2005; HOSSEINI et al., 2013). Dessa forma, o 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia Cheel (MYRTACEAE) apresenta caracteristicas desejaveis a
um agente antimicrobiano, sendo incorporado como antimicrobiano principal ou como
um conservante natural em muitos produtos farmacéuticos e cosméticos destinados
ao uso topico (COX et al., 2000).
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Dessa forma, considerando a necessidade de novos agentes antimicrobianos,
este trabalho teve como objetivo principal desenvolver e caracterizar microparticulas
de e-PLL e nanocépsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia, revestidas ou nédo
com o biopolimero ¢-PLL e avaliar a atividade antimicrobiana e antifungica desta

associacao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Terapia antimicrobiana

Considerado um problema de relevancia mundial, a resisténcia
microbiana tem sido uma grande preocupacdo para a saude publica com sérias
implicacbes econdmicas, sociais e politicas. Esta problematica acaba solicitando a
inclusdo de outros tipos de terapias e agentes antimicrobianos, fazendo com que se
busquem novos farmacos, e que estes sejam mais eficazes, abrindo assim, caminhos
para a evolucao das pesquisas nesta area (DELLIT et al., 2007)

Para tratar infeccbes causadas por micro-organismos patogénicos,
utilizam-se farmacos, que tem como principal caracteristica a habilidade de inibir o
crescimento de micro-organismos, quando utilizados em concentracfes toleradas
pelo hospedeiro (KAYE et al., 2001). Os inconvenientes dos farmacos convencionais
é o desenvolvimento da resisténcia e também efeitos secundarios adversos. A
resisténcia aos farmacos impde a administracéo de altas doses, muitas vezes gerando
toxicidade intoleravel (HAJIPOUR et al., 2012).

O uso amplamente disseminado dos antimicrobianos tem levado a selecéo de
organismos altamente resistentes, que subsequentemente impdem riscos ao paciente
e a comunidade (PATERSON et al., 2001). Essas cepas resistentes contribuem para
o surgimento de doencgas que estavam sob controle por muitos anos. Em 1950, oito
anos apoés a introducdo da penicilina, 68% dos casos de infeccdo causada por
Staphylococcus aureus ja apresentavam resisténcia a esse antibidtico
(ROSSI; ANDREAZZI, 2006). Outro exemplo de resisténcia, sdo as cepas bacterianas
gue causam a tuberculose (TB) as quais sao resistentes ao tratamento antibacteriano
anteriormente eficaz. Estima-se que quase meio milhdo de novos casos de
tuberculose multirresistente  (MDR-TB) ocorrem no mundo a cada ano
(HAJIPOUR et al., 2012).

Varios sdo 0S mecanismos que 0S micro-organismos apresentam para
desenvolver resisténcia aos farmacos, sendo esses fatores intrinsecos ou extrinsecos.
Estratégias preventivas na disseminagéo da resisténcia sdo fundamentais, e devem
ser aplicadas. Uma das estratégias € saber como o farmaco rompe a parede celular
causando a morte desse micro-organismo. A parede celular bacteriana tem a funcéo
de proteger a célula contra rupturas osmaoticas e danos mecéanicos. De acordo com a

sua estrutura, componentes e funcdes, pode ser dividida em duas categorias
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principais: Gram positivas e Gram negativas. As bactérias Gram positivas possuem
uma parede espessa de peptidoglicano, que esta ligado aos &cidos teicoicos. Em
contraste, as bactérias Gram negativas possuem uma parede celular mais complexa,
tanto estruturalmente, quanto quimicamente. Mais especificamente, a parede celular
compreende uma camada fina de peptidoglicano e contém uma membrana externa,
que cobre a superficie da membrana citoplasmatica (HAJIPOUR et al., 2012).

A determinacéo da suscetibilidade in vitro de bactérias isoladas costuma ser
realizada com o intuito de garantir que o regime antimicrobiano empirico seja ideal. A
disponibilizacdo dos dados no tempo devido permite ajustar, quando apropriado, este
regime. Entretanto, a suscetibilidade de certos micro-organismos ao farmaco de
escolha tem sido tdo uniforme que a realizacdo rotineira de testes in vitro é
desnecessaria (KAYE et al., 2001). A difusdo em disco constitui 0 método
classicamente empregado no teste da suscetibilidade antimicrobiana, embora ja
existam sistemas mais automatizados disponiveis. Quando necessario, 0s
organismos podem ser testados com o uso de técnicas de diluicdo em tubo de ensaio
ou microdiluicBes para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentragcdo bactericida minima. As técnicas mais modernas incluem o método do
gradiente de difusdo e diversos ensaios baseados em &cidos nucleicos, que séo
capazes de detectar genes promotores de resisténcia antimicrobiana em bactérias
(HASSELMANN, 2003).

O uso extensivo de agentes antimicrobianos, especialmente em unidades de
terapia intensiva e outras instalacdes de assisténcia médica, favorece fortemente a
selecdo de espécies microbianas resistentes, em particular cepas bacterianas que
abrigam plasmideos promotores de resisténcia transmissivel (KOLLEF; FRASER,
2001). O controle da resisténcia depende da adoc¢ao de medidas locais, devido ao fato
do desenvolvimento de novos farmacos ser baixo e ndo conseguir acompanhar o ritmo
da emergéncia de farmacorresisténcia (LEEKHA; TERRELL; EDSON, 2011).

2.2 Nanotecnologia Farmacéutica

A constante busca pela utilizagdo de formulacées que permitam a otimizacao
da velocidade e a dosagem dos farmacos, tem sido um desafio entre pesquisadores
e a industria farmacéutica. O desenvolvimento de sistemas micro ou nanoparticulados

associados a antimicrobianos tem recebido atencéo especial devido a melhora nos
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indices terapéuticos, reduzindo a toxicidade local sem perda da eficdcia de acéo
guando comparadas com as formas farmacéuticas atuais (MOHAMMADI et al., 2011).
Aplicacbes da nanotecnologia para melhorar a eficacia dos antimicrobianos tém sido
relatadas em varios estudos.

A nanotecnologia farmacéutica € a area envolvida no desenvolvimento,
caracterizagdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica ou
micrométrica (SAKATA et al., 2007).

Os sistemas utilizados para esse fim podem ser de natureza diversa, tendo
como prioridade a vetorizacdo do farmaco, ou seja, a liberacdo do farmaco de forma
preferencial no 6rgdo ou célula-alvo, permitindo, deste modo, acentuar o efeito
farmacoldgico e reduzir os efeitos colaterais e adversos (NECKEL; LEMOS-SENNA,
2005). Dentre as principais estratégias vetoriais incluem-se 0s sistemas
nanoestruturados e microestruturados, sendo estes, veiculos de interesse tanto para
a administracao intravenosa de farmacos lipofilicos, como também para administracao
via oral e cutdnea (SCHAFFAZICK et al., 2003a; MAINARDES; GREMIAO;
EVANGELISTA, 2006).

A descoberta dos lipossomas veio aumentar a variedade de ferramentas para
o desenvolvimento da nanotecnologia farmacéutica (LASIC, 1998). Esses sistemas
serviram de base para a explosdo de um grande numero de nanodispositivos
adequados a liberacdo de farmacos produzidos na sua grande maioria a partir de
lipidios ou de compostos poliméricos (COUVRER; VAUTHIER, 2006).

2.2.1 Microparticulas poliméricas

Microparticulas sdo sistemas geralmente poliméricos que apresentam
diametros na ordem de micrémetros (1 a 1000 uym), as quais podem ser classificadas
quanto a sua organizacdo em microcipsulas ou microesferas. As microcapsulas
consistem em sistemas onde o nudcleo estd envolvido por uma camada ou filme
polimérico formando um sistema do tipo reservatorio. Ja as microesferas, constituem
um sistema matricial, no qual o polimero forma uma rede tridimensional onde o
material a ser microencapsulado pode estar adsorvido, incorporado ou ligado
covalentemente a matriz polimérica, formando sistemas de dissolugéo, disperséo ou

sistemas porosos (JAFARI et al., 2008). A localizacédo e o estado de dispersao dos
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farmacos nas microparticulas poliméricas sdo fatores importantes que governam o
modelo de liberacdo (KAWAGUCHI, 2000).

Em 1960, a técnica de microencapsulacdo comecou a ser utilizada com o
intuito de se obter materiais com tamanho micrométrico. A microencapsulacao
consiste na transformacéo de liquidos em pds. Atualmente, a microencapsulacao é
utilizada nas indastrias alimenticia, téxtil, farmacéutica e cosmética (THOMPSON,
2007; AHMAD et al, 2011). Cabe ressaltar que formas farmacéuticas
multiparticuladas apresentam vantagens em relacdo aos sistemas unitarios, dentre
elas, destacam-se uma distribuicdo mais uniforme e rapida ao longo do trato
gastrintestinal, com a reducdo dos danos locais, uma menor variacdo da
biodisponibilidade, maior reprodutibilidade de doses individuais, bem como a reducao
do risco de toxicidade (KAWASHIMA et al., 1993).

Sistemas microparticulados podem também incrementar a solubilizacdo e a
dissolugdo de farmacos, permitindo a administracdo de farmacos incompativeis,
auxiliando a dispersédo dessas substancias insollveis em meios aquosos, além de
mascarar certas caracteristicas organolépticas como sabores e odores desagradaveis
(AL-OMRAN et al., 2002). Podem ainda reduzir a volatilidade, melhorar caracteristicas
de escoamento de pds, promover protecdo contra agentes atmosféricos, como
umidade, luz, calor, que causem oxidacdo e demais danos fisico-quimicos
(SILVA et al., 2003).

Dentre os métodos empregados para a preparacdo de microparticulas
pode-se mencionar: coacervacdo; emulsificacdo-evaporacdo do solvente;
emulsificacdo-extracdo com solvente; secagem por aspersdo (spray drying)
(BENITA, 2006). Dentre estes métodos, a secagem por aspersdo é a técnica mais
pratica, sendo um processo em etapa Unica, apresentando facilidade em controlar
condicOes de operacédo e tendo a possibilidade de néo utilizar solventes organicos
durante o processo (RAFFIN et al., 2006).

2.2.1.1 Secagem por aspersao (spray drying)

A técnica de secagem por aspersao ou spray drying € uma tecnologia muito
utilizada em diversos segmentos industriais, incluindo o farmacéutico. Embora
considerado um processo de desidratacdo, pode ser usado para encapsulacao

quando o composto ativo é envolvido por uma matriz protetora, normalmente um
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polimero ou material fundido (RISCH, 1995). A encapsulacédo por spray drying tem
sido utilizada na industria alimenticia desde 1950, para proporcionar aos ingredientes
encapsulados protecdo contra a degradacao/oxidacédo e para converter ingredientes
liquidos em pés (GOUIN, 2004).

A formulacdo do material a ser atomizado e os parametros do processo
determinam as propriedades das particulas produzidas. A encapsulacdo conduzida
em um spray drying envolve trés etapas basicas: a preparacdo da dispersdo ou
emulsdo a ser processada, homogeneizacao e a atomizacdo da dispersédo dentro da
camara de secagem. A solucdo € atomizada, quando entra em contato com uma
corrente de ar quente. A agua € evaporada, produzindo particulas secas de formato
esférico. O produto seco resultante pode compreender pds, granulos ou aglomerados
de particulas de diversos tamanhos (RISCH, 1995).

As propriedades fisicas do produto final (tamanho, forma e teor de umidade)
podem ser controladas com a escolha do equipamento adequado e manipulacao dos
parametros do processo (BENITA, 2006).

Ao contrario de muitos outros métodos classicos de preparacdo de
microparticulas, o spray drying € uma técnica bastante rapida para a obtencao destes
sistemas, sendo um processo de etapa Unica, passivel de transposicdo de escala e
aplicavel a uma variedade de materiais. A rapida evaporacdo da agua da matriz
encapsulante durante a secagem faz com que o nlcleo permaneca a uma temperatura
abaixo de 100 °C, o que permite que 0 processo seja empregado até mesmo para
substancias termossensiveis (ADAMIEC; MODRZEJEWSKA, 2005; PISECKY, 2005;
SHU et al., 2006).

Como desvantagem, apresenta a perda do produto pela adesao das particulas
na parede interna do equipamento, além da possibilidade de aglomeragéo do sistema
microparticulado (JAIN et al., 1998).

2.2.2 Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas sao sistemas coloidais que variam entre 10 a 1000
nandémetros e, em geral, promovem liberacdo controlada e prolongada do farmaco
veiculado, a partir da melhora de suas propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998; NAGPAL; SINGH;

MISHRA, 2010). Além das qualidades farmacolégicas, as nanoparticulas apresentam
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vantagens como possuir grande estabilidade, permitir o carreamento de grande
quantidade de farmaco, proporcionar maior controle sobre a cinética de liberacéo do
farmaco, permitir facilmente as modificacdes superficiais e possuir uma multiplicidade
de métodos de producédo (GREF et al., 1995).

As nanoparticulas podem ter diversas matrizes e serem produzidas por meio
de diferentes métodos, que sdo baseados na polimerizacdo in situ de monémeros
dispersos, a qual pode englobar rea¢des classicas de poliadicdo e policondensacao
(LAMBERT et al., 2000), ou, a partir da utilizacdo de um polimero pré-formado
(SANTOS-MAGALHAES et al., 2000). A polimerizacdo interfacial de mondémeros
dispersos é desvantajosa por usar em sua composicao polimeros ndo biodegradaveis
e formar residuos toxicos durante as reacdes (QUINTANAR-GUERRERO
et al, 1998). Os métodos provenientes de polimeros pré-formados
sdo: emulsdo-evaporagédo do solvente, difusdo do solvente, emulsificacdo-difuséo e
salting out (REIS et al., 2006).

Essas técnicas sdo similares quanto aos procedimentos empregados, pois
envolvem a preparacdo de uma solucdo organica contendo o polimero e o farmaco, e
de uma solucdo aquosa contendo um estabilizante. Sua escolha deve ser feita com
base nos fatores desejados, como tamanho, area de aplicacéo e o tipo do polimero a
ser utilizado (QUINTANAR-GUERRERO et al, 1998). Durante o armazenamento, as
nanocapsulas podem precipitar devido a agregacao, independentemente do método
de preparacdo (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Quando se trabalha com polimeros ionizaveis a geleificacdo ionotrépica, € a
técnica mais indicada, onde um agente reticulante € adicionado ao polimero disperso
em agua, organizando a cadeia polimérica em nanoparticulas, que encapsulardo o
farmaco dissolvido ou disperso no sistema (CALVO et al., 1997a).

As nanoparticulas poliméricas utilizadas para carrear farmacos podem ser
divididas em dois grupos dependendo da sua composi¢cdo e organizagcao estrutural,
como demonstrado na Figura 1. As nanocapsulas sao constituidas por um invélucro
polimérico e o farmaco podera estar presente no seu interior ou como componente
deste involucro. Em contrapartida, as nanoesferas sdo formadas por uma matriz
polimérica macica e o farmaco podera estar retido na superficie da matriz ou
distribuido uniformemente por toda a nanoparticula (SCHAFFAZICK et al., 2003a). Se

o farmaco estiver apenas na superficie da nanoparticula, ocorrera uma liberacao
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rapida e se estiver encapsulado, no interior da nanoestrutura, havera uma liberacéo

mais prolongada.

Figura 1: Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede Matriz
polimérica polimérica
Nucleo
oleoso
Farmaco 3) b) ©) d) Farmaco

Fonte: retirado de SCHAFFAZICK et al., 2003a.

As principais caracteristicas das nanoparticulas que devem ser controladas sé&o
o tamanho das particulas, as propriedades de superficie e a liberacdo das substancias
farmacologicamente ativas, a fim de atingir a acdo no local especifico, com
aprimoramento da posologia (MOHANRAJ; CHEN, 2006). Esses sistemas
apresentam vantagens do ponto de vista tecnoldgico, como método de preparo
simples com um alto teor de encapsulamento de farmacos lipofilicos
(PELTONEN et al., 2004).

A adicdo de tensoativos é importante para reducdo das dimensdes das
nanocapsulas. Nacleos oleosos muito acidos aumentam a degradacao do polimero,
enquanto 6leos muito viscosos sdo resistentes a tensdo durante a emulsificacao
resultando em goticulas oleosas maiores e consequentemente nanocapsulas maiores
(ZHANG et al., 2011).

A superficie das nanoparticulas pode ser modificada dependendo das
caracteristicas dos polimeros utilizados ou da incorporacdo de outros. Polimeros
catidnicos permitem que as nanoparticulas apresentem propriedades mucoadesivas.
Enquanto polimeros n&o-ibnicos sdo 0os mais biocompativeis. Outros modificadores
de superficie sdo os tensoativos, 0s quais apresentam carater anfifilico diminuindo a
tensdo superficial entre particula e célula, o que permite um maior contato entre ambas
(KREUTER, 1997).
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Nanoparticulas revestidas por polimeros hidrofilicos permitem um tempo de
circulagdo maior no organismo (GREF et al., 1994). Estes sistemas s&o estudados
para fins terapéuticos para uma liberacdo do farmaco de uma maneira controlada a
partir do local de administracdo até atingir o alvo terapéutico. Nesse sentido, a
modificacdo das caracteristicas superficiais das nanoparticulas, seja pela adsor¢céo
ou ligacdo covalente de polimeros hidrofilicos na superficie das mesmas, tem
demonstrado ser uma estratégia promissora para a obtencéo de carreadores furtivos,
ou seja, impedem que os carreadores coloidais sejam reconhecidos e capturados por
células do sistema fagocitario mononuclear (GREF et al., 1994; GREF et al., 2000;
MOSQUEIRA et al., 2001).

Calvo et al. (1997b) desenvolveram nanocapsulas de indometacina com
superficie modificada. Nanocapsulas com carga de superficie negativa foram
preparadas utilizando a poli(e-caprolactona) (PCL) como polimero, e as com carga de
superficie positiva foram obtidas através do revestimento com quitosana e
poli-L-lisina. Estudos in vivo realizados na cérnea de coelhos demonstraram que as
nanocapsulas revestidas com polimeros catibnicos, aumentaram significativamente a
quantidade de indometacina na cérnea e no humor aquoso, comparados a um colirio
comercial. Entretanto, a capacidade em melhorar a penetragcdo da indometacina na
cornea foi substancialmente diferente entre as formulacdes desenvolvidas. O
revestimento de quitosana proporcionou uma penetracao duas vezes maior, enquanto
o revestimento com poli-L-lisina foi ineficaz no aumento da biodisponibilidade ocular
da indometacina quando comparadas as nanoparticulas nao revestidas. Diante disso,
foi concluido que o fator responséavel pelo aumento na penetragéo através da mucosa
ocular ndo seria a carga de superficie, mas sim a natureza especifica da quitosana
gue propicia mucoadesdao ao epitélio cérneo.

Polimeros sintéticos, tais como o poli (acido lactico) (PLA), poli (acido glicélico)
(PGA), poli(acido-latico-co-acidoglicdlico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL),
polietilenoglicol (PEG), tém sido extensivamente estudados e utilizados, tanto para a
formacdo de capsulas ou esferas, quanto para o revestimento da particula. Os
polimeros sintéticos possuem como vantagem a elevada pureza, ndo necessitando
passos adicionais de purificacdo, menor risco de toxicidade e maior reprodutibilidade
guando comparados aos polimeros naturais (REIS et al., 2006). Entre eles, os
polimeros do grupo dos poliésteres sao de grande interesse devido a compatibilidade

e a biodegradabilidade em metabdlitos néo toxicos.
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2.2.2.1 Sistemas nanoestruturados associados a antimicrobianos

Aplicagbes da nanotecnologia para melhorar a eficacia dos antimicrobianos tém
sido relatadas em vérios estudos. Buscando melhorar as propriedades dos farmacos,
alguns trabalhos descrevem a associacdo de antifungicos em nanoparticulas
poliméricas. Espuelas et al. (1997), associaram anfotericina B a nanoesferas de PCL
com o intuito de reduzir sua toxicidade. Em 2009, Amaral et al. encapsularam o mesmo
farmaco utilizando PLGA, observando uma reducdo na frequéncia de aplicacéo,
isencédo da toxicidade renal e hepatica em comparacédo a sua forma livre.

Lboutounne et al. (2002) obtiveram nanocapsulas de clorexidina utilizando a
PCL como polimero, demonstrando uma ac¢do antimicrobiana superior em
comparacao a solugcao do mesmo farmaco. A suspensdo de nanocépsulas propiciou,
uma liberacao sustentada do farmaco por 8 horas. Quando a rifampicina, isoniazida e
pirazinamida foram associadas a nanocapsulas de PLGA apresentaram eficacia
superior no tratamento de tuberculose em cobaias, quando comparadas ao tratamento
convencional (PANDEY et al., 2003).

Nanoparticulas de PLGA, Eudragit® RS100 e RL100 contendo ciprofloxacina,
apresentaram atividade bactericida, quando testadas frente a Pseudomonas
aeruginosas e Staphylococcus aureus, independente do polimero e das propor¢des
empregadas. Segundo Dillen et al. (2006) a incorporacdo de ciprofloxacina nas
nanoparticulas ndo acarretou perda da atividade antimicrobiana quando comparada a
solucéo do farmaco.

Uma provavel explicacdo para as nanoparticulas apresentarem uma melhor
eficiéncia antimicrobiana que a solucéo de farmaco livre é devido ao tamanho reduzido
das particulas, pois elas podem acumular-se na superficie da parede celular e se
internalizar com maior facilidade em comparagédo com particulas de tamanhos maiores
(PATEL et al., 2010).
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2.3 Polimeros Biodegradaveis

Os materiais poliméricos, pela sua variedade, versatilidade e propriedades, sao
a classe de materiais mais investigada no processo de micro e nanoencapsulagao. O
estudo das propriedades fisicas, quimicas e biolégicas dos polimeros antes do
processo € de suma importancia, ja que as propriedades do polimero e do farmaco
encapsulado influenciam diretamente na selecao do processo de microencapsulacao
(JAIN et al, 1998).

Muitos polimeros biodegradaveis, que podem ser de origem natural, sintética
ou semissintética sdo descritos para serem utilizados, contudo poucos sé&o
biocompativeis, ou seja, a relacdo entre o polimero e o organismo produz efeitos
indesejaveis (JAIN et al, 1998). Polimeros biodegradaveis sdo aqueles que sofrem
degradacédo quimica in vivo, por hidrolise ou agdo enzimatica, originando produtos ndo
toxicos e biocompativeis capazes de ser metabolizados e excretados pelas vias
fisiolégicas normais (SALTZMAN, 2011).

As propriedades de superficie tais como a homogeneidade, a hidrofilia e a
energia de superficie determinam a biocompatibilidade com tecidos, e influenciam nas
propriedades fisicas tais como a durabilidade, a permeabilidade e a degradabilidade.
As propriedades gerais que influenciam diretamente no mecanismo de liberacdo do
farmaco, incluem a massa molecular, a adesividade, a solubilidade baseada nos
mecanismos de liberacdo (difusdo ou dissolucdo) e o sitio de acao
(PILLAI; PANCHAGNULA, 2001).

2.3.1 g-poli-L-lisina (e-PLL)

A e-poli-L-lisina (e-PLL) € um homopolimero catiénico de ocorréncia natural,
formado por 25 a 35 residuos do aminoacido L-lisina. A polimeriza¢do ocorre entre 0s
grupos e-amino e a-carboxila da amina, formando uma amida (Figura 2)
(BO et al., 2014). Comercialmente, pode ser encontrada com diversos pesos
moleculares resultantes do numero de unidades matriciais utilizadas para sua
confeccdo ( ANSON; SAVEANT; SHIGEHARA, 1983).
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Figura 2: Estruturas quimicas: e-PLL (a) e a-PLL (b)
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Foi acidentalmente descoberta como um material extracelular produzido por
bactérias filamentosas Streptomyces albulus spp. A biossintese € obtida adicionando
cepas de S. albulus em um baldo sob agitacdo, com temperatura de 30°C
(SHIMA; SAKAI, 1977). Segundo, Nishikawa e Ogawa (2006) a e-PLL pode ser
efetivamente isolada como um material extracelular produzido por bactérias
pertencentes ao género Streptomyces, Kitasatospora e Epichloe (Tabela 1).

A &-PLL pode ser sintetizada por reacéo de polimerizagéo utilizando a L-lisina
ou seus derivados como precursores. Ha duas rotas sintéticas distintas para a
obtencédo da e-PLL e da a-PLL. Para a obtencédo de &-PLL de cadeia linear utiliza-se o
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) como um agente de ativagcédo para
a policondensacdo da L-lisina em meio aquoso. Em contraste, a-PLL € obtida
utilizando N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) em solvente organico (HO et al., 2008).

Ho et al. (2012) desenvolveram métodos alternativos para obtencéo de e-PLL
com um maior peso molecular e, possivelmente, graus mais elevados de ramificacao.
Uma das técnicas consiste na polimerizacdo de uma solugédo de L-lisina pelo

aguecimento em micro-ondas.



Tabela 1: Producgédo de &-PLL por micro-organismos
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Micro-organismos

Rendimento de ¢-PLL

Kitasatospora sp. MY 5-36 34,11 ¢g.L?
Streptomyces diastatochromogenes 0,20 g.Lt
CGMCC3145

Streptomyces griseofuscus 7,509g.L?
Streptomyces albulus TUST2 20,20 g.L?
Streptomyces sp. M-Z18 227,00 ¢g.L?
Streptomyces violaceusniger 0,35¢.L1
Streptomyces albulus IFO14147 4,37 g.L?t
Streptomyces albulus -
Streptomyces albulus 0,50¢.L?
Streptomyces mashuensis -
Streptomyces lydicus 0,15¢g.L?
Streptomyces albulus 48,30 g.L?
Streptomyces albulus 4,00¢g.L Y
Streptomyces noursei NRRL 5126 2,00g9.L?
Streptomyces Noursei NRRL 5126 2,309.L?

Fonte: adaptado de BANKAR; SINGHAL, 2013.

A estrutura molecular e-PLL foi caracterizada por espectroscopia no
infravermelho, espectroscopia de Raman e ressonéancia magnética nuclear
(SHIH; SHEN; VAN, 2006). A e-PLL em solucédo exibe uma variedade de estruturas
secundérias, tais como um espiral aleatério, a-helicoidal e conformagéao -laminar
(SHIH; SHEN; VAN, 2006). Além disso, as transi¢cdes entre conformacdes podem ser
facilmente conseguidas adicionando concentracfes diferentes de sal ou alcool,
alterando o pH ou a temperatura (BANKAR; SINGHAL, 2013). Em pH &cidos, e-PLL

assume uma conformacdo eletrostaticamente expandida devido a repulsdo dos
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grupos a- amino protonados, enquanto que em um pH béasico a conformacdo muda
para conformacdes semelhantes a 3-laminar. As moléculas de e-PLL séo catibnicas
devido aos seus grupos amino carregados positivamente em 4gua
(SHIMA et al., 1984).

A ¢-PLL tem sido aplicada para a conservacao de alimentos por se tratar de um
polimero soluvel em agua, biodegradavel, ndo toxico, com alta estabilidade térmica e
uma ampla atividade antimicrobiana. Sua utilizacdo nas industrias alimenticias foi
aprovada pelas agéncias dos Estados Unidos, Japao e Coréia (SHIH; SHEN; VAN,
2006; BO et al., 2014). Sua aplicacdo tem sido estudada também nas areas de
medicamentos, pesticidas e design de material eletronico. Na area médica apresenta
aplicacbes devido as suas capacidades Unicas, como remover seletivamente
endotoxinas, reduzindo a toxicidade celular, melhorar a adeséao das células, inibindo
a atividade da lipase pancreatica e a producdo da toxina bacteriana bucal
(BO et al., 2014).

Segundo Zhou e QI (2011) a atividade antimicrobiana de nanotubos de carbono
foi aumentada quando foram inseridas particulas de e-PLL. O novo nhanocompdésito
mostrou maior atividade antimicrobiana quando comparado aos nanotubos de
carbono sem o polimero. Essa melhora ocorre devido a penetracé@o da e-PLL na dupla
camada lipidica das superficies de bactérias ou fungos. A aplicabilidade de eletrodos
recobertos por filmes de e-PLL tem sido investigada como modelo de polieletrélitos
eletricamente carregados capazes de modificar a superficie de diversos materiais
eletrédicos, e como potencialidade para a determinacdo de compostos farmacéuticos
importantes (PEREIRA, et al., 2004).

2.3.2 Poli (e-caprolactona) (PCL)

A poli(e-caprolactona) (PCL), € um poliéster alifatico, de cadeia linear,
semicristalino, com grau de cristalinidade de 50%, de carater hidrofébico, sendo
sintetizada por meio de polimerizacdo por abertura do anel ¢-prolactona, para
obtencdo da unidade repetitiva (Figura 3). Possui boas propriedades mecanicas,
sendo biocompativel, biodegradavel e apresenta facilidade em formar blendas com
outros polimeros. Apesar das suas propriedades promissoras, possui uma baixa
temperatura de fusdo (Tf= 60°C), o que pode gerar problemas durante o

processamento. Contudo, devido a sua baixa temperatura de transicdo vitrea
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(Tg = - 60 °C) e habilidade para aumentar a mobilidade molecular, a PCL tem sido
usada como plastificante polimérico (AMASS; AMASS; TIGUE, 1998; SINHA et al.,
2004; ROA et al., 2010).

Figura 3: Estrutura quimica da PCL
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A PCL tem sido estudada como polimero para liberacao controlada de farmacos
e aplicacbes em varias formulacdes por ser biocompativel e biodegradavel. A sua
versatilidade € devido ao fato de que permite a modificacdo as suas propriedades
mecanicas, fisicas, quimicas e também a sua compatibilidade com polimeros naturais
como amido, hidroxiapatita, quitosana e polimeros sintéticos (DASH; KONKIMALLA,
2012). A hidrofobicidade e a cristalinidade da PCL sdo as causas para a sua
biodegradacdo mais lenta, devido a duas fases distintas, tais como a clivagem
hidrolitica ndo-enzimatica de grupos ésteres, e segundo, quando o polimero é mais
cristalino e de baixo peso molecular sofre degradacao intracelular como evidenciado
pela observacdo dos fragmentos de PCL em macréfagos (WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010).

2.4 Oleos essenciais como fase oleosa em sistemas particulados

A escolha adequada do oOleo € fundamental para a formulacdo de micro ou
nanocapsulas, pois quanto maior a afinidade do 6leo com o farmaco, maior o
percentual de encapsulamento e menor a instabilidade dos sistemas. A quantidade de
Oleo utilizado no preparo das micro ou nanocapsulas poliméricas pode influenciar em

parametros como: tamanho de particula, polidisperséo, viscosidade e estabilidade da
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formulac@o. Dessa maneira, o 6leo deve ser compativel com o farmaco e ndo deve
interagir com o polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Entre os 6leos utilizados, os triglicerideos dos acidos caprico/caprilico sdo os
mais empregados, devido a sua biocompatibilidade e solubilidade de grande escala
de farmacos. Outros 6leos como o de girassol, argan, soja, acido oleico e oleato de
etila sdo boas alternativas de uso, embora ndao muito frequentemente utilizados
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Outros estudos vém sendo realizados
com o uso do Oleo de oliva, semente de uva, rosa mosqueta e mais recentemente o
Oleo de coco (SANTOS et al., 2014).

Nesse contexto, 0s 6leos essenciais vém ganhando importancia como matéria
prima alternativa no desenvolvimento de sistemas micro ou nanoencapsulados e
alguns estudos relatam sua utilizacdo. Oleos essenciais sdo liquidos oleosos
aromaticos e volateis extraidos de plantas ou especiarias, sendo fontes ricas de
compostos biologicamente ativos, tais como os terpenoides e &acidos fendlicos,
apresentando propriedades importantes como atividades antioxidante, antimicrobiana
e antifingica (SACCHETTI et al., 2005; HOSSEINI et al., 2013).

Flores et al. (2011) avaliou a atividade antifungica de nanocapsulas e
nanoemulsdes contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae)
frente a Candida albicans. Os resultados demonstram que a suspensdo de
nanocapsulas apresentou melhor atividade antimicrobiana que as nanoemulsdées, iSso
se deve a presenca do polimero ao redor do 6leo volatil, tornando-o disponivel por um

periodo de tempo maior, mantendo assim o efeito inibitorio.

2.4.1 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae)

bY

O género Melaleuca pertence a familia Myrtaceae, que inclui
aproximadamente 100 espécies nativas da Australia e Ilhas do Oceano indico. O 6leo
essencial de Melaleuca alternifolia Cheel é obtido a partir da hidrodestilacéo das folhas
da planta nativa australiana, popularmente conhecida como arvore do cha (tea tree),
podendo ser extraido ainda dos ramos e caule da arvore (CARSON; HAMMER,;
RILEY, 2006).

Embora existam outras espécies de Melaleuca, a nhomenclatura tea tree oil
(TTO) corresponde, exclusivamente, a espécie M. alternifolia, e é reconhecido e
adotado oficialmente pelo Australian Therapeutic Goods Administration (CARSON;

HAMMER; RILEY, 2006). Dentre as espécies dessa arvore, a M. alternifolia é a que
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possui em sua composicdo menor quantidade de componentes com potencial
alergénico como o 1,8-cineol e o limoneno (KNIGHT e HAUSEN, 1994).

No Brasil, a producdo ainda € inexpressiva obrigando as industrias de
cosmeéticos e casas de produtos naturais a adquirirem o produto mediante importacao.
A baixa producgéo brasileira esta relacionada a varios fatores como a auséncia de
informacdes técnicas relacionadas a producdo de mudas da espécie (CASTRO et al.,
2005).

Seu uso topico é difundido na Australia em funcédo das suas propriedades
medicinais. H& relatos da utilizacdo desse 6leo essencial pelos australianos durante a
Segunda Guerra Mundial (HARKENTHAL et al., 1999). Até o ano de 1940 era utilizado
para o tratamento de doencas nos pés e na assepsia de feridas (HALCON; MILKUS,
2004; CARSON; HAMMER; RILEY, 2006). Devido a vasta gama de constituintes, com
diferencas sutis em relacdo ao seu mecanismo de acéo, é dificil o desenvolvimento
de resisténcia microbiana em relacdo ao 6leo essencial. Para tanto, seria necessario
o desenvolvimento de numerosas mutacdes simultaneas para transpor as diferentes
acoes (HAMMER; CARSON; RILEY, 2008).

Os componentes que fazem parte do padrao internacional foram escolhidos
devido a sua composicdo quimica e a sua atividade biolégica (CARSON; HAMMER,;
RILEY, 2006). Os seus principais constituintes € o terpinen-4-ol, seguido do
y-terpineno e a-terpineno (Figura 4), aos quais se atribui o amplo espectro de atividade
antisséptica (CARSON; HAMMER; RILEY, 1995; HAMMER; CARSON; RILEY, 2003;
OLIVA et al, 2003), antibacteriana (COX et al, 2000), anti-inflamatoria
(HART et al., 2000) e antiviral (CARSON et al., 2008).

Figura 4: Estrutura quimica dos principais componentes do 6leo essencial de M. alternifolia
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O oleo essencial de M. alternifolia € composto por monoterpenos,
sesquiterpenos e seus alcoois correspondentes. A composi¢cao do 6leo é regulada
pelo padrdo internacional (ISO 4730), qual se refere as maximas e minimas
concentracbes de cada um dos 14 componentes majoritarios como mostra a
Tabela 2.

Tabela 2: Composicéo do 6leo essencial de M. alternifolia Cheel

COMPOSICAO (%)

COMPONENTES . .
ISO 4730 Composigéo tipica
Terpinen-4-ol > 30 40, 1
y-terpineno 10 - 28 23,0
a-terpineno 5-13 10,4
1,8-cineol <15 51
Terpinoleno 1,5-5 3,1
p-cimeno 0,5-12 2,9
a-pineno 1-6 2,6
a-terpineol 15-8 2,4
Aromadendreno Tracos 1,5
d-cadineno Tracos 1,3
Limoneno 0,5-4 1,0
Sabianeno Tragos 0,2
Globulol Tracos 0,2
Viridiflorol Tracos 0,1

Fonte: adaptado de CARSON; HAMMER; RILEY, 2006.

O terpinen-4-ol esta presente em 30 - 40% da composicdo (CARSON;
HAMMER; RILEY, 2006), sendo o componente que detém a principal atividade
antimicrobiana, pois induz perda da membrana, interferindo na integridade e fisiologia
bacteriana. O 1,8-cineol pode aumentar a permeabilidade da membrana facilitando a
entrada de outros agentes antimicrobianos e por isso alguns autores o consideram
como detentor de efeito antimicrobiano marginal (CARSON; MEE; RILEY, 2002,
GROPPO, 2002; HAMMER; CARSON; RILEY, 2003).

O oleo essencial de M. alternifolia apresenta atividade frente a inUmeras
cepas bacterianas, como Aeromonas sobria, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
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Kleibsiella  pneumoniae, Salmonella typhimurium, Serratia  marcescens,
Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Sterptococcus pyogenes, Pseudomonas
aeruginosa, e Sreptococcus pneumoniae (CARSON; HAMMER,; RILEY, 2006).

O dleo essencial exibe também uma extensa atividade antifingica frente a
cepas de Aspergillus sp, Sacharomyces cerevisiae, Cladosporium spp, Criptococcus
neoformans, Epidermophiton flocossum, além de leveduras, como Candida spp,
dermatofitos e outros fungos filamentosos (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).
Todavia, sua atividade antibacteriana pode ser comprometida pela presenca
inadequada de tensoativos (solubilizacdo do 6leo dentro de micelas, impedindo sua
interagdo com 0 micro-organismo) e substancias organicas presentes nos meios de
cultivo (HAMMER; CARSON; RILLEY, 2006).

Hart et al. (2000) demonstraram o potencial de utilizacao do 6leo essencial de
M. alternifolia no controle tépico de reacdes inflamatorias. A aplicacdo do Oleo
essencial sobre a pele conferiu a penetracdo dos componentes através da derme
vascularizada, permitindo a regulacdo do processo inflamatorio. Cox et al. (2000),
realizaram experimentos com o objetivo de analisar o mecanismo de ac¢édo do 6leo
essencial de M. alternifolia quando aplicado a Escherichia coli, Staphylococcus aureus
e a Candida albicans. Os pesquisadores relataram que quando expostos as suas
respectivas concentracoes inibitérias minimas e concentracoes
bactericidas/fungicidas minimas, ocorria inibicdo da respiracdo e o aumento da
permeabilidade no citoplasma bacteriano e na membrana plasmaticas de leveduras.

Hammer et al. (2003) avaliaram a susceptibilidade in vitro do éleo essencial
de M. alternifolia, em bactérias bucais isoladas, verificando reducéo de 103 UFC.mL"!
apos 30 segundos e a auséncia de micro-organismos apdés 5 minutos. Os autores
sugeriram que o 6leo essencial poderia ser utilizado em produtos de manutencédo da
saude bucal devido a atividade sobre diferentes micro-organismos.

Flores et al. (2013) avaliaram a atividade antifingica de nanocapsulas e
nanoemulsdes contendo o Oleo essencial de M. alternifolia frente a Trichophyton
rubrum. De acordo com os resultados, as suspensfes de nanocapsulas foram
eficientes na reducao do crescimento do fungo, prevenindo a infec¢cdo das unhas em
um modelo in vitro de onicomicose, demonstrando assim o potencial da
nanoencapsulacdo do 6leo essencial.

Uma das preocupagbes quanto a incorporacdo do Oleo essencial de
M. alternifolia em formulacdes é devido as suas caracteristicas lipofilicas, que
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dificultam sua miscibilidade em produtos aquosos e dependendo da natureza do
veiculo empregado, pode ocorrer uma baixa disponibilidade de seus constituintes.
Além disso, é adsorvido em materiais plasticos, comprometendo sua estabilidade e
eficacia (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar microparticulas de e-PLL e nanocapsulas
contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel, revestidas ou ndo com g-PLL

e avaliar a atividade antimicrobiana in vitro desses sistemas.

3.2 Objetivos Especificos

e Obter, por meio de secagem por aspersao (spray drying), microparticulas de
e-PLL;

e Caracterizar as microparticulas quanto ao potencial zeta e pH;

e Obter suspensdes de nanocapsulas de PCL contendo 6leo essencial de
M. alternifolia revestidas ou ndo com ¢-PLL;

e Caracterizar as nanocapsulas quanto ao diametro médio de particula, indice de
polidisperséo e potencial zeta e pH;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica das suspensfes de nanocapsulas;

e Caracterizar as microparticulas e as nanocapsulas poliméricas por meio de
analises morfoldgicas e espectroscopicas;

e Caracterizar o 6leo essencial de M. alternifolia por cromatografia gasosa;

e Desenvolver e validar um método analitico por espectrofotometria de UV-Vis para
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) do 6leo essencial de
M. alternifolia;

e Determinar a eficiéncia de encapsulagdo, por meio do método de UV-Vis
desenvolvido;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da e-PLL, do Oleo essencial de
M. alternifolia, das microparticulas de e-PLL e das suspensdes de nanocapsulas

contendo 6leo essencial de M. alternifolia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

Balanca semi-analitica de prato unico (SHIMADZU, modelo UX420H);
Agitador magnético com aquecimento (SOLAB, modelo SL-91);

Evaporador rotativo (FISATOM, modelo 801);

Bomba de vacuo (FISATOM, modelo 830);

Mini Spray drier (LABMAQ, modelo MO0.5);

Potencidometro digital de bancada (HANNA INSTRUMENTS, modelo HI 21);
Espectrometro de auto-correlagéo a laser (MALVERN INSTRUMENTS, modelo
Zetasizer Nanoseries ZS90);

Espectrofotdmetro de UV-Vis (AGILENT TECHNOLOGIES, modelo Cary Win
50 UV);

Espectrofotdmetro de UV (BYOSYSTEMS, modelo BTS — 330);

Cromatégrafo Gasoso (PERKIN ELMER, modelo Clarus 580)

Ultracentrifuga refrigerada (HITACHI, modelo Himac CR21GllI);

Difratdmetro de raios X (RIGAKU, modelo Ultima 1V);

Espectrofotdmetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21);

Estufa microbioldgica (QUIMIS, modelo Q316M4);

Metalizador (QUORUM TECHNOLOGIES, modelo SC7620 Mini Sputter
Coater);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater);

Microscopio eletronico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX-550);

Microscopio eletrénico de varredura com emisséo de campo (TESCAN, modelo
Mira3).

4.2 Reagentes e solventes

Poli(e-caprolactona) (PCL) (Mw 10 kDa, SIGMA-ALDRICH);

g-Poli-L-lisina (e-PLL) (SIGMA CHEMICAL);

Oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel (BRASNATUS PRODUTOS
NATURAIS);

Triglicerideos dos &cidos céaprico /caprilico (FOCUS QUIMICA);

Monooleato de sorbitano (Span 80®, OXITENO);
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Polissorbato 80 (Tween 80®, NUCLEAR);

e Acetona P.A (VETEC QUIMICA FINA);

e Etanol P.A (VETEC QUIMICA FINA);

e Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (SIGMA ALDRICH);
e Padréo de terpinen-4-ol (SIGMA ALDRICH);

e Cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazdlio P.A (TTC) (VETEC QUIMICA FINA);
e Caldo B.H.I (OXOID Ltda.);

e Cloreto de sodio 0.9% (ISOFRAMA);

e Agar Mueller Hinton (MERCK);

e Agua Purificada Milli-Q (MILLIPORE).

4.3 Materiais

e Membranas de ultrafiltracdo Amicon® Ultra-0,5 (MILLIPORE);
e Membrana de celulose regenerada de 0,22 um (KASVI);
e Microplacas de cultura celular 96 pocos (SPL LIFE SCIENCES).

4.4 Micro-organismos

Os ensaios microbiolégicos foram conduzidos utilizando cepas obtidas do
American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli ATCC 0022,
Staphylococcus aureus ATCC 0023, Streptococcus pyogenes ATCC 0015 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 0016, Candida albicans ATCC 0033.

4.5 Procedimentos experimentais
4.5.1 Obtencéo de microparticulas de e-PLL

Para a preparacao das microparticulas de ¢-PLL, pelo método de spray drying,
o método foi otimizado quanto a: temperatura de secagem, velocidade de atomizacéo
e o fluxo de ar na formacao do spray. Apos a definicdo dos melhores parametros, as
microparticulas foram obtidas utilizando uma solugdo aquosa de &-PLL com
concentracdo 10 mg.mL1. A solucéo foi atomizada em um mini Spray-dryer MSD 0.5
(Labmaqg), nas seguintes condicdes operacionais: fluxo de alimentacao

0,15 mL.min"%, fluxo de ar 35 L.min!, presséo de ar comprimido de 4 bar, temperatura
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de entrada do ar de secagem de 60 °C + 5 °C e temperatura de saida do ar de
secagem de 90 °C £ 5 °C.

4.5.2 Rendimento das microparticulas

O rendimento foi calculado em percentagem pela razdo entre a massa obtida
apos a preparacdo das microparticulas, pela massa de ¢-PLL adicionada, conforme a

apresentado na Equacéao 1.

R = __massa microparticulas x 100 (Equacéo 1)
massa de g-PLL na solugéo

4.5.3 Caracterizacéo fisico-quimica das microparticulas de e-PLL
4.5.3.1 Determinagao do pH

A determinacdo do pH foi realizada em potenciometro digital (Hanna
Instruments) previamente calibrado com solu¢des tampéao pH 4,0 e 7,0, diretamente

em solucdo de microparticulas com concentracdo de 2 mg.mL™.

4.5.3.2 Determinacéo do potencial zeta

O potencial zeta foi determinado pela técnica de mobilidade no Zetasizer Nano
ZS90 (Malvern Instruments). Foi preparada uma solucdo de microparticulas
(1:500 v/v) em agua Mili-Q e acondicionadas em uma célula eletroforética a 25 °C. As
amostras foram analisadas em triplicatas e os resultados expressos como média do

potencial zeta e desvio padréo.

4.5.4 Obtencéao das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

Foram preparadas duas formulagbes de suspensdo de nanocapsulas: a
primeira contendo PCL como parede polimérica e a segunda suspenséo, foi obtida
revestindo a parede polimérica das suspensdes de nanocapsulas de PCL com o
polimero ¢-PLL.

As suspensfes de nanocapsulas obtidas a partir do polimero

poli(e-caprolactona) (PCL), contendo 6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel
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foram preparadas pelo procedimento de deposi¢cdo interfacial do polimero
pré-formado (Figura 5) desenvolvido por Fessi et al. (1989). O polimero foi solvatado
em acetona em presenca de Span 80® e 6leo essencial de M. alternifolia, constituindo
assim a fase organica. Em seguida, a fase organica foi gotejada utilizando uma bureta
(1cm de diametro interno), na fase aquosa contendo Tween 80®, previamente
preparada e mantida sob agitacdo magnética e temperatura controlada de 40 °C, com
uma taxa de gotejamento de 1 mL.mint. A agitacdo magnética foi mantida por mais
10 minutos apoés o término do gotejamento. Posteriormente, o0 excesso de solvente da
suspensao obtida foi evaporado a pressao reduzida em rotaevaporador (Fisatom), a
uma temperatura de 40 °C, até volume final de 10 mL para ajustar a concentracdo do
6leo essencial de M. alternifolia em 50 mg.mLt. Foram preparadas nanocapsulas
controle utilizando triglicerideos dos &cidos céaprico/caprilico como fase oleosa na

mesma concentracdo do Oleo essencial de M. alternifolia.

Figura 5: Método de preparo das suspensdes de nanocapsulas poliméricas

FASE ORGANICA

As suspensdes foram armazenadas em frascos de vidro ambar. O
revestimento catibnico se deu por meio de agitacdo magnética de uma solucéo de
e-PLL com a suspenséo de nanocépsula previamente obtida, por 30 minutos.

Um estudo foi realizado para a escolha da concentragdo adequada de e-PLL
a ser utilizada como revestimento. Com base na literatura (CALVO; VILA-JATO;
ALONSO, 1997) foram selecionadas para os testes as solugbes de e-PLL nas

concentracbes de 1, 2 e 3 mg.mL* e tempos de adsor¢éo de 30, 60, 90 e 120 minutos.
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A Tabela 3 apresenta a composi¢cdo das formulagbes de nanocépsulas
preparadas com PCL e com a solucdo de &-PLL 2 mg.mL? para o revestimento
catidnico.

Tabela 3: Composicdo das nanocapsulas poliméricas contendo éleo essencial de M. alternifolia
revestidas ou ndo com g-PLL

Componentes Formulacdes

NC-0 NC-1 NC-2 NC-3

Fase organica

Poli(e-caprolactona) 250 mg 250 mg 250 mg 250 mg
Oleo essencial de - 500 mg 500 mg -

M. alternifolia

Trig. Ac. Céaprico/caprilico 500 mg - - 500 mg
Span 80® 383 mg 383 mg 383 mg 383 mg
Acetona 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL

Fase aquosa
Tween 80° 383 mg 383 mg 383 mg 383 mg
Agua Mili-Q 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL

Revestimento catibnico

Solucéo de &-PLL - - 2mL 2mL

10 mg.mL?
NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de M. alternifolia);
NC-2 (nanocipsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia revestidas com -g-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com -g-PLL)
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4.5.5 Caracterizacdo fisico-quimica das suspensdes das nanocapsulas

poliméricas
4.5.5.1 Determinacéao do pH

A determinacdo do pH foi realizada em potencidbmetro digital (Hanna
Instruments) previamente calibrado com solu¢des tampéo pH 4,0 e 7,0, diretamente

nas suspensoes coloidais, ap0s a preparacao e depois de 60 dias do preparo.
4.5.5.2 Determinacgdo do diametro medio e potencial zeta

O diametro hidrodindmico das suspensdes de nanocépsulas e o indice de
polidispersao (IPD) foram analisados por espalhamento de luz dinamica utilizando um
aparelho Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments). As suspensdes foram diluidas
(1:500) em agua Mili-Q e filtradas em membrana de 0,22 um. As amostras foram
analisadas em triplicatas e os resultados expressos como média do diametro
hidrodindmico e desvio padrao. No mesmo equipamento, foi determinado o potencial
zeta das suspensdes de nanocapsulas, pela técnica de mobilidade. As suspensdes
foram diluidas (1:500) em agua Mili-Q e acondicionadas em uma célula eletroforética
a 25 °C. As amostras foram analisadas em triplicatas e os resultados expressos como
média do potencial zeta e desvio padrdo. Amostras apos 60 dias de preparo também

foram analisadas.
4.5.6 Andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A avaliacdo morfolégica e de superficie dos polimeros PCL, ¢-PLL e das
microparticulas de e-PLL, foi realizada em microscopico eletrénico de varredura
SSX-550 Superscan (Shimadzu Co.). As amostras foram metalizadas com ouro no
equipamento IC-50 lon Coater (Shimadzu Co.). As micrografias foram obtidas apés a
visualizacdo das amostras, empregando voltagens de aceleracdo de 10 ou 15 kV. O

registro das imagens ocorreu por meio da utilizagdo do software especifico.

4.5.7 Andlise por microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo
(FEG)

A avaliacdo morfolégica e de superficie das nanocapsulas poliméricas foi

realizada em microscopio eletrénico de varredura com emissao de campo MYRAS3,
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(Tescan). As amostras foram metalizadas com ouro no equipamento SC7620 Mini
Sputter Coater. Foi adicionado 10 uL das suspensdes no suporte de amostra e secas
a 40 °C por 24 horas. As micrografias foram obtidas apos a visualizacdo das amostras,
empregando voltagens de aceleracdo de 10 ou 15 kV. O registro das imagens ocorreu

por meio da utilizacdo do software especifico.
4.5.8 Analise por difragdo de raios X

Os polimeros de partida, as microparticulas e as nanocapsulas poliméricas,
foram examinados em difratbmetro de raios X Ultima IV (Rigaku), scan de 2° min~t e
26 de 3° a 80°, radiacdo Ka de cobre (I = 1.5418 A), corrente de 30 mA e voltagem
40 kV, para a observacdo de possiveis picos indicativos de cristalinidade. As
suspensdes foram depositadas em um suporte de vidro e secas em estufa a 40 °C até

a formacéo de um filme para a analise.

4.5.9 Avaliacao por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (IVTF)

Os polimeros de partida, as microparticulas e as nanocapsulas poliméricas
foram analisados por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier, em pastilha com KBr, empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr
grau espectroscopico (2% m/m), no equipamento IR Prestige-21 (Shimadzu),

64 scans.min™!, resolucdo de 4 cm=.

4.5.10 Identificacéo e quantificacdo do terpinen-4-ol no 6leo essencial de

M. alternifolia por cromatografia gasosa

A andlise quantitativa foi conduzida utilizando cromatografo gasoso Clarus
580GC (Perkin Elmer) equipado com detector por ionizagdo de chamas (FID), nas
condi¢cbes operacionais: coluna capilar DB5 (30 m x 0,25 mm); temperatura do injetor
de 200 °C; temperatura de detector FID de 200 °C; programacdo da coluna com
temperatura inicial de 50 °C (3 min), até 160 °C com velocidade de 3 °C min; gas
carreador nitrogénio (2,0 mL.mint). O 6leo essencial de M. alternifolia e o
terpinen-4-ol foram diluidos em cloroférmio (0,5%) e injetado 1 yL. A quantificacéo do

terpinen-4-ol foi obtida por meio de normalizacdo de areas (%).
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4.5.11 Determinagdo do comprimento de onda (A) de méaxima absorgéo do 6leo

essencial de M. alternifolia

Uma solucgédo etandlica do 6leo essencial de M. alternifolia (500 pg.mL1) foi
preparada e realizado uma varredura em um espectrofotbmetro Cary Win 50 UV
(Agillent) num intervalo de leitura de 200 a 800 nm, para determinar o comprimento

de onda de maxima absorcéao.

4.5.12 Validacdo do método analitico para a quantificacdo do 6leo essencial de

M. alternifolia presente nas suspensdes de nanocépsulas

O desenvolvimento do método analitico por espectrofotometria de UV-Vis foi
realizado com o objetivo de padronizar um método de quantificacdo do 6leo essencial
de M. alternifolia nas suspensfes de nanocépsulas. O meétodo foi validado estudando
as seguintes figuras de mérito: especificidade, linearidade, limite de deteccéo (LD),
limite de quantificacdo (LQ) e precisdo, segundo as normas da International
Conference on Harmonization (ICH) (2005) e da resolugdo R.E 899, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2003).

A especificidade foi avaliada por comparacdo dos espectros representativos
da nanocapsula NC-1 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia) e da
nanocapsula NC-0 (nanocépsula controle) para a verificacdo de interferentes.

A linearidade foi determinada com base no calculo de regressao linear
empregando minimos quadrados, a partir da construgdo de uma curva analitica
(absorbancia versus concentracdo) utilizando-se seis solucbes-padrdo de 6leo
essencial de M. alternifolia em etanol em quintuplicata (5, 0; 10, 0; 15, 0; 20, 0; 25, 0
e 30, 0 yg.mL?). A equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram
determinados.

A anadlise do LD e o LQ foram baseados na curva analitica obtida para a
linearidade. Para sua determinacao foram utilizados os valores da inclinacédo da curva
(slope) e o desvio padréao (DP) do intercepto com eixo y, de acordo com as equacoes
2e3:

LD =3,3xDP (Equagéo 2)
S

LD =10x DP (Equacgao 3)
S
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Onde: DP é o desvio padrdo médio do intercepto com o eixo y e S € a inclinacdo da
reta ou slope.

A precisao foi comprovada por dois métodos, intra-corrida (repetitividade) e
inter-corridas (preciséo intermediaria). No primeiro, avaliou-se trés diferentes niveis
de concentracdo (10, O; 20, 0 e 30, 0 yg.mL?) com 3 leituras individuais de cada
concentracdo no mesmo dia. A precisao intermediaria foi observada por meio da
analise dos trés niveis de concentracdo em triplicata por trés dias diferentes. Os
resultados foram expressos como média do desvio padrao (DP) e coeficiente de
variagao (CV).

4.5.13 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo do 6leo essencial de

M. alternifolia nas suspensfes de nanocapsulas

A quantificacdo de 6leo essencial de M. alternifolia encapsulado nas
nanocdapsulas foi realizada pelo método indireto. As hanocapsulas foram submetidas
a ultrafiltracdo usando um dispositivo de centrifugacéo (Amicon® 10.000 Mw, Milipore)
a 14. 000 rpm por 30 minutos. A concentragdo de 6leo essencial ndo encapsulado ao
sistema carreador foi determinada apdés a analise do ultrafiltrado resultante do
processo de ultracentrifugacdo das formula¢cbes, onde uma aliquota foi diluida em
etanol (1:1000 v/v). A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) (n = 6) foi determinada a

partir da Equacéo 4.

EE% = M.alternifolia inicial = M.alternifolia livre x 100 (Equacéo 4)

M.alternifolia inicial

45.14 Atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. alternifolia,
do terpinen-4-ol, do polimero &-PLL, das microparticulas de ¢-PLL e das suspensdes
de nanocapsulas NC-0 (nanocapsulas controle), NC-1 (nanocapsulas contendo 6leo
essencial de M. alternifolia), NC-2 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de
M. alternifolia revestidas com e-PLL) e NC-3 (nanocapsulas controle revestidas com

e-PLL), foi realizada em modelo experimental de microdiluicdo em caldo conforme
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descrito pela NCCLS (2003). Os micro-organismos testados foram: E. coli, S. aureus,

S. pyogenes, P. aeruginosa e C.albicans.

4.5.14.1 Padronizacédo das suspensdes bacterianas

As suspensdes bacterianas foram preparadas adicionando-se algumas
colénias do micro-organismo a solucdo de salina estéril, até atingir turvacdo
equivalente a 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC.mL™1). Em
seguida foi realizada a leitura em um espectrofotdmetro BTS-330 (Byosystems) em

590 nm para confirmagéo da concentracao.

4.5.14.2 Determinacdo da Concentracdao Inibitéria Minima (CIM)

Foi avaliada utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com
metodologia proposta por NCCLS (2003). As microplacas com 96 pocos (SPL Life
Sciences) foram preparadas de forma que cada poco tivesse ao final um volume de
100 pL. Os pocos das microplacas foram preenchidos com 100 uL de caldo infusdo
de cérebro e coracdo (BHI) e os agentes antimicrobianos de interesse (6leo essencial
de M. alternifolia, terpinen-4-ol, solucdo de e-PLL 2 mg.mL?, solucdo de
microparticulas de e-PLL 2 mg.mL?! e as suspensdes de nanocapsulas, NC-0
(nanocapsulas controle); NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de
M. alternifolia); NC-2 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de M. alternifolia
revestidas com g-PLL) e NC-3 (nanocapsulas controle revistas com g-PLL).

A faixa de concentracdo para cada agente antimicrobiano esta demonstrada
na Tabela 4. Adicionalmente, foram distribuidos 10 uL da suspensao de bactérias e
levedura em cada poco das microplacas. Foi realizado o controle do meio de cultura
e 0 controle de crescimento bacteriano.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. Os testes foram
realizados em duplicatas. A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada
visualmente, utilizando-se cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) 3%, do qual 25 pL
foram adicionados em cada orificio das microplacas. No decorrer de 30 min 0s po¢os
em que houve inibigdo do crescimento bacteriano, permanecem incolores, enquanto
0S pocos nos quais houve crescimento microbiano coram de vermelho
(DUARTE et al., 2005).
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Tabela 4: Faixa de concentracdo usada no teste de CIM

Formulacdes Faixa de Concentracdo testada (mg.mL™)

Oleo essencial de M. alternifolia 442, 50 — 3, 46

Terpinen-4-ol 467,00 - 3, 65

Solugéo de g-PLL 2 mg.mL™* 10, 00 — 0, 08

Solucdo de microparticulas de

e-PLL 2 mg.mL? 16,97 -0, 98

NC-0 33,33-0,35

NC-1 33,33-0,35

NC-2 34,67-0, 36

NC-3 1,33-0,01

NC-0 (nanocapsulas controle), NC-1 (nanocéapsulas contendo 6leo essencial de M.alternifolia);
NC-2 (nanocépsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia revestidas com e-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com g-PLL).

4.5.14.3 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e

Concentracao Fungicida Minima (CFM)

As amostras que nao apresentaram coloracdo com o corante TCC, foram
semeadas em agar Mueller Hinton e incubadas a 37 °C durante 24 h. A auséncia de
crescimento bacteriano indica a concentracdo bactericida minima ou concentracdo

fungicida minima

4.5.15 Andlise estatistica do estudo de estabilidade das suspensdes de

nanocapsulas

A significancia estatistica das diferencas de diametro médio de particula,
indice de polidispersao, pH e potencial zeta nas nanocépsulas revestidas ou ndo com
e-PLL durante o armazenamento de 60 dias, foi calculada por analise do teste t de
Student pareado. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo.
Diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05. Todos os testes foram

realizados usando o programa GraphPad Prism versédo 5.00 (San Diego, CA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencdao e caracterizagao fisico-quimica das microparticulas e-PLL

Por meio da metodologia proposta foi possivel obter microparticulas de e-PLL
com morfologia esférica. As microparticulas apresentaram-se como um poé fino,
higroscopico, de cor branca a levemente amarelada. O rendimento foi calculado com
base na Equacao 1. O rendimento obtido foi de 42,4 % + 3,9. O baixo rendimento
deve-se ao fato de parte do material particulado ficar aderido nas superficies do
equipamento.

A solucao das microparticulas apresentou pH em torno de 5,1 + 0,04 e potencial
zeta com valor positivo, + 8,2 £ 0, 6 mV (Figura 7). Esses valores eram esperados, em

virtude da presenca de grupos aminos protonados.

Figura 6: Potencial Zeta da solucao de microparticulas de e-PLL
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5.2 Preparacgdo e caracterizacdo das suspensdes de nanocapsulas contendo

6leo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel revestidas ou nao e-PLL

Para o revestimento das nanocapsulas, foi realizado um estudo preliminar
para a escolha da solugéo de e-PLL e da concentracdo final nas suspensbes de
nanocapsulas. A fim de otimizar a adsor¢cdo da e-PLL nas nanocapsulas de PCL
NC-0 (nanocéapsulas controle) e NC-1 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de
M. alternifolia), as suspensfes foram incubadas na presenca de diferentes

guantidades de ¢-PLL. Foram selecionadas para os testes as solucdes de e-PLL nas
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concentracdes de 1, 2 e 3 mg.mL* e tempos de adsor¢édo de 30, 60, 90 e 120 minutos.
A eficiéncia do processo de revestimento foi avaliada medindo o didmetro médio (DM),
o indice de polidispersédo (IPD) e potencial zeta (PZ) das nanocapsulas. Os resultados

estao demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas de nanocapsulas revestidas com diferentes concentracdes
de e-PLL

Solucédo de e-PLL 1 mg.mL*?

TEMPO (min) DM (nm) IPD PZ (mV)
30 434, 8 0, 58 + 10, 70
60 579, 5 1, 00 +8,75
90 532, 1 1, 00 +10, 20
120 643, 3 1,00 +7,96

Solucédo de e-PLL 2 mg.mL*

TEMPO (min) DM (nm) IPD PZ(mV)
30 403, 5 0, 28 + 8,06
60 683, 7 0, 79 +10, 30
90 792, 8 0, 90 + 8,74
120 448, 3 0, 97 + 10, 80

Solugédo de e-PLL 3 mg.mL?

TEMPO (min) DM (nm) IPD PZ(mV)
30 683, 8 0,70 + 11, 10
60 - ; +8, 69
90 779, 0 0, 60 + 10, 80
120 653, 6 1, 00 +8, 92

As nanocapsulas apresentam potencial zeta positivo, caracteristico dos
grupos aminos da e-PLL, o que indica que o processo de adsorcdo € mediado por
interacéo eletrostatica, como ja proposto por CALVO et al. (1997). A quantidade de
e-PLL na solucdo aquosa exerce influéncia significativa sobre o diametro e a carga de
superficie das nanoparticulas. No presente trabalho, o revestimento com solucéo

e-PLL 1 e 3 mg.mL? gerou nanocapsulas com indice de polidispersdo acima do
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desejado (0, 5). Observou-se também que a medida que aumenta o tempo de
adsorcao, o IPD aumenta.

Diante dos resultados obtidos, a solucédo de ¢-PLL a 2 mg.mL™* e com tempo
de adsorcao de 30 minutos, foi escolhida para conduzir os estudos seguintes, pois as
nanocapsulas com ela revestida apresentaram um diametro médio de 403,5 nm com
indice de polidisperséo de 0,28 de e potencial zeta + 8,06 mV. Para reduzir o diametro
médio, foi controlada a velocidade de gotejamento e a velocidade de agitacao.

Os sistemas nanoestruturados, NC-0 (nanocapsulas controle) e NC-1
(nanocépsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia) apds preparacao,
apresentaram aspecto macroscopico homogéneo e leitoso, com reflexo azulado
(efeito Tyndall). O reflexo azulado se deve ao movimento Browniano das particulas,
devido ao seu tamanho nanométrico (SCHAFFAZICK et al., 2002).

Os resultados do diametro médio, indice de polidispersao, potencial zeta e pH
(Tabela 6) mostram que o método de deposicdo interfacial de um polimero
pré-formado foi eficiente para encapsulacao do 6leo essencial de M. alternifolia, e que
as particulas de &-PLL adsorvem na superficie das nanocépsulas de PCL,
tornando-as cationicas.

Tabela 6: Caracteristicas fisico-quimicas das nanocépsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia
revestidas ou ndo com g-PLL

Nanocapsulas DM (nm) = DP IPD + DP PZ (mV) £ DP pH £+ DP

NC-0 184,5 £3,01 0,18+0,04 -40,3+1,01 5,96+0,11
NC-1 166,9+2,22 0,28+0,01 -39,9+0, 93 5,55+0,05
NC-2 201,9+2,50 0,22 +0,04 +20,3+0,5 5,00+0, 04
NC-3 189,2+2,55 0,18+0,05 +15,2+0,5 5 09+0,03

NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M.alternifolia);
NC-2 (nanocdpsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia revestidas com e-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com g-PLL).
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Todas as suspensfes apresentaram particulas com didmetro nanométrico
(Figura 7) adequado e compativel com sistemas preparados pelo método proposto.
Os valores de indice de polidispersao (IPD) podem variar entre 0 e 1, sendo que,
valores proximos a 0 indicam homogeneidade da dispersdo e valores maiores ou
proximos a 0,5 indicam uma alta heterogeneidade nos didmetros das particulas
(AVADI et al, 2010). Todas as suspensdes apresentaram homogeneidade, sendo

consideradas monodispersas.

Figura 7: Didmetro médio de particula para as suspensdes NC-1 (A) e NC-2 (B)
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Os resultados de potencial zeta para as NC-1 (nanocépsulas contendo 6leo
essencial de M. alternifolia) e NC-0 (nanocapsulas controle), foram -39,9 mV e
-40,3 mV, respectivamente. Esses valores sdo decorrentes da presenca de
grupamentos carboxilicos nas extremidades da cadeia polimérica da PCL (KIM, 2012).
Como descrito na literatura, nanocapsulas preparadas com PCL apresentam potencial
zeta negativo devido ao seu carater anionico (CALVO et al., 1997a; SCHAFFAZICK
et al., 2003; FLORES et al., 2011). Os valores positivos +20 mV e +15 mV, obtidos
para as nanocépsulas NC-2 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia
revestidas com g&-PLL) e NC-3 (nanocépsulas controle revestidas com g-PLL),
respectivamente, provam que houve adsorcdo da e-PLL na superficie das particulas.
Esse valor positivo € referente aos grupos aminos (-NHs*) da e-PLL
(CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1997).

O potencial zeta (PZ) € um importante indicador de estabilidade, pois reflete
o potencial de superficie das particulas, o qual é influenciado pelas mudancas na
interface com o meio dispersante (MOSQUEIRA et al., 2000; SCHAFFAZICK et al.,
2003). Em geral, as particulas podem ser consideradas estaveis quando o valor
absoluto do potencial zeta (PZ) € pr6ximo de |30] mV, enquanto que potenciais
préximos a 0 e 5 mV podem produzir o fenbmeno de floculagdo mais facilmente
(NEVES et al, 2013).

Pode-se observar que o nucleo oleoso nao interfiriu no potencial zeta. Este
resultado também foi observado por Mosqueira et al. (2000) quando comparam
nanocapsulas de PLA com ndcleos oleosos diferentes.

Todas as suspensfes apresentaram pH acidos. As suspensfes NC-1
(nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia) e NC-0 (nanocépsulas
controle), apresentaram um valor mais alto de pH, 5,55 + 0,05 e 5,96 = 0,11,
respectivamente. A presenca do polimero PCL contribuiu para a obtencdo de
suspensdes de carater acido devido a presenca do grupo éster. Enquanto as
suspensdes NC-2 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia revestidas
com g-PLL) e NC-3 (nanocéapsulas controle revestidas com ¢-PLL) apresentaram um
valor mais baixo pH, 5,00 + 0,04 e 5,09 + 0,03, respectivamente. Essa diminuicdo nas
nanocapsulas revestidas com e-PLL € em virtude da presenca de grupos aminos

protonados.
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5.2.1 Estudo de estabilidade das suspensdes de nanocépsulas

A estabilidade fisico-quimica das suspensdes de nanocapsulas foi avaliada a
temperatura ambiente, com protecéo da luz, ap6s 60 dias. As formulacfes preparadas
foram estaveis macroscopicamente. Todas as suspensdes tiveram um aumento tanto
no didmetro médio (DM) quanto no indice de polidispersdo (IPD). Entretanto, foi
observada uma diminuicdo em relacdo ao potencial zeta (PZ) como mostrado na
Tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia
revestidas ou nao com ¢-PLL apds 60 dias

Nanocapsulas DM (nm) £ DP IPD = DP PZ (mV) £ DP pH = DP
NC-0 239,5 +£+3,01 0,188+0,01 -36,4+2,45 5,65+0,08
NC-1 210,0+4,03 0,209+0,01 -37,5%0,77 5,400, 07
NC-2 214,8+5,35 0,170+0,03 +2,3+0,34 3,29+£0, 05
NC-3 210,1 £3,08 0,160+0,15 +2,5%0,43 4,11 £0, 05

NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocépsulas contendo 6leo essencial de M.alternifolia);
NC-2 (nanocépsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia revestidas com e-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com g-PLL).

Pode-se notar que houve um aumento significativo (p < 0,05) no diametro
meédio de particula para as formulacdes (Figura 8), NC-0 (nanocapsulas controle),
NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de M. alternifolia) e NC-3 (nanocapsulas

controle revestidas com e-PLL).
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Figura 8: Diametro médio de particula, apos a preparagéo e ap0ds 60 dias para as suspensoes de
nanocapsulas
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NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocéapsulas contendo 6leo essencial de M.alternifolia);
NC-2 (nanocépsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia revestidas com e-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com ¢-PLL); * p < 0,05; **p <0, 01.

N&o houve diferencas estatisticas significativas (p > 0,05) no indice de
polidispersdo de nenhuma das suspensdes de nanocépsulas, mesmo com o aumento
do didmetro de particula (Figura 9).

Referente aos valores de pH, observou-se um decréscimo em todas as
suspensdes (Figura 10). As suspensfes NC-0 (nanocapsulas controle) e NC-1
(nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia) ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas (p > 0,05) apds o armazenamento. Entretanto, as
suspensdes NC-2 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia revestidas
com ¢-PLL) e NC-3 (nanocapsulas controle revestidas com ¢-PLL), tiveram uma
diminuicdo significativa (p < 0,05). Isso ocorre pelo fato do polimero de e-PLL estar
apenas adsorvido por interacdo eletrostatica na superficie das particulas.

Segundo Schaffazick et al. (2003a) a diminuicdo dos valores de pH, em um
curto periodo de tempo, pode ser atribuida tanto a ionizagdo de grupos carboxilicos
presentes no polimero, quanto a hidrélise, dependendo da hidrofobicidade do mesmo.
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Figura 9: indice de polidisperséo, apds a preparacéo e apds 60 dias para as suspensdes de
nanocapsulas
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NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia);
NC-2 (nanocipsulas contendo Oleo essencial de M. alternifolia revestidas com e-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com g-PLL).

Figura 10: Valores de pH, apés a preparacéo e apds 60 dias para as suspensdes de nanocapsulas
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NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia);
NC-2 (nanocipsulas contendo Oleo essencial de M. alternifolia revestidas com e-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com g-PLL) ** p <0, 01; ** p < 0, 001.

Quanto ao potencial zeta (Figura 11), ndo foram observadas diferencas
estatisticas (p > 0,05) para suspensdes NC-0 (nanocapsulas controle) e NC-1
(nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia) apés o armazenamento, o

gue permite prever uma boa estabilidade coloidal, devido a uma alta energia de
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limitagdo entre as particulas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). As
suspensdes NC-2 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia revestidas
com ¢-PLL) e NC-3 (nanocapsulas controle revestidas com g-PLL), apresentaram
diferenca estatisticas significativas (p < 0,05). Esta diminui¢cdo no potencial zeta pode
ser atribuido tanto a queda no pH do meio de suspensdo, como a degradacao do
nacleo oleoso, resultando em um aumento da quantidade de goticulas de 6leo na
suspensao (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1996).

Figura 11: Potencial zeta, apds a preparacéo e apds 60 dias para as suspensdes de nanocapsulas
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NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocépsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia);
NC-2 (nanocépsulas contendo Oleo essencial de M. alternifolia revestidas com g-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com ¢-PLL); *** p <0, 001.
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5.3 Andlises morfoldgicas e de superficie

A avaliacdo morfologica e de superficie obtidas por MEV para os polimeros

PCL, e-PLL e as microparticulas de e-PLL estédo indicados na Figura 12.

Figura 12: Aspectos morfoldgicos da PCL (A), da e-PLL (B) e das microparticulas de ¢-PLL (C)
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As fotomicrografias do polimero PCL, demostram uma superficie levemente
irregular, enquanto as da ¢-PLL e as microparticulas de e-PLL, apresentam formato
esférico, com superficie lisa e regular.

As suspensdes de nanocépsulas foram caracterizadas por FEG. A Figura 13
comprova o resultado do didmetro médio de particula obtido pela técnica de
espalhamento de luz para as suspensfes NC-0 (nanocapsulas controle) e NC-1

(nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia).

Figura 13: Aspectos morfoldgicos das suspensdes de nanocapsulas NC-0 (A) e NC-1 (B)

. v s

- -
MW W WO A1 e 141
Verw fed 1.8 g e & 2O we
SUM MAG 100 k. Deledmidht 0000 Poriermascs i Aasonpa ¢

MM
View Sed 138 pm
SEM MAG 100 &




60

Néo foi possivel obter as fotomicrografias das nanocapsulas NC-2
(nanocépsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia revestidas com e-PLL) e NC-
3 (nanocéapsulas controle revestidas com e-PLL) por FEG, em decorréncia da
interacdo do polimero e-PLL com o feixe de elétrons a medida que as fotomicrografias
vao sendo realizadas. A sequéncia de fotomicrografias (Figura 14) demonstra essa

interacdo e como as nanocapsulas vao sendo modificadas.

Figura 14: Sequéncia de fotomicrografias (A-F) das intera¢bes das nanocapsulas revestidas com
g-PLL com feixe de elétrons
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A difragcdo de raios X permite distinguir materiais entre cristalinos e amorfos,
sendo que substancias cristalinas possuem picos bem definidos enquanto os
compostos amorfos ndo apresentam os mesmos planos nitidos caracteristicos dos
cristais (DHIRENDRA et al, 2009). Em geral, os solidos amorfos sdo mais solaveis do
que as formas cristalinas, devido as energias livres envolvidas no processo de
dissolucdo. Solidos no estado amorfo tém moléculas dispostas aleatoriamente,
portanto, pouca energia € necessaria para separa-los. Consequentemente, a sua
dissolucéo é mais rapida do que quando na forma cristalina (RIEKES et al., 2011).

A Figura 15 sumariza os resultados obtidos por difracdo de raios X para a
PCL, a &-PLL , para as microparticulas de e-PLL e para as suspensdes NC-0
(nanocéapsulas controle), NC-1 (nanocapsulas contendo oO6leo essencial de
M. alternifolia), NC-2 (nanocépsulas de 6leo de essencial M. alternifolia revestidas
com ¢-PLL) e NC-3 (nanocapsulas controle revestidas com g-PLL).

A figura de difracdo de raios X para a PCL (Figura 15-A) exibiu picos
cristalinos, em 26 = 21, 35 e 23, 81 indicando que a PCL possui forma cristalina. As
propriedades fisicas da PCL variam de acordo com a massa molar e densidade do
produto, podendo apresentar caracteristica amorfa ou semicristalina, dependendo da
sua estereoquimica, do tratamento térmico recebido e da sua temperatura de
transicao vitrea, sendo estas caracteristicas, que determinam também a sua utilizacédo
comercial (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

A figura de difracéo de raios X da e-PLL (Figura 15-B) mostra um padrao muito
pequeno de fase microcristalina. Segundo ASANO et al. (2007) a fase microcristalina
€ em 260 = 19°. Entretanto, para todos os materiais analisados (Figura 15C-15G), os
resultados sugerem que o processo de nanoencapsulagéo promoveu uma diminui¢ao
notavel dos picos de difracéo cristalina caracteristicos da PCL levando a amorfizacao
do polimero (ANSARI et al., 2011).



Figura 15: Figuras de difracdo de raios X da PCL (A), da e-PLL (B), microparticulas de e-PLL (C),
NC-0 (D), NC-1 (E), NC-2 (F), NC-3 (G)
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5.4 Avaliagéo por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (IVTF)

Os espectros obtidos por meio de IVTF permitem caracterizar polimeros,
farmacos e blendas poliméricas, em fungcéo da deteccao de grupos funcionais, assim
como identificar a presenca de interacdes moleculares pela comparagdo de
deslocamentos, variacdes de intensidade, alargamento ou aparecimento de novas
bandas com um espectro caracteristico da amostra (LOPES; FASCIO, 2004). A
radiacao no infravermelho faz com que atomos de compostos organicos vibrem com
amplitude aumentada ao redor das ligagbes covalentes que os ligam. O processo é
guantizado, porém o espectro vibracional costuma aparecer como uma série de
bandas, porque a cada mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma
série de mudancas nos niveis de energia rotacional, desta forma, as linhas se
sobrepdem dando origem as bandas observadas no espectro (PAVIA et al., 2010).

Os espectros de IVTF dos polimeros PCL, ¢-PLL e do 6leo essencial de
M. alternifolia, estdo mostrados nas Figuras 16, 17 e 18. A PCL (Figura 16)
apresentou bandas caracteristicas do grupamento éster, com uma banda em
1731 cm, referente ao estiramento C=0. As bandas observadas em 1044 e 1171
cm? sdo referentes ao estiramento da ligacdo C-O. As vibracdes simétricas e
assimétricas do grupamento —CH2, foram observadas em 2946 e 2873 cm,
respectivamente (PAVIA et al., 2012).

O biopolimero e-PLL é uma amida secundéria, e o seu espectro de IVTF
(Figura 17) apresenta uma banda intensa em 1649 cm referente a C=0. As amidas
secundérias apresentam uma banda do estiramento e de dobramentoda ligacdo N-H.
Esses valores sdo observados em 3249 cm? 1532 cm, respectivamente. A
intensidade da banda em 1532 cm é atribuida a combinacéo do estiramento C—-N
com o dobramento N-H (MAEDA et al., 2003).



Figura 16: Espectro de IVTF do polimero PCL
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Figura 17: Espectro de IVTF do polimero e-PLL
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A Figura 18 mostra o IVTF do Oleo essencial de M. a alternifolia. As bandas
observadas séo referente ao terpinen-4-ol, que € o componente majoritario presente
na composicdo. Observa-se uma banda intensa e larga em 3435 cm? caracteristico
do grupamento O—H de éalcool. As bandas em 2927 e 2853 cm séo referentes ao
estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupos metila (—CHs). A
ligacdo C=C é identificado pela banda em 1724 cm, referente ao estiramento dessa
ligacdo. As bandas em 1464 cm™ e 1376 cm™ sdo carateristicas do dobramento da

ligacdo —CHa.

Figura 18: Espectro de IVTF do 6leo essencial de M. alternifolia
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A Figura 19 mostra os IVTF das suspensbes de nanocapsulas NC-0
(nanocapsulas controle), NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de
M. alternifolia), NC-2 (nanocapsulas contendo O6leo essencial de M. alternifolia
revestidas com ¢-PLL), NC-3 (nanocapsulas controle revestidas com e-PLL) e das
microparticulas de e-PLL. A analise espectral das suspensdes de nanocapsulas e das
microparticulas de e-PLL, indicou que os picos caracteristicos de cada material
mantiveram-se quase que inalterados sugerindo entdo, que n&do ocorreram interagoes
moleculares que alterassem a estrutura quimica de cada componente, durante o

processo de producéo das particulas.
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Figura 19: Espectro de IVTF das suspensfes de nanocapsulas NC-0 (A), NC-1 (B), NC-2 (C), NC-3 (D)
e microparticulas de g-PLL (E)
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5.5 Identificacdo e quantificacdo do terpinen-4-ol no 6leo essencial de
M. alternifolia por cromatografia gasosa

O d6leo essencial dessa espécie contém aproximadamente 100 componentes,
dos quais terpinen-4-ol, 1,8-cineol, a-terpineol, terpinoleno e o a e y-terpineno,
compreendem cerca de 90 % da constituicdo do 6leo essencial (BROPHY et al., 1989).
Nas Figuras 20 e 21 estdo demonstrados os cromatogramas do terpinen-4-ol e do
Oleo essencial de M. alternifolia utilizado para obtencdo das suspensfes de
nanocapsulas. E indicado que a substancia terpinen-4-ol é a principal responséavel
pelas propriedades medicinais do O6leo essencial de M. alternifolia
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(RUSSEL; SOUTHWELL, 2002), por isso as concentracfes dos outros componentes

do 6leo essencial ndo foram evidenciadas no cromatograma.

Figura 20: Cromatograma do terpinen-4-ol

—36.07

2 &

Resposta (mV)

ITH|\|HH%IHI‘IH\%HH|HHTIIH‘IH\T\

-p
E+p
h e

T T ‘ T T | T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Figura 21: Cromatograma do 6leo essencial de M. alternifolia
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A partir dos cromatogramas apresentados nas Figuras 20 e 21 foi possivel
calcular a concentracao de terpinen-4-ol no 6leo essencial de M. alternifolia adquirido
para o presente estudo. A concentracdo encontrada para o terpinen-4-ol no éleo foi
de 17,67 % + 0,09. Pela ISO 4730, o Oleo essencial de M. alternifolia comercial deve
ter concentragcdo minima de 30% de terpinen-4-ol. Desta forma, o 6leo essencial

utilizado neste estudo n&do apresenta composicdo semelhante a composicao padrao
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do Oleo essencial desta espécie. Segundo Brophy et al. (1989) essa concentracao
baixa de terpinen-4-ol pode estar relacionada ao processo de destilacdo do Oleo
essencial. Os 30 minutos iniciais da destilacdo concentram uma maior percentagem

de terpinen-4-ol.

5.6 Determinagdo do comprimento de onda (A) de maxima absorcgéo do 6leo
essencial de M. alternifolia

Para o desenvolvimento e validagdo do método analitico, e posterior
quantificacdo do 6leo essencial de M. alternifolia nas suspensfes de nanocapsulas,
foi determinado o comprimento de onda (1) de maxima absorcéo do 6leo essencial de
M. alternifolia. Foi preparada uma solugdo do 6leo essencial em etanol e feito uma
varredura entre 200 a 800 nm (Figura 22). Observou-se uma absorcdo mais intensa

em 204 nm.

Figura 22: Espectro de absorgéo UV-Vis do 6leo essencial de M. alternifolia
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5.7 Validacdo do método analitico por espectroscopia UV-Vis para

quantificacdo do 6leo essencial de M. alternifolia

A linearidade foi avaliada em seis niveis de concentracdo 5, 0; 10, 0; 15, 0O;
20, 0; 25, 0 e 30, 0 yg.mL*. Considerando as cinco curvas analiticas elaboradas para
a determinacdo quantitativa do O6leo essencial de M. alternifolia, o estudo de
linearidade por meio do célculo da equacdo de regressdo e do coeficiente de
correlacéo (r), pelo método dos minimos quadrados, gerou um r =0, 99779, indicando
uma regresséo linear significativa, de acordo com os valores preconizados pelas
normas vigentes. A Figura 23 ilustra a curva analitica média obtida para quantificacdo
do 6leo em solucédo etandlica, apresentando a equacao.

Com os dados provenientes da avaliacdo de linearidade, foram calculados os
limites de detecc¢é&o e de quantificacao, por meio das Equacgdes 2 e 3, respectivamente.
O valor obtido para o LD foi 0,63 ug.mL* e para o LQ foi 1,90 ug.mL™2. O LD é definido
como a menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser
detectada, porém ndo necessariamente quantificada, enquanto o LQ representa a
menor quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicBes experimentais estabelecidas
(ANVISA, 2003; ICH, 2005).

Figura 23: Curva analitica 6leo essencial de M. alternifolia em etanol em 204 nm
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A precisdo é uma medida do erro relativo do método, expressa como
coeficiente de variacdo (CV), em termos de repetitividade e precisdo intermediaria.
Para analise da repetibilidade, trés concentracdes de Oleo essencial de M. alternifolia
(10, 0; 20, 0 e 30, 0 yg.mL™*) foram preparadas e analisadas em triplicata no mesmo
dia, enquanto para a precisdo intermediaria as mesmas concentracbes foram
preparadas e analisadas em trés dias consecutivos.

Os resultados de repetitividade e de precisdo intermediaria, expressos em
termos de concentracdo medida (ug.mL™?) + DP e coeficiente de variagédo (CV), estdo
apresentados na Tabela 8. Para ambos os estudos, os valores de CV foram inferiores
a 5%, demonstrando a repetitividade e a precisao intermediaria do método analitico
empregado (ANVISA, 2003).

Tabela 8: Valores experimentais obtidos nos ensaios de repetitividade e precisdo intermediéria

Concentracao quantificada £

Solucéo padréo (ug.mL™) DP (ug.mL) CV (%)
Andlise de repetitividade
(n=3)
10,0 10,53 +0, 52 4,97
20,0 23,12+1,01 4, 37
30,0 35,48 +1,40 3,94
Preciséo Intermediaria
(n=3)
Dia 1
10,0 10,68 £ 0, 23 2,13
20,0 22,50+0, 16 0,72
30,0 34,35+ 0,52 1,51
Dia 2
10,0 10,90 +0, 38 3,51
20,0 23,99+0, 84 3,51
30,0 36,85+0, 28 0, 58
Dia 3
10,0 9,74+0, 44 4,53
20,0 19,17 £+ 0,64 0, 33

30,0 30,20+0, 32 1,07
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A especificidade do método foi avaliada por comparagdo dos espectros da
suspensao NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de M. alternifolia) e NC-0
(nanocapsulas controle). Para esse efeito, o ultrafiltrado obtido apds centrifugacao das
suspensdes foi diluido em etanol e analisado pelo método de espectrofotometria de
UV-Vis descrito. O espectro da suspensdo NC-1 (nanocapsulas contendo o6leo
essencial de M. alternifolia) (Figura 24-A) mostrou uma banda de absorcéo proximo a
204 nm. Enquanto que no espectro do ultrafiltrado obtido a partir da suspensdo NC-0
(nanocapsulas controle) (Figura 24-B), ndo foi observado nenhuma banda neste
mesmo comprimento de onda. Esse resultado indica que n&o houve interferéncia na
determinacdo quantitativa de Oleo essencial de M. alternifolia a partir dos

componentes da formulacéao.

Figura 24: Espectro de absorgéo UV-vis da suspensédo NC-1 (A) e NC-0 (B)
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5.8 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacao do 6leo essencial de

M. alternifolia nas suspensdes de nanocapsulas

O meétodo analitico desenvolvido e validado, foi utilizado para avaliar a
eficiéncia de encapsulacdo do 6leo essencial de M. alternifolia na suspensdo NC-1
(nanocapsulas contendo oOleo essencial de M. alternifolia). A eficiéncia de
encapsulacao foi determinada pelo método indireto, onde a quantificacéo é realizada
medido a concentracdo de 6leo ndo encapsulado.

O método de deposicao interfacial de um polimero pré-formado mostrou-se
eficiente para a encapsulagéo do 6leo essencial. O valor calculado para eficiéncia de

encapsulacéo foi de 99, 86 % + 0, 038, com coeficiente de variagéo de 0, 038 %.
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N&o hé relatos na literatura sobre a avaliacdo da eficiéncia de encapsulacéo
do 6leo essencial de M. alternifolia em sistemas nanoestruturados pelo método de
espectrofotometria UV-Vis. No entanto, alguns pesquisadores descreveram esse
parametro para outros farmacos lipofilicos usando o método de deposicao interfacial
de um polimero pré-formado. Blouza et al. (2006) desenvolveram e caracterizaram
nanocapsulas de PCL com espironolactona para uso pediatrico em escala laboratorial
e industrial, obtendo percentagens de EE de 96, 21 e 90, 56%, respectivamente. No
trabalho de Noronha et al. (2013), foram produzidas nanocépsulas de PCL contendo
a-tocoferol as quais revelaram EE variando de 75, 55 a 99, 97%.

O método de deposicao interfacial de um polimero pré-formado, de acordo
com a literatura, € um dos que apresentam os melhores resultados para a EE,
alcancando valores iguais ou superiores a 80% (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010). Dessa forma, as formulacdes desenvolvidas no presente trabalho
apresentaram valores condizentes aos estudos j& realizados, utilizando a PCL como

polimero.

5.9 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para uma determinacdo visual da CIM foi utilizando o corante TTC. A
mudanca de coloracdo ocorre nos pocos onde ndo houve acdo dos agentes
antimicrobianos (Figura 25). Essa mudanca de coloracdo € devido ao processo de
oxirreducao do corante TTC, pois 0s micro-organismos vivos reduzem o TTC através
de enzimas, originando 1,3,5-trifenilformazan que acumula-se no interior dos granulos
das células e torna-os vermelhos (GABRIELSON et al., 2002).

Figura 25: Preparagdo das microplacas e leitura ap6s aplicagcdo do TTC
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Os resultados do estudo da CIM, CBM e CFM do dleo essencial de
M. alternifolia, do terpinen-4-ol, do polimero e-PLL, das microparticulas de e-PLL e das
suspensdes NC-0 (nanocapsulas controle), NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo
essencial de M. alternifolia), NC-2 (nanocapsulas contendo O6leo essencial de
M. alternifolia revestidas com e-PLL) e NC-3 (nanocapsulas controle revestidas com
e-PLL), frente as cepas do E. coli, S. aureus, S. pyogenes, P. aeruginosa e
C. albicans, estdo dispostos na Tabela 9 e 10, sendo que a CIM foi interpretada como
sendo a menor concentracdo dos agentes antimicrobianos testados capaz de inibir o
crescimento visivel de um organismo ap6s um periodo de incubacao de 24 horas,
enquanto que a CBM referiu-se a concentragéo capaz de impedir o crescimento dos
micro-organismos (ANDREWS, 2001).

Tabela 9: Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

CIM (mg.mL1)

Antimicrobianos E.coli S.aureus S.pyogenes P. aeruginosa C. albicans

Oleo essencial

de M.alternifolia 27, 66 27, 66 110, 63 221, 25 110, 63
Terpinen-4-ol < 3,65 29,19 < 3,65 58, 38 < 3,65
Solucéo de

-PLL 0, 25 0, 50 - - 0, 063
Solucéo de

microparticulas 0, 33 0, 33 0, 22 0, 22 0, 016
de e-PLL

NC-0 - - - - -
NC-1 18,52 8,23 18,52 41, 66 6, 25
NC-2 12, 84 5,70 19, 25 19, 25 3,25
NC-3 0,74 0,74 0,74 1, 67 0, 50

(-) Nao apresentaram atividade bacteriostatica
NC-0 (nanocéapsulas controle); NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia);
NC-2 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de M.alternifolia revestidas com g-PLL); NC-3
(nanocéapsulas controle revestidas com g-PLL).
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Tabela 10: Concentracéo Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

CBM e CFM (mg.mL™?)

Antimicrobianos  E.coli S.aureus S. pyogenes P. aeruginosa C. albicans

Oleo essencial

de M. alternifolia 221, 25 55, 31 110, 63 442,50 110, 63
Terpinen-4-ol < 3,65 29,19 < 3,65 233, 50 < 3,65
Solucéo de

~-PLL - 1, 00 - - 0, 063
Solucéo de

microparticulas g 33 0, 33 0,33 0, 22 0, 031
de e- PLL

NC-0 - - - - -
NC-1 - 41, 67 41, 67 - 12,50
NC-2 - 28, 90 43, 30 - 13,00
NC-3 - 1, 67 - - 0,5

(-) Nao apresentaram atividade bactericida ou fungicida

NC-0 (nanocapsulas controle); NC-1 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M.alternifolia);
NC-2 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M.alternifolia revestidas com g-PLL); NC-3
(nanocapsulas controle revestidas com g-PLL).

O oleo essencial de M. alternifolia apresentou atividade antimicrobiana tanto
para bactérias Gram positivas (S. aureus e S. pyogenes) como para bactérias Gram
negativas (E. coli e P. aeruginosa) e para a levedura (C. albicans). Na maioria das
vezes 0 Oleo essencial exibe acdo bactericida, mas em concentragbes mais baixas
apresenta apenas acao bacteriostatica (CARSON et al.,, 2008). Os valores
encontrados sdo maiores do que os descritos na literatura, isso se deve ao fato da
concentracdo de terpinen-4-ol ser menor do que o esperado. A concentragdo de
17 % de terpinen-4-ol compromete a agdo antimicrobiana do 6leo essencial, mas este
ainda apresentou atividade bactericida para todos os micro-organismos testados.

O mecanismo de acéo bactericida o 6leo essencial de M. alternifolia consiste
no comprometimento da integridade da membrana celular, consequente perda de
material intracelular, incapacidade de manter a homeostase e inibicdo da respiracao
(CARSON; RILEY; HAMMER, 2006). Contudo, por possuir cerca de 100

componentes, existe a possibilidade de nao ter sido pesquisado todo o potencial de
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atuacdo. E possivel que outros elementos, ainda ndo avaliados, contribuam para a
atividade antimicrobiana com mecanismo de acédo diferente daquele j& encontrado
(HAMMER et al., 2003).

Cox et al. (2000) observaram a eficacia do 6leo essencial de M. alternifolia
para E. coli, S. aureus e C. albicans e confirmaram que a atividade antimicrobiana se
deve a capacidade de romper a barreira de permeabilidade da membrana dos
micro-organismos, inibindo a respiracao.

Neste trabalho foi avaliado a atividade antimicrobiana do terpinen-4-ol, com
base em observacdes preliminares que indicam que ele é um dos componentes
principais responsaveis por essa atividade. Ao avaliar os resultados obtidos, o padrdo
de terpinen-4-ol apresenta valores de CIM, CBM e CFM menores que o 6leo essencial
de M. alternifolia. Esse resultado também foi observado por MONDELLO et al. (2006)
e LEE et al. (2013), onde foi avaliada a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
M. alternifolia, do terpinen-4-ol e do 1,8-cineol. O terpinen-4-ol é um dos responsaveis
pela eficidcia antibacteriana do 6leo essencial de M. alternifolia, enquanto que os
componentes secundarios como o 1,8-cinelol também contribuem para a sua eficacia,
devido ao fato de aumentar a permeabilidade da membrana facilitando a entrada de
outros agentes antimicrobianos (CARSON; MEE; RILEY, 2002; GROPPO, 2002;
HAMMER; CARSON; RILEY, 2003).

A suspensdo NC-C (nanocapsulas controle) ndo apresentou atividade
antimicrobiana, isso era esperado, pois ndo ha estudos relatando a atividade
antimicrobiana da PCL e dos triglicerideos dos acidos caprico/caprilico.

A incorporacdo do Oleo essencial de M. alternifolia nas suspensdes de
nanocapsulas nao resultou em perda de sua atividade. Isso demonstra que a
metodologia e 0s materiais empregados nao interferiram na agéo antimicrobiana do
Oleo essencial, uma vez que, de acordo com a literatura, a acdo antimicrobiana do
mesmo pode sofrer interferéncia negativa pela presenca de tensoativos e pelos
constituintes organicos dos meios de cultura (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999).

As suspensdes NC-1 (nanocapsulas contendo Oleo essencial de
M. alternifolia), NC-2 (nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia
revestidas com e-PLL) apresentaram atividade antimicrobiana, com valores de CIM,
CBM e CFM menores do que para o 6leo essencial ndo encapsulado. Isso demonstra
que mesmo o 6leo essencial ndo apresentando a concentracdo de terpinen-4-ol

desejada, ainda possui atividade antimicrobiana e quando encapsulado tem sua
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atividade melhorada. Esses valores menores de CIM, CBM e CFM das nanocapsulas
pode ser atribuida a presenca da parede polimérica, pelo fato dos polimeros
apresentarem uma tendéncia em adsorver na membrana do micro-organismo atravées
de mecanismos estéricos e eletrostaticos (LBOUTONE et al., 2002). Tal adsorcéo
direciona o farmaco para o local de acdo, ou seja, para as estruturas especificas do
micro-organismo (NHUNG et al, 2007).

A &-PLL tem um amplo espectro antimicrobiano contra micro-organismos,
incluindo leveduras, fungos e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Ll etal., 2014). A solucéo de e-PLL apresentou atividade bacteriostatica frente a cepa
E. coli, S. pyogenes e P. aeruginosa e bactericida frente a S. aureus e a C. albicans.
Esse resultado foi encontrado também por Li et al. (2014).

Ao comparar os resultados de CIM, CBM e CFM obtidos para as
microparticulas de e-PLL, com a solug&o do polimero, observa-se uma diferenca entre
os resultados. As microparticulas apresentaram acdo bactericida para todos os
micro-organismos testados. Essa diferengca da atividade antimicrobiana entre o
polimero e as microparticulas vem sendo investigada. Segundo Shima et al. (1984), a
atividade antimicrobiana da e-PLL esta relacionada diretamente com o tamanho da
particula e a quantidade de residuos de L — lisina presente no polimero. Em virtude
disso, era esperado que as microparticulas tivessem um comportamento
antimicrobiano diferente do polimero de e-PLL.

Esse aumento na eficacia dos sistemas micro ou nanoparticulados pode ser
explicado pela tendéncia que os polimeros tém de adsorver na interface, devido aos
mecanismos eletrostaticos e as suas propriedades superficiais hidrofobicas. O
tamanho reduzido das particulas favorece a deposicdo de um maior nimero de
particulas na superficie, expondo assim uma maior quantidade de substancia ativa.
Além disso, as interacdes dos sistemas coloidais com as membranas dos
micro-organismos pode promover a difusdo continua dos agentes antimicrobianos
dentro da membrana (FLORES et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

As microparticulas de e-PLL poliméricas obtidas pelo método de secagem por
aspersao (spray drying) e apresentaram formato esférico e liso, com o rendimento
esperado de 42, 4 % com potencial zeta de +8, 2 mV e pH em torno de 5,1.

O método de deposicao interfacial de um polimero pré-formado foi adequado
para a obtencdo das suspensfes de nanocapsulas de PCL contendo 6leo essencial
de Melaleuca alternifolia Cheel, resultando em nanocépsulas com diametro médio
entre 160 nm a 200 nm, baixo indice de polidispersividade, potencial zeta negativo e
com 6timo percentual de encapsulacéo (99,86%).

A ¢-PLL foi adsorvida nas nanocapsulas obtidas que, ap0s esse revestimento
apresentou um potencial zeta positivo, demonstrando que o processo de adsorcéo
ocorreu.

A concentracdo encontrada de terpinen-4-ol pela analise de cromatografia
gasosa no 6leo essencial de M. alternifolia foi de 17,67 %, valor abaixo do determinado
pela ISO 4730.

O método analitico desenvolvido e validado, mostrando-se linear, especifico
e preciso, permitindo a quantificacdo da eficiéncia de encapsulacéo do 6leo essencial
de M. alternifolia.

O dleo essencial de M. alternifolia mostrou atividade antimicrobiana para os
micro-organismos testados mesmo nao apresentando a composi¢ao de acordo com a
ISO 4730.

O dleo essencial de M. alternifolia quando encapsulado teve um desempenho
bactericida superior ao apresentado pelo 6leo essencial ndo encapsulado.Com os
resultados obtidos, a suspensdo de nanocapsulas contendo o 6leo essencial de
M. alternifolia demonstrou ser uma alternativa promissora para agentes
antimicrobianos, agregando caracteristicas importantes como tamanho nanométrico
de particula, aumento no tempo de permanéncia e aderéncia no local da infecgéo.

As microparticulas de e-PLL apresentaram melhor atividade antimicrobiana
frente aos micro-organismos testados, podendo ser considerado um agente

antimicrobiano em potencial.
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