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RESUMO

A dengue é uma doenca infecciosa que pode se manifestar de forma grave, com quadros
hemorragicos. O agente etiologico € um arbovirus transmitido pela picada do mosquito Aedes
aegypti, principal vetor da doenca. As principais medidas de combate sdo controle do
mosquito e protecdo individual, que pode dar-se com o uso de repelentes. Quase a totalidade
dos repelentes no mercado possui DEET como ativo, que possui restricbes de uso. Neste
sentido, o timol (monoterpeno) tem-se mostrado promissor como repelente de inseto (Ae.
aegypti), sendo a agregacdo de tecnologias essencial para a viabilidade de um produto
repelente a base de timol. Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi a preparacéo
e caracterizacao farmacéutica de nanocapsulas de timol, com avaliacdo da permeacéo cutanea,
citotoxicidade e atividade repelente de inseto (Ae. aegypti). Para tanto, foi desenvolvido e
validado método analitico para identificacdo e quantificacdo do timol por CLAE-DAD nas
nanocapsulas de timol (NCT — 1%), que apresentou um teor de ativo em torno de 85%.
Prosseguindo a caracterizacdo das NCT, foram determinados o diametro médio, indice de
polidispersdo (PDI), potencial zeta (PZ), eficiéncia de encapsulacdo e pH, além do estudo de
estabilidade. Analises das NCT mostraram um diametro médio de aproximadamente 150 nm,
PZ negativo (-27,83 = 2,60), PDI abaixo de 0,2 e uma eficiéncia de encapsulagéo de 98 %.
NCT e solugdo etandlica de timol foram avaliadas quanto a liberagcdo, permeacdo e retencdo
de timol através de membrana de dialise ou da pele de orelha suina, em um modelo de células
de difusdo de Franz. A NCT mostrou controle da liberacdo de timol em relacdo a solucdo
etandlica de timol, que apresentou por sua vez uma liberacdo méaxima de 53,8% da dose em
24 horas de ensaio, superior a quantidade liberada pela NCT (17,6%), evidenciando a
diminuicdo da permeabilidade do timol quando nanoencapsulado. Andlise da citotoxicidade
do timol livre e encapsulado (50 e 100 pg/mL) em queratindcitos humano através do teste de
MTT, mostrou a citotoxicidade do timol livre - 100 ug/mL (% células viaveis: 16,1 * 3,2),
que foi praticamente destituida com a encapsulacdo deste (% células viaveis: 92,7 + 31).
Avaliagéo preliminar do potencial repelente das NCT ao mosquito Ae. aegypti em humano
mostrou que a administracdo topica desse produto promoveu até 67 % de repeléncia. Os
resultados obtidos sugerem que as NCT padronizadas possuem caracteristicas morfoldgicas e

qguimicas de interesse para um nanossistema, além do potencial repelente a0 mosquito Ae.

aegypti.

Palavras chaves: timol, Aedes aegypti, nanocapsula, atividade repelente, citotoxicidade



ABSTRACT

Dengue is an infectious disease that may also happen in a severe form with hemorrhagic
events. The etiological agent of the disease is an arbovirus wich is transmitted by the
mosquito Aedes aegypti, the primary vector of the disease. The main actions to combat the
disease are mosquito control and personal protection that can take place using repellents.
Almost all repellents have DEET as active substance, which has use restrictions. In this
context, thymol (monoterpene) has become a potential insect repellent against Ae. aegypti,
and the use of technologies is essential to the viability of a repellent thymol based product.
Given the above, the aim of this study was the preparation and pharmaceutical
characterization of thymol nanocapsules and evaluation of skin permeation, in vitro
cytotoxicity and mosquito repellence (Ae. aegypti). For this purpose, we developed and
validated analytical method for identification and quantification of thymol by HPLC-PDA.
Nanocapsules thymol (NCT - 1%) showed an active content of 85%. Continuing the
characterization, NCT were analyzed for the mean diameter (D), polydispersity index (PDI),
potential zeta (PZ), encapsulation efficiency, pH and product stability . Results shared showed
an average diameter of approximately 150 nm, negative PZ (-27,83 + 2,60), PDI less than 0.2
and an encapsulation efficiency of 98%. NCT and ethanolic solution of thymol were
evaluated for release, permeation and retention of thymol through dialysis membrane or the
porcine ear skin in a Franz diffusion cell model. NCT showed release control of thymol in
relation to the ethanolic solution of thymol, which showed a maximal release of 53.8% of the
dose within 24 hours of testing, higher than the amount released by the NCT (17.6%)
indicating the decrease in permeability when nanoencapsulated. Cytotoxicity analysis of free
and encapsulated thymol (50 to 100 ug / ml) in human keratinocytes by MTT assay showed
cytotoxicity of free thymol - 100 ug / mL (% viable cells: 16.1 + 3.2 ), which was virtually
devoid with this encapsulation (% viable cells: 92.7 = 31). Preliminary assessment of the
repellent potential of NCT against Ae. aegypti showed that in human topical administration of
the product promoted up to 67% repellency. The results suggest that standardized NCT has
morphological and chemical characteristics of interest to a nanossystem, plus the potential

repellent against Ae. aegypti mosquito

Keyword: Thymol, Aedes aegypti, nanocapsules, Permeation, repellent activity, cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

1.1 Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa, febril aguda. Tal doenca pode ainda se
manifestar mais severamente, denominada Forma Grave da doenca, com quadro clinico que
apresenta febre alta, fendbmenos hemorragicos, muitas vezes com hepatomegalia e, em casos
extremos, sinais de insuficiéncia circulatéria. Pacientes acometidos pela dengue hemorrégica
podem desenvolver choque hipovolémico, resultante do extravasamento de plasma,
denominado sindrome do choque associado a dengue, que muitas vezes pode levar a morte do
paciente (WHO, 1997; GUBLER, 1998).

O agente etioldgico da doenca é um virus oriundo dos artrépodes, o "arthropod-
bornvirus ou arbovirus”. Este virus possui quatro sorotipos geneticamente distintos: DEN-1,
DEN-2, DEN-3 e DEN-4 pertencentes ao género Flavivirus, familia Flaviviridae (que inclui o
virus da febre amarela). A infeccdo por um sorotipo de dengue confere imunidade por toda a
vida para este virus, porém ndo existe imunidade cruzada que proteja o individuo para os
outros sorotipos. Assim, as pessoas que vivem em regides endémicas podem ser infectadas
com trés a possivelmente quatro sorotipos de dengue durante a sua vida e com isso hd um
aumento na probabilidade de contrair a forma grave da doenca de acordo com a hipétese da
infeccdo secundéaria (GUBLER, 1998).

A hipétese da infeccdo secundaria assume que 0s pacientes que sofrem uma
segunda infeccdo com um virus da dengue sorotipo heter6logo possuem um risco
significativamente maior de desenvolver dengue hemorrégica e sindrome do choque, quando
um anticorpo preexistente reconhece e forma um complexo de antigeno-anticorpo com o virus
heter6logo que é internalizado nos leucdcitos, principalmente macréfagos, porém o virus ndo
é neutralizado e consegue se replicar livremente no interior do macrofago. Sugere-se que estas
células produzam e secretem mediadores vasoativos em resposta a infeccao por dengue, o que
causa um aumento da permeabilidade vascular, com hipovolemia e choque. Outra hipétese
que é levada em conta como causa da dengue hemorragica parte do principio de que 0s virus
da dengue, como todos os virus de animais, variam e se modificam geneticamente como
resultado das pressdes de selecdo durante a replicacdo em humanos e / ou mosquitos e que ha
algumas linhagens de virus que tenham um maior potencial epidémico. Essas variages
podem incluir o aumento da gravidade da doenca (viruléncia) e, consequentemente,

apresentarem sintomas mais graves (GUBLER, 1998) .
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Devido aos tipos mais graves da doenca, a dengue se tornou um alvo de grande
preocupacdo para a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e para 6rgdos de saude de varios
paises do mundo, incluindo o Brasil. A dengue é uma virose de grande importancia
epidemioldgica mundial (Figura 1). Estima-se que trés bilhdes de pessoas encontram-se em
areas de risco para contrair dengue no mundo e que, anualmente, ocorram 50 a 100 milhdes
de infecgdes, com 500.000 casos da Forma Grave da Dengue (FHD) e 22.000 obitos,
principalmente em criangas. Os paises tropicais (onde temperatura e umidade favorecem a
proliferacdo do mosquito) sdo os que apresentam maior incidéncia. Entre as doencas re-
emergentes, € a que se constitui como mais grave problema de satde publica (CDC, 2015;
WHO, 2015).

Figura 1 - Distribuicao global de ocorréncia de dengue
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Fonte: WHO, 2015.

No Brasil, durante o primeiro trimestre de 2015, foram registrados 460.502 casos
de dengue. A regido Sudeste teve o maior nimero de casos notificados, 66,1% em relacdo ao
total do pais, seguida das regides Centro-Oeste, 13%; Nordeste, 11,1%; Sul, 5,6% e Norte,
4,2%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Tais dados confirmam a dengue como um grave
problema de saude publica.

A transmissdo da doenca ocorre através da picada de fémeas infectadas do
mosquito Aedes aegypti ou Ae. albopictus, sendo no Brasil conhecida apenas a ocorréncia do
primeiro (CAMARA et al., 2007). Dentre os possiveis ciclos de transmissio, o0 mais

importante, do ponto de vista da satde publica, é o ciclo endémico que ocorre em centros
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urbanos de regides tropicais, como no Brasil, que consiste na transmisséo Ae. aegypti - Homo
sapiens - Ae. aegypti, com epidemias periodicas. Em cidades muito endémicas, certamente ha
a coexisténcia de varios sorotipos do virus, 0 que agrava a situacdo, aumentando a
probabilidade da forma grave (VIEIRA, 2006; WHO, 2009a).

O Ae. aegypti, € um inseto pertencente & FAMILIA Culicidae, SUBFAMILIA
Culicinae, GENERO Aedes (NEVES & SILVA, 1989; REY, 1992). Esta espécie de
mosquitos € classificada como antropofilica por se alimentar de sangue humano
preferencialmente. Além desta caracteristica, 0 Ae. aegypti possui habitos domésticos, o que
aumenta a capacidade vetorial da especie. Neste sentido o Ae. aegypti € uma espécie
extremamente adaptada ao convivio humano, o que determina sua grande eficiéncia na
transmiss&o do virus da dengue (DEKKER, GEIER, CARDE, 2005).

1.2 Controle da dengue

Medidas de controle coletivo da dengue séo efetuadas pelas autoridades sanitarias
de diversos paises, a mais eficaz seria eliminar a populacdo do mosquito Ae. aegypti, principal
vetor da doenga, interrompendo o ciclo de reproducdo do mosquito (CDC, 2015). Neste
sentido, campanhas de conscientizacdo sdo realizadas para evitar acimulo de agua que servem
como foco para a deposi¢do de ovos. Houve diminuicdo consideravel na incidéncia da doenca
apos a descoberta do efeito inseticida do DDT, no periodo da Segunda Guerra mundial, e
posteriormente outros grupos de inseticidas, como os organofosforados, carbamatos e mais
recentemente 0s piretréides, introduzidos no mercado por possuirem menor custos e menor
ersisténcia no ambiente e cadeia alimentar (SUAREZ & VERBEL, 2013). Essa diminuigéo
foi efetiva apenas em paises mais desenvolvidos, ndo havendo a erradicacdo desejada nos
paises menos desenvolvidos por questdes de infra estrutura. Dessa maneira, se fez necessaria
a busca de outras alternativas para o controle da doenca, focando na diminuicdo da incidéncia
e em maneiras de reduzir a gravidade e letalidade (TAUIL, 2002).

Outra forma seria pela utilizacdo de uma vacina tetravalente eficaz, ou seja, €
necessaria protecdo contra todos os sorotipos simultaneamente (Mc ARTHUR & EDEMAN,
2015). De acordo com dados da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, no final de 2012
trés vacinas ja estavam sendo testadas pelos testes pré-clinicos e clinicos. Uma das vacinas
esta sendo desenvolvida pela empresa Sanofi utilizando DNA recombinante, em 2012 ja deu
inicio aos testes em humanos com previsdo de producdo da vacina para 2015, porém dados

apontam que néo foi explicitamente relatada a tetravaléncia da vacina, onde ndo mais de 18 -
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26% dos individuos testados apresentaram soroconversdo tetravalente ap6s a primeira dose.
OUtra vacina estd sendo elaborada pela Bio-Manguinhos com a parceria da GSK®
(GlaxoSmithKline), utilizando virus mortos. Também pode-se citar a vacina desenvolvida
pelo Instituto Butatan, com virus geneticamente modificado. Porém, os resultados até entéo
obtidos ainda ndo permitem definir com certeza quando vacinas eficazes e seguras estardo
disponiveis contra a dengue. Estima-se que até 2016 uma vacina estard disponivel no
mercado. Em relacdo a medicamentos especificos para tratamento da dengue, existe uma
lacuna, restando, assim, como alternativa mais eficaz as medidas de combate ao vetor da
doenga (FIOCRUZ, 2015).

Os seres humanos sdo alvo de muitas espécies de insetos que se alimentam através
de picadas. Através dos tempos, as pessoas tém usado uma variedade de técnicas para se
proteger contra essas picadas e consequentes infeccGes relacionadas a esses animais. Entre
estas técnicas estdo incluidos o uso de barreiras fisicas, tais como vestudrio, telas e redes; o
uso de repelentes quimicos na pele e substancias toxicas em redes, roupas e outros tipos de
tecido, além de evitar areas infestadas com pragas ou vetores de doencas (WHO, 2000).

Na atualidade, a tecnologia mais utilizada com a finalidade de protecdo pessoal
tem sido focada em repelentes quimicos. A este respeito, muitos produtos tém sido
desenvolvidos. Chou e colaboradores (1997) definem repelente como uma substancia quimica
natural ou sintética, na forma de vapor, que seja capaz de inibir a busca ao hospedeiro pelo
inseto, fazendo com que 0 mesmo necessite deixar, ou ndo se aproximar da pele ou superficie
tratada, ou ainda sair da zona de concentracdo do vapor repelente.

Medidas de reducdo do impacto das picadas de insetos tém sido importantes no
esforco mundial de salude publica para proteger com seguranca 0S pacientes e evitar a
propagacao de doencas transmitidas por artropodes, tais como malaria, febre amarela, dengue,
entre outras, além de servir para diminuir a gravidade das reacdes alérgicas a picadas de
muitos mosquitos. Nesse contexto, o repelente € uma ferramenta importante para a protecéo
individual, principalmente em regides endémicas onde o risco de se contrair doenga é alto
(BROWN & HEBERT, 1997; KATZ, MILLER, HEBERT, 2008). Tendo em vista que uma
Unica picada por mosquito infectado pode resultar em transmissdo de doenca, é importante
escolher um repelente que seja eficaz e, preferentemente, possua efeito duradouro (FRADIN
& DAY, 2002).

Substancias utilizadas como repelentes com a finalidade de aplicacdo na pele
devem possuir algumas caracteristicas essenciais listadas a seguir.

v N&o ser toxico para seres humanos;
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v" N&o apresentar irritabilidade cutanea;

v Apresentar atividade contra uma ampla gama de insetos que se alimentem
de sangue;

v" Protecdo contra picadas por varias horas, independentemente da pressao de

picada do artrépode (relacionada com a quantidade de aproximacdes,

pousos e picadas efetivas);

Custo;

Aceitabilidade do usuario;

Possuir odor agradavel e/ou ser inodoro;

RN NERN

N&o causar danos as vestimentas.

Repelentes sdo classificados como produtos cosméticos de Grau 2 que, de acordo
com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), possuem indicacdes especificas,
cujas caracteristicas exigem comprovacdo de seguranca e eficacia, bem como informacdes e
cuidados, modo e restricdes de uso (BRASIL, 2005). Comercialmente, os repelentes de
insetos podem ser divididos em trés classes de substancias: as de origem sintética, 0s
derivados de produtos naturais, e 0s que associam substancias sintéticas e naturais (TUETUN
et al., 2005).

O DEET - N,N-dietil-3-metilbenzamida é considerado o repelente de mais amplo
espectro e tem sido largamente utilizado desde os anos 1950, hoje estima-se que seja utilizado
por 30% da populacdo dos EUA. O DEET esta disponivel em concentracdes que variam de 5
a 40%, sendo as concentragdes mais utilizadas entre 10 e 35%, estas capazes de proporcionar
protecdo adequada. Além disso, as mais altas concentracfes estdo relacionadas a uma maior
duracdo da repeléncia. O DEET pode causar efeitos toxicos, principalmente em criancas e
gestantes. Estudos relatam casos de encefalopatias relacionados ao uso de DEET,
principalmente em criangas (THAVARA et al., 2001). As reag¢Oes adversas ocasionadas pelo
uso tépico de DEET incluem: irritacdo dérmica, urticaria e dermatite de contato, geralmente
relacionadas as altas doses aplicadas em extensa area corpOrea. Em relagdo a sua absorcéo
pela pele, o DEET apresenta lipossolubilidade que favorece a absorcéo, o que nao é desejado
para esse tipo de produto. (FRADIN, 1998; FRADIN & DAY, 2002). A ANVISA restringe o
uso de produtos com DEET a criancas acima de 2 anos de idade. Além disso, para a faixa
etaria de 2 a 12 anos, o numero maximo de reaplicacdes de produtos contendo DEET deve ser
3 vezes ao dia, sendo que a concentracdo do ativo ndo deve exceder 10% (BRASIL, 2006).

Em relacdo as vestimentas, relata-se que o DEET é seguro para utilizacdo em roupas de
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algodao, 1a, nailon, porém é capaz de danificar materiais como couro pigmentado, plastico
(armacdes de 6culos) e vinil (certos bancos de automaveis).

Dentre as classes de moléculas derivadas de produtos naturais empregadas como
repelentes, destacam-se as que sdo obtidas a partir dos 6leos essenciais, tais como o 6leo
essencial de Lippia sidoides (OELS) que apresenta em sua composi¢do compostos volateis,
tais como carvacrol, p-cimeno, timol, a-felandreno (monoterpenos) e P-cariofileno, a-
copaeno, a-humuleno (sesquiterpenos). O timol constitui-se 0 composto majoritario no OELS,
podendo seu teor variar de 34,2 a 95,1% (COSTA, 2002). O referido 6leo essencial foi
estudado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Bioprospec¢do da UFC, coordenado pela
Profa Dra Ana de Fatima Fontenele Urano Carvalho. Estudos anteriores realizados pelo
referido grupo avaliaram produtos como vela e lo¢do a base do OELS. A vela apresentou
eficacia de protecdo de aproximadamente 60% enquanto a locdo mostrou eficacia de cerca de
90% em modelo animal (SENA, 2006). Além desses estudos, formulacBes a base de timol e
OELS em macroemulsdo foram testadas em humanos, apresentando eficicia de repeléncia
sem diferencas significativas quando comparadas a formulagdes comerciais a base de DEET
(MORAES, 2011). Os compostos que constituem os 6leos essenciais sdo majoritariamente 0s
terpenos e sdo conhecidos por conferir as atividades bioldgicas descritas para os Gleos
essenciais. Esses compostos podem ser obtidos por fontes naturais ou até mesmo de forma
sintética (TAWATSIN et al., 2001; ZHU et al., 2006).

1.3 Terpenos como fonte de repelentes de insetos: Timol

Terpenos sdo hidretos de carbono de férmula geral (CsHg)n constituidos por
maultiplos da molécula fundamental do isopreno (2-metilbutadieno), (DAMBOLENA et al.,
2008), sendo conhecidos aproximadamente vinte mil compostos isolados de fontes naturais
(DO AMARAL, 1995; NES; ZHOU, 2001; ROBBERTS et al., 1996).

Os terpenos sofrem ainda uma subidivisdo que os diferencia entre terpenos
verdadeiros e terpendides. Os primeiros se apresentam como hidrocarbonetos saturados e sdo
formados por adicdo de moléculas de isopreno. Ja os terpenodides possuem menor ou maior
teor de hidrogénio do que os terpenos verdadeiros, pois 0s grupos metila sdo rearranjados,
removidos ou sdo adicionados atomos de oxigénio, poréem conservam em sua estrutura
unidades isoprénicas e podem ser encontrados na forma linear ou ciclica. Uma denominacéao
mais genérica foi criada a fim de classificar os compostos terpendides baseada no nimero de

atomos de carbonos na molécula, tendo-se os monoterpenos (C10 - possuem dez carbonos em
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sua estrutura), sesquiterpenos (C15) e diterpenos (C20) (Figura 2), dentre estes, 0s
monoterpenos e sesquiterpenos sdo 0s compostos mais frequentemente encontrados
(SIMOES, 2001; BAKKALI et al. 2008).

Monoterpenos, participam na composicao de 90% dos 6leos essenciais em plantas
aromaticas e estdo relacionados com uma série de fungdes quimicas, tais como alcodis,
aldeidos, éteres, entre outras (VODA et al., 2003; SEO et al. 2008). Em relagdo ao potencial
farmacologico, existe uma grande quantidade descrita como, por exemplo, aplicacdes como
agentes antimicrobianos (ZYGADLO & JULIANI, 2000), além de muitos estudos realizados
a partir de produtos derivados de plantas contendo monoterpenos terem comprovadamente
uma variedade de atividades farmacoldgicas, como atividade anfiinflamatoria,
antinociceptiva, sedativa, anticonvulsivante, gastroprotetora antissecretdria e hepatoprotetora
(SANTOS & RAO, 2000; TOSCAN, 2010). Exemplos largamente conhecidos de
monoterpenos com atividade farmacologica comprovada sé&o o timol e carvacrol, compostos
que tém demonstrado possuir uma atividade inibitéria em bactérias (DIDRY et al, 1994;
ULTEE et al, 1998) e fungos (CHAO, YOUNG, OBERG, 2000).

L. sidoides constitui uma das espécies que possui uso difundido no nordeste
brasileiro (LORENZI, MATOS, 2002), pertencendo a relacdo de plantas medicinais do
Programa Farmacias Vivas, bem como compde a RENISUS - Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do SUS. Esta planta aromatica possui 6leo essencial rico em timol,
(LEAL et al., 2003). O OELS possui propriedades farmacoldgicas ja determinadas, tais como
propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, bactericida, fungicida e larvicida e parte desses
efeitos sdo relacionados a presenca do timol (CAVALCANTI et al., 2004; KUNLE et al.,
2003; GIRAO et al., 2003; CARVALHO et al., 2003; BOTELHO, 2007).

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) é um monoterpeno que apresenta-se na forma
de p6 branco cristalino e possui odor ligeiramente picante. Trata-se de um derivado de fenol
alquilado (Figura 2) de grande utilizagdo na industria, agricultura, em cosméticos e alimentos
(SZENTANDRASSY et al., 2003).
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Figura 2 - Exemplos de terpenos e produtos naturais relacionados (a); Estrutura molecular do
timol (b).
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Além das propriedades largamente estudadas, o timol possui atividade larvicida e
repelente ja descritas. Estudos mostraram que o Oleo essencial de Trachyspermum ammi
(Linn.), rico em timol, apresenta atividade larvicida. Apartir desse resultado, Pandey e
colaboradores (2009) comparam atividade larvicida e repelente desse 6leo essencial e de timol
isolado contra o vetor da maléria, 0 mosquito Anopheles stephensi. Os autores obteve
resultados onde o timol apresentou atividade larvicida superior ao 6leo essencial, com valores
de DLso de 48,88 e 80,77 ug/ml, respectivamente. O timol apresentou ainda repeléncia
completa para adultos de A. stephensi na dose de 25,0 mg distribuida em uma area de 22x35
mm apos 1 h de duragdo, enquanto que mesmo grau de repeléncia foi obtido pelo 6leo na dose
de 55,0 mg, indicando assim um importante papel do composto nas atividades bioldgicas do
Oleo essencial. Atividade larvicida foi demonstrada também nos estudos de Carvalho e
colaboradores (2003) e o OELS, rico em timol, como mencionado anteriormente, e seu
hidrolato tiveram acdo larvicida contra Ae. aegypti (n=20) provocando mortalidade quase
instantdnea (de 1 a 5 minutos). O timol, composto majoritario do OELS, mostrou também

acao larvicida de 100% a uma concentracdo de 0,085% p/v.

1.4 Pele e modelos experimentais de permeacao cutéanea

A pele € 0 6rgdo mais extenso do corpo humano, representando um total de 5% do
peso de um individuo. Em uma pessoa adulta de estatura e peso medianos, a superficie da pele
pode chegar a 2 m2 de area e 4,2 kg, e ainda recebe cerca de 30% da circulacdo sanguinea.
Sua principal funcdo é a protecdo da pessoa, por exemplo, contra a perda de substancias
enddgenas, ou ameacas do ambiente como temperaturas extremas, substancias téxicas,
radiacdo ultravioleta (UV), umidade e regulacdo da pressdo sanguinea (BARRY, 1983;
AULTON, 2005; WILLIAMS & BARRY, 2012).

Existe uma subdivisdo do orgdo, em trés camadas diferentes: epiderme, derme e
hipoderme (Figura 3). A epiderme constitui a camada mais externa e é formada por tecido
epitelial especializado, dividido em varias camadas sendo a mais externa, o estrato cdrneo,
responsavel pela funcéo de barreira da pele, devido a sua lipofilicidade e elevada ligagdo entre
as células. O estrato cdrneo € composto por cornedcitos queratinizados incorporados em
camadas duplas lipidicas e possui na parte extracelular predominantemente lipidica,
ceramidas, colesterol e &cidos graxos.

A derme é a camada mais proxima da hipoderme, é composta por colageno,

elastina, glicosaminoglicanos e fibroblastos. Constitui-se uma camada altamente
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vascularizada, e nela estdo os chamado apéndices da pele, receptores e nervos especializados,
glandulas sudoriparas, glandulas sebéceas e foliculos pilosos, além de leucdcitos, adipdcitos e
mastocitos. Ja a hipoderme, protege o corpo contra baixas temperaturas, trata-se de um tecido
conjuntivo com células adiposas que conecta a derme e a fascia muscular (JUNQUEIRA et
al., 1995).

Figura 3 - Esquema ilustrativo da estrutura da pele.
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Fonte: LAMOREA. Transporte atraves da pele, 2006. llustragdo. apud SILVA, 2013

A pele tem sido usada como via para aplicacdo de medicamentos e cosméticos por
muito tempo, e tem havido muitos avangos referentes ao processo de penetracdo ou retencéo
de substancias (HADGRAFT et al, 2005). A producdo da acdo bioldgica em sitios especificos
pode necessitar que haja acimulo da substancia ativa, do produto ou farmaco desde a
superficie da pele, mais precisamente no estrato cdérneo, até a epiderme viavel ou parte
superior da derme, sendo para tanto, requerida a penetracdo do farmaco na pele por difusdo ou
absorcéo percutanea (ALLEN et al, 2007).

Existem trés vias passivas, ilustradas na Figura 4, através da qual uma molécula
pode atravessar o estrato corneo, sdo elas(CONTRI et al., 2011):

v"Intercelular: Por meio de solubilizacdo em lipidos extracelulares dispostos
em bicamadas;

v Transcelular: Através dos cornedcitos e as bicamadas lipidicas;

v Via apéndices: Através da glandulas sudoriparas ou foliculos pilosos.

Neste sentido, o estrato corneo € a barreira que limita a velocidade e 0s
movimentos de entrada e saida de substancias quimicas da pele. Devido a sua natureza densa,
os valores dos coeficientes de difusdo neste tecido sdo muito reduzidos, o que resulta em

grande resisténcia e impermeabilidade geral (CONTRI et al., 2011). Tal caracteristica deve
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ser levada em conta no desenvolvimento de uma formulagdo, para que a mesma possua

constituintes que favoregam o efeito desejado.

Figura 4 - Os mecanismos de transporte através da pele. intercelular (a), transcelular (b) e via
foliculos piloso (c).
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Fonte: CONTRI et al., 2011.

Na administragdo de medicamentos ou cosméticos pela via cutanea, é necessario
gue haja acimulo de substancia ativa na pele, seja o0 produto de acao sistémica ou acao topica.
Assim, o conhecimento sobre o fluxo de farmacos através da pele é imprescindivel e testes de
permeacdo cutanea tornam-se necessarios (OECD, 2004).

Para estudos de permeacdo e retencdo cutanea, métodos in vivo e in vitro tém sido
utilizados. Os ensaios in vivo, em animais, sdo tradicionalmente aplicados para a avaliacdo da
absorcdo da pele para fins regulatérios, tais ensaios possuem como vantagens a geracdo de
informacdo cinética sistémica e metabdlica. Em contrapartida, algumas limitacGes dificultam
a execucdo desse tipo de ensaio, tais como a utilizacdo de animais vivos; a necessidade de
material marcado radioativamente para facilitar resultados confidveis; fendmeno de
reabsorcdo, onde o sistema microcirculatério podem transportar compostos da derme para
dentro do compartimento central; além das diferencas na permeabilidade das espécies
normalmente utilizadas, por exemplo rato, e da pele humana (OECD, 2004; SCCP, 2006).

Métodos in vitro tém sido executados e descritos em um considerdvel nimero de
trabalhos. Sua principal limitacdo em relagcdo aos in vivo seria o fato de ndo ser possivel
reproduzir integralmente as condi¢Ges de reabsorcdo da substancia em estudo pelo fluxo
sanguineo periférico, ndo podendo assim ser plenamente estudado em tal configuracdo. Por

outro lado, os ensaios in vitro realizados por uma metodologia bem fundamentada poderdo
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produzir resultados bastante coerentes em comparagdo aos in vivo. (FRANZ, 1975; SCCP,
2006).

Uma das vantagens dos ensaios in vitro € que o tecido dérmico pode manter a
permeacédo de compostos que, in vivo, seriam reabsorvidos no compartimento sistémico, o que
possibilita uma quantificacdo mais precisa. Além disso, 0 modelo in vitro tem larga utilizac&o
como ferramenta de triagem ou para comparacdo qualitativa do potencial de permeacéo
cutanea entre produtos quimicos, entre espécies e entre veiculos, desde que testados em
condicdes idénticas (FRANZ, 1975; SANCO, 2004). Por outro lado, pode ser utilizada
igualmente a pele de seres humanos, de animais ou até mesmo artificiais (FLATEN, 2015).
Tal alternativa evita questdes éticas, geradas quando ha utilizacdo de animais vivos e permite
um estudo mais aprofundado de possiveis danos das substancias a pele (OECD, 2004; SCCP,
2006). Outra vantagem ¢ a possibilidade de administrar as condi¢fes do estudo, especialmente
a temperatura, e de serem estudos facilmente realizaveis e menos dispendiosos (DE
ANTONIO, 2007).

Os estudos in vitro utilizam pele de varias espécies de mamiferos, como seres
humanos, rato e porco. Estudos in vitro utilizando pele humana sdo considerados padréo ouro
para 0 monitoramento de permeacdo da droga e avaliagdo das formulagdes, e podem
proporcionar uma boa representacdo dos processos in vivo (FRANZ, 1975). Porém, existe
pouca disponibilidade desse tipo de pele, que normalmente séo obtidas de sobras de cirurgia
plastica. Ha também necessidade de submissdo ao Comité de Etica e a dificuldade e custos de
armazenagem tornam o seu uso limitado (RIGG, BARRY, 1990; BABY et al., 2008). A pele
de ratos sem pelo também é considerada uma alternativa, porém possui permeabilidade
consideravelmente superior a pele humana, devido a alta densidade de foliculos pilosos da
epiderme mais delgada, dificultando assim a comparacdo de resultados obtidos (VAN DE
SANDT et al., 2000).

Ja a pele de porco tem grande utilizacdo por conta de sua semelhanca com a pele
humana, em termos de morfologia, fisiologia, histologia, bioquimica, densidade pilosa e as
suas caracteristicas de permeabilidade, tornando uma alternativa pratica (DIEMBECK, 1999;
OECD 2004, BARBERO & FRASCH, 2009). Sdo encontrados trabalhos na literatura
cientifica os quais comparam os resultados de permeacdo de pele humana, rato e porco.
Schomook e colaboradores (2001), por exemplo, concluiram que a pele de porco seria a mais
apropriada na substituicdo da pele humana em experimentos in vitro, resultado semelhante foi

reportado por Van de Sandt (2000) que encontrou que a permeabilidade da pele ao pesticida
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Propoxur em pele ndo viavel de orelha de porco gerava resultados semelhantes aos obtidos
com a pele humana.

O ensaio de permeacdo in vitro é geralmente realizado com o auxilio de células de
difusdo, o tipo mais comum denomina-se células de Franz. Basicamente, a célula de difuséo é
constituida de uma parte superior denominada compartimento doador e uma parte inferior,
compartimento receptor, separados pela membrana, como pode ser observado na Figura 5 que
ilustra 0 modelo de célula de Franz utilizada atualmente. E importante que as condicBes
termodinamicas, principalmente a temperatura do meio receptor, sejam controladas durante
todo o experimento e a superficie da pele na célula de difusdo deve ser mantidasa 32 +1° C,
simulando temperatura normal da pele (OECD, 2004).

Figura 5 - Desenho esquematico de uma célula de Franz.

Tubo coletor

Cilindro para oclusdo

Formulagéo
(Compartimento doador) —

Membrana

Compartimento para
meio receptor ——

Banho de aquecimento

Agitagao magnética

Fonte: FONSECA, 2007.

O meio receptor aceito para avaliar compostos sollveis em agua sdo geralmente
solucBes salinas com o pH 7,4. No caso de substancias lipofilicas do fluido receptor pode
conter solventes organicos, tais como etanol: agua 1:1 ou polietileno glicol de até 6% em
agua. O meio receptor presente nas celulas de difusdo deve permanecer sob agitagdo em toda
a duracgéo do experimento (SCCP, 2006; OECD, 2004). O meio doador deve manter a membrana
exposta a uma constante concentragdo da substancia a ser permeada, e a fase receptora cujas amostras
sdo coletadas em intervalos de tempo pre-determinados, deve garantir condicGes

termodinamicas favoraveis ao farmaco.
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1.5 Nanotecnologia e liberagédo controlada de farmacos

O timol, componente majoritario do dleo essencial de L. sidoides Cham, possui facil
evaporacdo por ser um monoterpeno (VODA et al., 2003; SEO et al. 2008). Para a utilizacédo
deste composto em um produto repelente com efeito duradouro e constante, € interessante que
a formulacdo propicie o controle da liberacdo desse ativo para o meio. Nesse contexto, a
nanotecnologia tem sido utilizada como uma ferramenta para obtencédo de resultados melhores
quanto a estabilidade e aumento do potencial da terapéutico (SCHAFFAZICK, 2003).

Ao longo das dultimas décadas tem havido um interesse consideravel no
desenvolvimento da nanotecnologia, principalmente apds o avango da microscopia eletrénica
na década de 80, com a chegada dos microscdpios de varredura por sonda (KEIPER, 2003). A
biotecnologia tem lancado mdo da crescente nanotecnologia para o desenvolvimento de
nanoparticulas biodegradaveis como dispositivos de administracdo de medicamentos mais
eficazes. O objetivo maior da concepg¢do dessas particulas é obter a liberacdo controlada de
agentes farmacologicamente ativos para o sitio de agdo especifico, a uma taxa de dose e
regime terapéutico ideal (SOPPIMATH et al., 2001).

As nanoparticulas sdo definidas como particulas sélidas, podendo ser classificadas
como nanocapsulas ou nanoesferas. O farmaco pode estar encapsulado ou fisicamente e
uniformemente disperso em uma matriz, e a obtencdo de uma ou outra forma pode depender
da metodologia de preparo empregada (SOPPIMATH et al., 2001). Uma das caracteristicas
fundamentais das nanoparticulas é o seu tamanho, geralmente considerado como tendo
tamanho minimo de cerca de 5-10 nm até no maximo 1000 nm, aproximadamente, contudo o
tamanho das nanoparticulas obtidas apresenta-se geralmente entre 100 e 500 nm
(QUINTANAR et al., 1998).

Nanoesferas sdo formadas por matriz polimérica onde o farmaco pode ficar retido
ou adsorvido. Ja as nanocapsulas podem ser comparadas a sistemas vesiculares, onde uma
substancia é armazenada em uma cavidade que consiste em um ndcleo liquido oleoso,
rodeado por uma camada de polimero (Figura 6). A cavidade pode conter a substancia ativa
sob a forma liquida ou so6lida ou como uma dispersdao molecular (FESSI. H. et al, 1989;
DEVISSAGUET et al., 1991; MORA-HUERTAS, C. et al., 2010). Além disso, nanocapsulas
podem também levar a substancia ativas adsorvidas em sua superficie ou aderidas a parede
polimérica (KHOEE & YAGHOOBIAN, 2008). Uma das vantagens das nanocapsulas sobre
as nanoesferas € o baixo contedo polimérico e a elevada capacidade de carregamento de

farmacos lipofilicos, como o timol, devido ao nicleo oleoso interno (BLOUZA et al., 2006).
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Figura 6 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas.

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede — i~ - oamn os o _— Matriz
- o O 3 (L 8} U T
polimérica o - 08 polimérica
oo o CE 0 o » o LR
o O W
Nicleo— S o o4 & CQBBD 500

dleoso -, J . o . cb

. a) b) c) d) \
Farmaco Farmaco

Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003.Legenda: (a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso das
nanocapsulas; (b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocapsulas; (c) farmaco retido
na matriz polimérica das nanoesferas; (d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na

matriz polimérica das nanoesferas.

1.6 Estudo de liberagdo

No desenvolvimento de uma formulacdo para liberacdo tdpica de farmacos,
muitos fatores devem ser considerados, como a estabilidade do farmaco, o uso especifico do
produto e o sitio de aplicagdo. O potencial de liberacdo do farmaco do veiculo é dependente
das propriedades fisico-quimicas do farmaco e dos componentes quimicos da matriz que
foram combinados para preparar a formulacdo (SMITH, MALBACH e SURBER, 2000).

O estudo de liberacdo € realizado com membrana sintética, que funciona como
barreira de difusdo passiva. O ensaio tem a utilidade de promover a verificacdo da quantidade
de substancia em estudo que € liberada da matriz (formulacdo) dado um periodo de tempo e
sob condi¢bes a serem definidos pelo tipo de formulacdo a ser testada (PAGLIARA et al.,
1999). Trata-se de um importante ensaio para a avaliacdo inicial de formulacbes
experimentais na area de desenvolvimento de produto (SCCP, 2006; MACCARI, 2011).

Este teste tem sido utilizado por varios autores para auxiliar na caracterizacéo e
até mesmo na escolha de formulagBes durante a fase de desenvolvimento de produtos.
Maccari (2011) realizou o ensaio de liberagdo com membrana sintética de acetato de celulose
para a comparacédo de duas formulagdes contendo o terpeno terpinen-4-ol. O fluxo obtido para
uma das formulagdes foi de 14,62 pg/cm*h enquanto que para a outra foi de 6,703 pg/cm?*h,
demonstrando que o terpinen-4-ol é mais facilmente liberado em uma das formulacdes,
concluindo-se que os constituintes da formulacdo e/ou a metodologia de preparacdo

interferem nas caracteristicas do ativo e possivelmente no seu efeito.
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2. JUSTIFICATIVA

A dengue é uma doenga infecciosa, febril aguda que pode se manifestar de forma
grave, com quadros hemorragicos (WHO, 1997). Devido a grande incidéncia (50 a 100
milhGes de casos de dengue por ano no mundo) e a mortalidade, a dengue se tornou um alvo
de grande preocupacdo para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Medidas de controle
coletivo da dengue sdo efetuadas pelas autoridades sanitarias de diversos paises e a mais
eficaz seria eliminar a populacdo do mosquito Ae. aegypti, principal vetor da doenca (CDC,
2015). A aplicacdo de inseticida como o DDT mostrou-se uma ferramenta de controle da
doenca Util para as autoridades sanitarias, porém a erradicacdo parece algo de dificil alcance,
restando como alternativa maneiras de reduzir a taxa de mortalidade e minimizacdo dos
sintomas nas pessoas acometidas pela doenca alem de viabilizar a protecdo individual com
fins de prevencao (TAUIL, 1998). Produtos repelentes sdo uma alternativa para o controle da
dengue, porém os produtos comerciais, como o DEET, possuem limitaces quanto a
irritabilidade, uso infantil e baixo periodo de acdo (CHOU et. al., 1997).

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) é um monoterpeno volatil e apresentou
atividade repelente contra 0 mosquito vetor da dengue — Ae. aegypti (Sena, 2006). Tendo em
vista que os terpenos sdo compostos de facil evaporacdo (VODA et al., 2003; SEO et al.
2008) ¢ interessante que haja controle da liberacdo desse ativo para 0 meio a fim de garantir o
efeito de repeléncia mais duradouro e constante. Nesse contexto, a nanotecnologia tem sido
utilizada como uma ferramenta para obtencédo de resultados melhores quanto a estabilidade e
controle da liberagdo com aumento da potencialidade dos ativos (SCHAFFAZICK, 2003).

Diante do exposto, é oportuno investir no desenvolvimento de um produto a base
de timol a ser utilizado como repelente, empregando nanotecnologia para o controle da

liberacdo, prolongamento da acdo do ativo, aumento da estabilidade e reducdo da toxicidade.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Obter e caracterizar a nanocapsula de timol (NCT) e avaliar a estabilidade, a

liberacdo, permeacdo cuténea, citotoxicidade e atividade repelente contra Ae. aegypti em

humano.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver e validar metodologia analitica por CLAE-DAD para a

quantificacdo do timol nanoencapsulado;

e Caracterizar as NCT quanto ao teor de ativo (CLAE-DAD), eficiéncia de

encapsulacdo, pH, tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta;

e Avaliar a estabilidade fisico-quimica da formulacdo de nanocéapsula;

e Determinar o perfil de liberagcdo do timol livre e encapsulado, bem como o grau

de permeacdo e reten¢do cutanea in vitro em pelo de porco;

e Auvaliar a citotoxicidade do timol livre e encapsulado em queratindcitos

humanos através do teste do MTT;

¢ Investigar o potencial repelente contra Ae. aegypti das NCT em humano.
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4. MATERIAIS
4.1 Aspectos éticos

Esse projeto foi submetido ao Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, sob o protocolo é 5054 PIBITI 2014/2015 - Edital 01/14 Universidade
Federal do Ceara/Propesq

4.2 Queratinécitos humano

A linhagem de queratinécitos humanos (HaCaT) foi adquirida na American Type
Culture Collection (ATCC) através do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).

4.3 Animais

Colbnias do mosquito Ae. aegypti e fémeas separadas apds o estagio de pupa. As
fémeas dos mosquito pertencentes a linhagem Rockefeller foram obtidas do Nucleo de
Controle de Vetores - NUVET - Ceara.

A membrana utilizada no teste de permeacdo e retencdo cutanea foi retirada da
pele da orelha de porco, ndo escaldada, adquirida do Frigorifico apds o abate rotineiro de

animais para 0 consumo, por isso nao havendo necessidade de aprovacao pelo comité de ética.
4.4 Drogas, reagentes e padroes de trabalho

O Timol, molécula de estudo, foi adquirido puro da empresa Sigma-Aldrich®
(EUA), 99,5% de pureza. Os adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias quimicas de
referéncia utilizados no desenvolvimento da pesquisa estdo listados na Tabela 1 com
respectivo fornecedor. A agua foi purificada por uma sequéncia de destilagdo (Destilador

Tecnal®, TE 178, Brasil) e deionizacdo (Deionizador Permution®, Brasil).



35

4.5 Equipamentos

O aparelho utilizado para a quantificacdo do timol foi o cromatégrafo Waters
(Milford USA) modelo Alliance 2695 com detector de arranjo de foto diodos (DAD) modelo
2696. No preparo e caracterizacdo das nanocapsulas poliméricas foram utilizados os seguintes
equipamentos: banho-maria (modelo ALB 250C, ALBRAS®, Brasil); rotaevaporador (modelo
R-3, Buchi®, Brasil); deionizador (modelo simplicity 185, MILLIPORE®, Brasil); Zetasizer
Nano- ZS (Malvern Instruments, UK); Pipetas autométicas (Gilson®, Franca); agitador
magnético (modelo Mag-multi, Marte®, Brasil), balanca (modelo HR200, A&D, Japdo) e
phmetro (modelo HI 221, HANNA instruments, Brasil). Na avaliacdo farmacoldgica foi usada
estufa (modelo ECB Linea, Olidef cz®, Brasil).

Tabela 1 - Adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias quimicas de referéncia
utilizadas na pesquisa.

Adjuvantes farmacéuticos e reagentes Fornecedor

Acetona (PA) Dinanmica®, Brasil
Acetonitrila (HPLC) J.T.Baker, EUA
DMSO (dimetilsulféxido) Sigma-Aldrich®, EUA
Etanol (PA) Vetec, Brasil
Fosfatidilcolina Lipid ® Brasil
Metanol (HPLC) Tédia; JT Baker, EUA
Metanol (PA) Vetec, Brasil

MTT  (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5- Sigma-Aldrich®, EUA
difeniltetrazolio)

Miglyol® DEG®, Brasil

PLGA Poly(Lactide-co-Glycolide) Sigma-Aldrich®, EUA
Pluronic F-127 (Poloxamer) Sigma-Aldrich®, EUA
Triton X-100 Sigma-Aldrich®, EUA

Twen 80 Sigma-Aldrich®, EUA



https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAAahUKEwiIx9v1id7IAhUMlZAKHS6xDiY&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fmaterials-science%2Fmaterial-science-products.html%3FTablePage%3D112230057&usg=AFQjCNEzaQeywSzFusItEJSLU-ar1c_Idw&sig2=yARUkt39si4ToSkf_lcQsQ
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5. METODOS
5.1 Desenvolvimento e validacdo de método analitico

As andlises foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia -
CLAE sob as seguintes condicdes: fluxo 1,2 mL/min, fase movel (Tabela 2) acetonitrila:
acido aceético 0,05%, pH 4,00 (60:40, v/v), volume de injecdo 20 puL, deteccdo em 276 nm,
forno a 32 °C, pre coluna e coluna Waters C18 XBD (250x4,6 mm, 5 um).

A validacdo do método foi realizada conforme preconizado na Resolucao
Especifica (RE) 899/03 "Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos” —
categoria | da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2003). Nesse
sentido, foram determinados os seguintes parametros analiticos: especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediria), exatiddo e robustez.

Tabela 2 - Fase moével.

Fase Composicao Quantidade % na Fase mdvel
Acido acético glacial 5mL
Aguosa . . 40
Agua MilliQ g.s.p 10L
Orgéanica Acetonitrila Grau HPLC 60

5.1.1 Especificidade

A especificidade do método foi testada através da avaliacdo da influéncia das
nanocapsulas (NC), objeto de estudo desse trabalho a ser descrita posteriormente, na andlise
do timol por CLAE-DAD. Para tanto, foram preparadas solugdes timol e timol+NC branca,
conforme descrito a seguir:

Solucdo de Nanocépsula Branca (NCB): foi preparada transferindo-se 200 pL de

NC branca para BV 10 mL. Adicionaram-se 6 mL de acetonitrila e agitou-se para completa
dissolucdo das NC. O volume foi completado com agua.

Solucdo padrdo: preparou-se (Solugdo Estoque Padrdo de timol — SEP) de 3

mg/mL, posteriormente foram transferidos 500 pL da SEP para Baldao Volumétrio (BV) 10
mL e o volume completado com acetonitrila 60%, obtendo uma solucdo padrdo de 150

pg/mL.
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Solucdo padrdo + Nanocapsula Branca: preparou-se transferindo-se 200 uL. de NC

branca para BV 10 mL com 6 mL de acetonitrila para completa dissolucdo das NC e
adicionados 500 pL da SEP e volume foi completado com agua.

Foi realizada a determinacdo da pureza de pico com auxilio do programa
Empower 2° empregando para analise faixa de comprimento de onda entre 210 e 300 nm e
"threshold" calculado com ruido (calculado entre 0.25-0.75 min) mais a influéncia do solvente

(ajustado como 1°).

5.1.2 Linearidade e intervalo

A linearidade pode ser definida como a capacidade de um método analitico de
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado. Para realizacdo do ensaio de linearidade, 50
mg de timol padrdo foram pesados e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL com 40
mL de etanol 75% para completa solubilizacdo do analito e o volume completado com &gua
para obtengédo da Solugédo Estoque (SE) a 1,0 mg/mL. A SE foi utilizada para obtencao de oito
solugBes mais diluidas com concentragdes de 1,8; 5; 18; 40; 90; 180; 270 e 350 pg/mL,
contemplando o intervalo de 1,2 — 233% (considerando 150 pg/mL de timol como 100%). As
solugdes foram preparadas em duplicata, sendo realizadas duas corridas em cada amostra. A
linearidade da média das areas dos picos obtidos nos cromatogramas pela concentracdo de
timol foi estimada pelo método dos minimos quadrados. Também foi realizada a analise de

residuos dos resultados obtidos para as concentracdes citadas.

5.1.3 Limites de Deteccéo e de Quantificacao

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados através de
pardmetros da regressao linear conforme descrito pelas equacgdes 1 e 2. Quatro concentragdes
mais baixas da curva de calibracdo foram utilizadas para estimativa do desvio padrdo do

intercepto e inclinacdo da curva: 1,8; 5; 18 e 40 ug/mL.

DPa x 3 (Eq. 1)
LD = ——
IC
_ DPax10 (Eg. 2)

IC
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Onde: LD é o limite de deteccdo; LQ € o limite de quantificacdo; DPa € o desvio
padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibracdo construidas
contendo concentracdes do farmaco préximas ao limite de quantificacdo; IC € a inclinacao da
curva de calibracdo (BRASIL, 2003; ICH, 2014).

5.1.4 Precisao

A precisdo foi avaliada através do célculo do DPR (Desvio padrdo relativo) de
seis determinacdes da formulacdo de nanocapsulas contendo timol (NCT). As solugbes foram
preparadas transferindo-se 200 uL das NCT para balao volumétrico de 10 mL, tendo uma
concentracdo tedrica aproximada de 150 pg/mL. A precisdo foi avaliada pela repetibilidade
do resultado das seis determinacfes da amostra de NCT realizada por dois analistas em dias
diferentes e pela precisdo intermediaria através da andalise da repetibilidade dos dois dias de
analise (BRASIL, 2003; ICH, 2014).

5.1.5 Exatidao

Para 0 ensaio de exatiddo, foi avaliada a recuperacdo através da adicdo de timol
padrdo em concentragcdes conhecidas em amostras de NC branca. Sendo avaliadas trés
concentracdes em triplicata contemplando o intervalo linear do método (1,8; 150 e 350
pug/mL). Os valores de recuperagdo foram calculados conforme a equacdo 3 e expressos em

porcentagem.

C .
R(%) = —=22 % 100% (Eq.3)

teorica
Onde: R(%) é o percentual de recuperagdo do timol; Cep € a concentragdo de timol
encontrada experimentalmente; Ciesrica € @ cOncentracdo de timol teoricamente adicionada a

solucéo de nanocapsulas.
5.1.6 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a

pequenas e deliberadas variagfes dos pardmetros analiticos. Indica sua confianga durante o
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uso normal O estudo de robustez foi realizado pelo método de Placket-Burman, onde foram
analisados o efeito de 05 fatores: Percentual de Fase Orgéanica na fase movel (Acetonitrila);
temperatura da coluna, pH da fase mével, fluxo (mL/min) e comprimento de onda - A (nm).
Cada fator foi submetido a analise por CLAE com um nivel (valor) abaixo do estabelecido
pelo método (-) e outro acima (+). As combinac@es obtidas estdo descritas na Tabela 3.

O desenho experimental — Placket-Burman — utilizado para a robustez foi o
modelo de 12 experimentos e 11 fatores. Sendo testados 05 fatores reais, citados
anteriormente, para completar os 11 fatores do experimento, foram incluidos 6 fatores dummy.
Fatores dummy sdo fatores imaginarios para a mudanca de um nivel a outro, (+) e (), e ndo
possuem significado fisico. Em outras palavras, sdo as colunas da Tabela 3 as quais ndo foram
preenchidas com parametros a sofrerem alteracdes, tais como temperatura, pH, fluxo etc.
Podem, apesar de imaginarios, ser utilizados para estimar o erro do experimento, conforme
descrito por Heyden e colaboradores (2001) e aplicado por PAIM e colaboradores (2008). Os
fatores Dummy estéo escritos nas colunas da Tabela 3 como D1; D2; D3; D4; D5 e D6.

A Tabela 3 contém a sequéncia de experimentos, nos niveis especificados, que

foram realizados para determinacao do efeito dos fatores.

Tabela 3 - Desenho experimental de Plackett-Burman empregado na avaliacdo da robustez do

método analitico para anélise do timol por CLAE - DAD.

Experimenton® D1 D2 FO Temperatura D3 D4 D5 pH Fluxo A D6

1 H ) 6 (+) B H 60 60 60 6 0

2 G & ® () ® H H 60 60 60 O
3 6 O (+) G H H H 6 60 0
4 G ® 6 (+) B 60 6H H 6 60 06
5 ORNO NG () B H 60 H 6 6 06
6 G 6 06 (+) (0 6 H 6 6 B O
7 ) 0 6 () ) 60 H H 6 6 O
8 H ) O () G ®H 60 H 6O 60 O
9 H ) O () B 66 6 6 6O 6
10 G ® (+) (60 60 & 6 6 @
11 6 ™ (+) ® 6 60 6 6O 60 O

12 G 6 06 () G 60 60 60 6 6 06

Legenda: D1-6 = fatores dummy 1-6; FM = acetonitrila na fase movel; Temp = temperatura

do forno; Comp = comprimento de onda.
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Os efeitos dos fatores foram calculados de acordo com a Equacéo 4 (HEYDEN et
al., 2001):

_xXY() XY ()
X~ N/2 N/2

Onde: Ey € o efeito do fator em analise; XY(+) e £Y(-) sdo a soma das respostas onde x esta

(Eq. 4)

nos niveis extremos (+) e (-), respectivamente; e N € 0 nUmero de experimentos do desenho
experimental.

O erro experimental foi obtido de acordo com a Equacdo 5. Para os fatores
dummy nenhuma alteracéo fisica € realizada quando da troca de nivel alto (+) para nivel baixo
(-) e, por isso, o efeito obtido para os fatores dummy podem ser considerados como oriundos

do erro inerente do experimento.

2
’Z Edummy (Eq. 5)

E, =
Nerro
Onde: Ee¢ é a estimativa do erro experimental; ZEZdummy é a soma quadrada dos efeitos

calculados para os fatores dummy; nerro € 0 NUMero de fatores dummy presentes no estudo.

Apbs o célculo dos efeitos dos fatores (Ex) e do erro do experimento (E.) é
possivel avaliar o efeito dos fatores atraves da aplicacdo do teste t-student (Eg. 6). O nivel de

significancia do teste estatistico foi estabelecido como a=0,05.

(Eq. 6)

As amostras de padréo e de timol NC foram preparadas de acordo com o descrito
como no item 5.1.4 — Preciséo, preparando-se uma solucdo de cada amostra, e para cada

experimento ambas amostras foram injetadas em duplicata.
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5.2 Solubilidade

Para avaliacéo da solubilidade foram utilizados como meios diluentes agua, etanol
15% ou etanol 30% (v/v) (Tabela 4).

As amostras foram preparadas em triplicata, deixando-se 5 mL de cada meio
diluente testado em contato com 60 mg de timol, quantidade suficiente para causar saturacao
de timol no meio. Os sistemas permaneceram sob agitacdo magnética durante 6 horas em
células de Franz mantidas a temperatura de 32 °C.

Apbs o término do experimento, foram coletadas amostras dos diferentes meios
diluentes foram realizadas diluicbes com etanol 75% (Tabela 4) que finalmente foram
quantificadas quanto ao teor de timol por CLAE, conforme metodologia descrita

anteriormente.

Tabela 4 - Fatores de diluicdo utilizados para os meios testados

Meio diluente Fator de diluigdo em Etanol 75%
Agua MilliQ 1:10
Etanol 15% 1:50
Etanol 30% 1:50
5.3 Preparacdo das nanocapsulas de timol

A preparagdo das nanocapsulas foi realizada com base na formulagdo
desenvolvida por LEAL e colaboradores (2015) com patente depositada no INPI (Instituto
Nacional da Propriedade Industrial) com registro de nimero BR1020150087322. O método
empregado foi o de deposicao interfacial do polimero pré-formado, também conhecido como
nanoprecipitagdo, (FESSI et al.1989). Para tanto, fase organica contendo o polimero (PLGA
RS 100®), a fosfatidilcolina (Lipoid), o 6leo (Miglyol®) e o farmaco (timol) dissolvidos em
acetona ( Tabela 5) foi vertida com auxilio de uma seringa em uma fase aquosa
contendo tensoativo (Pluronic®) sob agitacio magnética a temperatura de 40 °C. Em seguida,
a suspensdo foi concentrada em rota evaporador sob pressao reduzida (0,6 atm, 120 RPM) e
temperatura de 40 °C, a fim de se remover todo o solvente organico e parte da fase aquosa até
um volume de 10 mL. A suspensao de nanocapsulas de timol (NCT) foi mantida em frasco de

vidro e conservadas a temperatura ambiente. Ainda, uma formulagcéo branca (NCB) foi
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preparada de modo semelhante sem a adicdo do farmaco na fase orgénica para fins de
comparacao.

Tabela 5 - Composic¢édo quali-quantitativa da NCT

Fase Componentes Quantidade

Fase organica Timol 100 mg

Triglicerideos de Ac. Caprico/Caprilico 80 mg

Lipoid 90 mg
PLGA 40 mg
Acetona 12 mL
Fase aquosa Poloxamer (Pluronic) 180 mg
Agua MilliQ (gsp) 20 mL

5.4 Caracterizacao e estudo de estabilidade da NCT
5.4.1 Avaliacdo macroscopica

Apbs o preparo das suspensdo de NCT, foi realizada a avaliacdo organoléptica da
formulacdo onde caracteristicas como aparéncia geral da formulacdo, coloracdo, presenca de
sinais de instabilidade como cremeacéo, precipitacdo ou separacédo de fases foram observadas.

5.4.2 Avaliacédo do pH

A determinacdo do pH foi realizada pela medida direta do pH, em potenciémetro
(DI MAMBRO & FONSECA, 2005).

5.4.3 Avaliacdo do Tamanho e indice de polidispersdo da NCT

A determinacdo do didmetro das particulas (D) e o indice de polidisperséo (PDI)
das amostras foram determinados por espectroscopia de correlagdo de fétons, utilizando um
equipamento Zetasizer Nano- ZS (Malvern Instruments®, UK).

As amostras foram preparadas diluindo-se a suspensdo de NCT a uma proporgao

de 1:100 utilizando-se &gua ultrapurificada. Medidas em triplicata foram realizadas a
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temperatura de 25 °C. O angulo de deteccdo utilizado foi de 90° (ISO 13321:1996). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo das leituras de cada amostra. O
tamanho é obtido através da emissdo de feixe de luz pelo equipamento sobre a amostra, onde
ha espalhamento da luz e sua intensidade oscila a um ritmo dependente do diametro das
particulas que constituem o sistema fluido (PATTY e FRISKEN, 2006).

O indice de polidispersdo também foi avaliado, sendo calculado pelo prdprio
aparelho, e indica o grau de homogeneidade do diametro das particulas (PATTY e FRISKEN,
2006).

5.4.4 Potencial zeta

O potencial zeta foi determinado seguindo-se o protocolo experimental
semelhante ao descrito anteriormente. Entretanto, o equipamento foi ajustado para médulo de
obtencdo de potencial de membrana. Todas as medidas foram realizadas com n estatistico
igual a 3, sendo os resultados avaliados por um teste algoritmico do préprio software da
Malvern a fim de aprovacdo e adequacdo dentro dos critérios do equipamento (MALVERN,
2004; PATTY e FRISKEN, 2006).

5.4.5 Eficiéncia de Encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulagdo foi mensurada submetendo-se aliquotas de 1,5 mL
de suspensdo de nanocapsulas de timol a centrifugacdo com rotacdo de 3000 rpm (840 X @),
durante 15 minutos em sistema de filtracdo de PTFE (Millipore®) de 10.000 ou 100.000 Da,
utilizadas para fins de comparagio (WATTANASATCHA, RENGPIPAT,
WANICHWECHARUNGRUANG, 2012; SANTOS et al., 2013). Amostras retiradas em duas
réplicas do filtrado ap0s a centrifugacdo foram analisadas em triplicata por CLAE de acordo
com a metodologia descrita anteriormente. Para a avaliacdo do teor total de timol no
nanossistema, 200 L da suspensdo de nanocapsulas foram solubilizados em acetonitrila num
volume final de 10 mL e posteriomente analisadas por CLAE-DAD. A eficiéncia de

encapsulacdo foi calculada empregando a Equagéo 07.

(Cr — Crue)

- x 100% (Eq.7)
T

EE(%) =
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Onde: EE(%) é a eficiéncia de encapsulagdo, em porcentagem; Cr é a
concentragdo total de timol na formulacdo de NC; Cyy; € a concentracdo de timol no filtrado,
equivalente ao timol livre.

5.5 Estabilidade

As nanocéapsulas obtidas foram acondicionadas em frascos de vidro incolor que
foram armazenados a temperatura ambiente de 25 + 1 °C. Foi realizada a caracterizacdo das
nanocapsulas de acordo com o item 3.4, sendo avaliadas macroscopicamente e quanto as
caracteristicas fisico-quimicas, como pH, tamanho e indice de Polidispersdo e Potencial Zeta,.
O teor de ativo foi quantificado pelo método descrito previamente. As analises foram

realizadas em 0, 30, 60 e 90 dias apds a preparacdo do nanosistema.

5.6 Perfil de liberacdo em células de franz

Os ensaios_de perfil de liberacdo foram conduzidos segundo método descrito por
Nielsen (2006). Para o ensaio, foram utilizadas células de Franz modificadas (Figura 5), com
2,5 cm? de area de difusdo através de membrana de diélise de acetato de celulose (Sigma®)
com cut-off de 12 KDa e 0,015 mm de espessura. No compartimento inferior a membrana
foram adicionados 15 mL de etanol 15% (meio receptor), mantido a 32 °C sob agitacdo
magnética. Na parte superior a membrana foi adicionado 1 mL das seguintes formulagdes:
Timol a 8 mg/mL em solucdo etandlica 75% (v/v) ou como suspensdo de NC. Amostras
contendo 0,8 mL do meio receptor foram coletadas em 1, 2, 4, 6, 12, 24 horas. A andlise do
teor de timol nas amostras foi realizado por CLAE - DAD, empregando método descrito no
item 5.1. A modelagem matemética dos modelos cinéticos foi realizada com auxilio do
Programa Scientist® versdo 3.0 da Micromath Scientific Software (Louis, Missouri USA).

5.7 Permeacdo e retencdo do timol em pele de orelha de porco com auxilio de células

de Franz

Para o estudo de permeacdo foi empregada pele de orelha de porco
dermatomizada (dermatometro modelo Nouvag®, 75 mm) e mantida sob baixas temperaturas
(-5 °C) por um periodo méaximo de 10 dias. As peles dermatomizadas foram cortadas

obtendo-se cortes com area maior que 2,5 cm2. A espessura dos cortes obtidos foi determinada
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com medidas em quintuplicata com auxilio de paquimetro em diferentes posicGes da pele
cortada.

As peles com espessura média entre 230 — 300 um e DPR < 20% foram aceitas e
empregadas na validacdo da extracdo do timol da pele e no estudo de permeacao.

O ensaio ocorreu da mesma maneira descrita no item 5.6 - Liberacdo, sendo a pele
empregada no lugar da membrana de diélise e as coletas realizadas nos tempos: 0,5; 1,0; 2,0;
3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 9,0; 12,0 e 24 h ap0s o inicio do experimento.

Apbs 24 h do ensaio de permeacéo foi realizada extracdo do timol retido na pele.
Para tanto, o excesso da formulacdo em contato com a pele foi lavado com &gua (2 aliquotas
de 1 mL) e papel absorvente foi utilizado para secar a mesma. Posteriormente, a pele foi
submetida a técnica de tape stripping (HOSMER et al., 2009; HERAI et al., 2007).Nesta
técnica, o estrato corneo (EC) é removido com auxilio de fita adesiva (Scoth 750 3M®) colada
sobre a pele e retirada rapidamente para extracdo do estrato corneo. Esta operacéo foi repetida
10 vezes. As fitas foram mergulhadas em 2 mL de etanol 40% (diluente) e submetidas a
banho de ultrassom por 5 min a temperatura ambiente em tubo de ensaio com tampa para
completa extracdo do timol. A operacdo foi repetida e as aliquotas transferidas para BV 5 mL
e 0 volume completado com etanol 40%. O timol presente na pele restante (epiderme-+derme)
foi extraido e determinado empregando método descrito no item 5.7.1 (Validacdo Extracdo do
Timol da Pele). As quantidades de timol no estrato corneo e epiderme+derme foram
determinadas por método de HPLC descrito no item 5.1 (Desenvolvimento e validacdo do

método analitico).
57.1 Validacéao da extracao de timol da pele

Nos cortes de pele com area de aproximadamente 2,5 cm2 foram adicionados 10
uL de solugdes de timol em etanol 80% (v/v) nas concentracGes de 36,0; 7,2 e 1,44 mg/mL.
Aguardou-se por 5 min para absor¢do da solucdo pela pele. A pele foi entdo cortada em
pequenos pedacos. Adicionou-se 2 mL de etanol 40% (diluente) e sonicou-se por 5 min a
temperatura ambiente em tubo de ensaio com tampa. O sobrenadante foi transferido para BV
5 mL e procedeu-se nova extracdo com 2 mL de diluente e sonicagdo por 3 min.
Combinaram-se os volumes de etanol 40% da extracdo e completou-se o volume do BV de 5
mL com o diluente. Cada concentracdo foi realizada em triplicata. Para injecdo no CLAE as

amostras foram previamente filtradas por filtro PTFE de 0.45 pm. Processo de extracdo
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similar foi utilizado empregando metanol puro como diluente de maneira a determinar o
melhor diluente de extracéo.

Para avaliacdo da especificidade do método, cortes de pele sem adicéo de timol e
extraidas conforme descrito acima foram preparadas e suas solugdes avaliadas por CLAE-
DAD.

5.8 Avaliacéo de citotoxicidade em queratindcitos

A linhagem de queratindcitos humanos (HaCaT) foi adiquirida na American Type
Culture Collection (ATCC) através do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).

O teste do MTT foi realizado em Queratinécitos humanos (5 x 10° células/mL)
foram incubados por 24 horas a 37 °C na presenca de timol (50 e 100 pg/mL), NCT (50 e 100
pug/mL), DMSO (controle/veiculo), NCB (nanocapsula branca), DMEM (células nao-tratadas)
ou Triton x-100 (0,2% - padréo citotoxico) em placa de 96 pocos e atmosfera de CO,.
Decorrido o periodo de incubacéo, 24 horas, as placas foram centrifugadas a 2000 rpm por 15
minutos a 25 °C e o sobrenadante descartado e incubada uma nova solugao (200 uL) contendo
10% de MTT, na concentracdo de 5 mg/mL, e estas células foram incubadas novamente por
mais 3 horas. Por fim, a placa foi centrifugada novamente nas mesmas condi¢des acima, 0
sobrenadante foi descartado e adicionado entdo 150 uL. de DMSO puro para a lise das células
e solubilizagdo do formazan. Neste instante, as placas foram agitadas durante 15 minutos com
auxilio de um agitador de placas. A absorvéncia foi medida em leitor de microplacas a 540
nm. Os experimentos foram realizados em quintuplicata e repetidos em trés dias diferentes. A
viabilidade celular foi expressa atraves do valor percentual onde foi considerada 100% de

viabilidade as células ndo tratadas (grupo DMEM).

5.9 Avaliacdo do potencial repelente das NCT ao mosquito Ae. aegypti em

humano

O ensaio piloto da atividade repelente das NCT em humano foi realizado
utilizando-se fémeas de Ae. aegypti inocuas, provenientes do insetario do laboratério de
Bioprospeccdo da UFC, sob a coordenagdo da Profa. Dra. Ana de Fatima Fontenele Urano
Carvalho.

Os voluntéarios apresentaram leve ou nenhuma sensibilidade a picadas de

mosquito como critério de escolha. Além disso, ndo foi permitido o uso de fragrancias durante
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0 ensaio nem fumar nas 12 horas anteriores. Os mosquitos foram criados, mantidos e testados
(em sala isolada) a 27 + 2 °C de temperatura, e um fotoperiodo de 12/12 h (luz: escuro)
(WHO, 2009).

No ensaio foi exposta uma area de 5 cm? de cada antebraco do voluntario (n=3),
sendo o antebraco direito, tratado com 500 pL de NCT, e simultaneamente o brago esquerdo
ndo tratado, usado como controle negativo. A repeléncia foi mensurada pelo percentual de
pousos ou picadas da area tratada com NCT em relacdo ao controle negativo. As avaliagdes
ocorreram em 5, 60, 120 e 180 min apos a aplicacdo das NCT, e o tempo de exposicdo aos
mosquitos foi de 3 minutos/avaliagdo (WHO, 2000; WHO 2009; GILLIJ, 2008).

5.10 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com auxilio de softwares
(GraphPad Prism, Excel etc) de acordo com a natureza do ensaio, como validacdo analitica,
ensaio bioldgico e outros. Os resultados estdo expressos como a média = EPM, DP ou DPR. A
comparacgdo entre as médias foi realizada utilizando-se o teste “t’de Student, comparagdo
entre duas médias, ou anéalise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Dunnett, como teste
post hoc. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

Na validacéo foi realizado teste F.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo envolveu a preparacdo de suspensdes de nanocapsulas de timol
(monoterpeno bioativo), que foram caracterizadas quanto aos aspectos morfolégicos e fisico-
quimicos (tamanho de particula, potencial zeta, pH, teor de ativo etc), além de avaliagdo da
permeacéo e retencdo cutanea, da seguranga in vitro e do potencial repelente de inseto (Ae.

aegypti).

6.1 Desenvolvimento e validacdo de método analitico

A deteccdo e quantificacdo de substancias bioativas em formulacBes a serem
empregadas no tratamento ou prevencdo de doencas, € essencial para o controle e garantia da
qualidade desses produtos (BRASIL, 2003). Dessa forma, inicialmente o presente estudo
envolveu a anélise cromatografica da NCT, um produto com pretensdo de uso tépico, como
repelente de inseto que é classificado como cosmético de Grau 2. Produtos com esta
classificacdo requerem comprovacdo de seguranca e/ou eficacia, bem como informacdes e
cuidados, modo e restricdes de uso (BRASIL, 2005). No presente estudo, foi desenvolvida
metodologia para quantificacdo de timol e realizada validagio avaliando-se os parametros de
especificidade, linearidade, precisao, exatidédo e robustez (BRASIL, 2003)

Estudos anteriores (LEAL et al., 2003; MORAES, 2011) do nosso laboratério
realizou analise cromatografica (CLAE-DAD) do 6leo essencial de L. sidoides (OELS) ou
timol. A metodologia empregada nesses estudos anteriores serviu como ponto de partida para
a obtencdo do método analitico utilizado no presente trabalho através da modificacdo de
alguns parametros. A otimizacdo desse método anterior propiciou alteracfes que requereram

uma validacao analitica.

6.1.1 Especificidade

A especificidade de um método analitico pode ser definida como a capacidade que
este possui de medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como
impurezas, produtos de degradacao e componentes da matriz (BRASIL, 2003).

A Figura 7 apresenta os cromatogramas obtidos no ensaio da especificidade. N&o

se verifica presenca de pico no cromatograma da NC branca na regido do tempo de retencao
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do timol (aproximadamente 7,3 min). Este resultado indica a especificidade do método
cromatografico em relagcdo aos componentes da formulacdo das NC (SHABIR, 2003; ICH,
2014).

Figura 7 - Cromatogramas em 276 nm da Nanocépsula Branca (a) e Nanocapsula de Timol
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A pureza de pico determinada por detectores de arranjo de diodos (DAD) € uma
ferramenta Gtil na deteccdo de substancias que possam estar sendo eluidas juntamente com o
analito de interesse. A andlise da pureza de pico aumenta a seguranga em relacdo as
afirmacGes sobre a especificidade de um método cromatografico e € muito Gtil durante o
desenvolvimento de métodos analiticos (MIRON et al., 2014).

A determinacdo da pureza de pico consiste na analise vetorial de espectros
extraidos de diferentes pontos de um pico cromatografico. Quanto mais similares 0s
espectros, mais proximo a zero é o angulo entre estes vetores, indicando que o pico €
espectralmente homogéneo (WATERS, 1998; SANCHEZ, 1996). E interessante que se
compare o angulo de pureza de pico com o angulo de threshold. O angulo threshold inclui a
influéncia do solvente e do ruido do detector que causam variages nos espectros coletados.
Quando o angulo de pureza é maior que o angulo de threshold significa que as mudancas nos
espectros no decorrer do pico ndo podem ser explicadas pelo ruido e efeito do solvente
restando a hipbtese de que outra substancia encontra-se coeluindo com o analito de interesse.

A Figura 8 apresenta o resultado da pureza do pico do timol na amostra NC
branca + Timol padrdo. O angulo de pureza foi de 0,172, prOXimo a zero e menor que 0
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threshold (1,020), demonstrando assim que 0 método ndo detectou a presenca de impureza no
pico do timol. Pode-se observar também que a curva de pureza (curva verde) ndo intersecta a
curva threshold (curva azul), confirmando que em nenhuma regido do pico foi detectado
impureza. Isso mostra que ndo verificou-se a presenca de impurezas coeluindo com o timol e

interferindo no seu pico, confirmando assim a especificidade do método.

Figura 8 - Grafico da pureza de pico do timol em amostra contendo farmaco+NC branca.
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6.1.2 Linearidade

A linearidade consiste na capacidade de demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra dentro de um intervalo especificado (ICH,
2014). A RE 899/03 recomenda a observacao de relacdo linear aparente apos exame visual do
gréfico e coeficiente de correlagcdo linear superior a 0,99 (BRASIL, 2003). No estudo de
linearidade, foi realizada analise dos coeficientes de determinag&o, angular e intersecéo, além
da analise dos residuos.

A anélise dos resultados do ensaio de linearidade demonstrou o aumento gradual e
proporcional do sinal do detector UV (area do pico em 276 nm) com 0 aumento da
concentracéo de timol (Figura 9).

A equacdo da reta foi calculada pelo método dos minimos quadrados e ficou

definida como y = 13115x + 5425,1, onde y € a area do pico em 276 nm e x a concentracdo de
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timol, em pg/mL. O coeficiente de determinacdo (r’) foi igual a 0,9999 indicando que
praticamente toda variacdo observada na area do pico é explicada pela variacdo na
concentracdo do timol (BRASIL, 2003; ICH, 2014).

Figura 9 - Curva de calibracdo do timol por CLAE-DAD com deteccdo em 276 nm e

respectiva equacao da reta e coeficiente de determinacédo obtidos por regressao linear.
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A anélise dos residuos é uma importante ferramenta para andlise visual e identificacdo de
tendéncias ou presenca de valores atipicos (outliers) que podem indicar desde a selecdo de
modelo pouco adequado para descricdo dos resultados até a alteracdo significativa de
parametros como coeficiente angular e intercepto (MIRON et al., 2014). A analise visual dos
residuos do ensaio de linearidade ndo detectou tendéncia na distribuicdo dos residuos nem a
presenca de valores atipicos e, por isso, os residuos foram considerados como tendo
distribuicdo normal sem a presenca de outlier (Figura 10). Este resultado indica a
adequabilidade do modelo linear proposto e a melhor predigédo para os valores de coeficiente
angular (13115) e do intercepto (5425,1).
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Figura 10 - Grafico dos residuos do ensaio de linearidade do timol por CLAE-DAD com
deteccdo em 276 nm.
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O erro padrdo residual (EPR) da curva analitica € um indicativo da precisdo dos
resultados do ensaio de linearidade. A equacéo 8 descreve a obtencdo de parametro que avalia
a precisao da regressdo linear que € obtido de maneira semelhante ao desvio padrédo relativo
(DPR), calculado no ensaio de precisdo (ERMER & PLOSS, 2005). A precisdo da regressdo
calculada com a equacdo obteve valor de 0,66% e esta de acordo com a varia¢do esperada no
ensaio de precisdo que é de até 5,0%, conforme RE 899/03 da ANVISA (BRASIL, 2003).

T (vi-ti)?

DPRpge = b+‘; X 100% = :’% x 100% Eq. 8

Onde: Yi ¢ o valor esperado; Yi € o valor obtido, b é o coeficiente angular; X é a média

da concentracdo do analito e n € o nimero de analises.

Considerando os resultados expostos 0 método analitico proposto foi considerado

linear na faixa de 1,8 a 355 ug/mL de timol.

6.1.3 Limites de Deteccdo e de Quantificacio

A Tabela 6 resume os resultados obtidos na determinacéo dos limites de detec¢éo
e de quantificacdo calculados a partir dos parametros de regressdo linear obtida com as
concentragfes mais baixas (e mais proximas aos limites de detec¢do) da curva padrdo (1,8 a

40 pg/mL). Os valores de limites de deteccdo e quantificagdo foram de 0,43 e 1,44 pg/mL,
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respectivamente. Os valores de concentracdo baixos obtidos sdo capazes de determinar a
quantidade de timol nos primeiros pontos de amostragem nos estudos de permeacgdo e

liberacdo do timol a partir de NC.

Tabela 6 - Determinacdo dos limites de detec¢do e quantificacdo do método analitico (CLAE-
DAD) para quantificagdo do timol na NCT.

Inclinacéo Intercepto R2 DPRreg DP Interecepto
13302 334 0,9998 1,60% 1910
Limite de deteccéo (ug/mL) Limite de Quantificacdo (ug/mL)
0,43 1,44

6.1.4 Precisdo

De acordo com a Tabela 5, que apresenta os resultados do ensaio de preciséo para
as NC de timol, os valores de DPR foram 2,36% para o Analista 1 e de 1,91 para o analista 2.
Tais valores foram inferiores ao limite estabelecido pela RE 899/2003,que é de 5,0%, portanto
foram considerados adequados (BRASIL, 2003). A precisdo intermediaria foi calculada
através da obtencdo do desvio padréo relativo (DPR%) considerando as determinacdes obtidas
pelos dois analistas (n = 12). O valor de 2,39% foi considerado satisfatério demonstrando que
analistas diferentes conseguem determinar o teor de timol nas formulacGes de NCT com
minimo desvio. O teste F compara a variancia de dois conjuntos de dados e foi utilizado para
avaliacdo estatistica dos resultados de precisdo. O valor de probabilidade (p) calculado foi de
0,311, ou seja, bem superior ao valor estabelecido para o teste de hipoteses (o = 0.05). Assim,
pode-se afirmar que ndo se verificou diferenca significativa entre as variancias dos resultados

dos dois analistas, confirmando a precisdo do método analitico proposto.
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Tabela 7 - Avaliacdo da precisdéo do método (CLAE-DAD) para dererminacdo do teor do
timol na NCT (276 nm).

Analista 1 Analista 2
6,93 7,11
6,96 6,88
Concentracéo de timol nas 6,86 6,73
nanocapsulas (mg/mL) 7,18 6,98
7,28 6,84
7,17 6,86
Media (mg/mL) 7,06 6,90
DPR 2,36% 1,91%
Média Geral (mg/mL) 6,98
DPR 2,39%
Variancias 0,0278 0,0174
Valor de p (Teste F) 0,311
Repetibilidade de Injecdo 0,66% 0,15%

A repetibilidade de injecdo é uma medida da precisdo dos resultados gerados pelo
sistema cromatografico. Cada amostra do ensaio de precisdo foi injetada em duplicata. Nestas
condicdes, pode-se determinar a repetibilidade de inje¢cdo com a equacdo 9 (ERMER, 2001).
Os valores de repetibilidade de injecdo obtidos foram 0,66 e 0,15% e foram considerados
satisfatorios, uma vez que a Farmacopéia Européia estabelece valor limite de 0,73% para
condicbes semelhantes (European Pharmacopeia, 2013). E importante ressaltar que os baixos
valores de repetibilidade de injecdo determinam baixa influencia deste parametro na variacédo
total do experimento que é estabelecido pelo ensaio de precisdo. Isso indica que a injecdo em
triplicata de cada amostra ndo melhora de forma significativa a variacdo dos resultados
obtidos quando a repetibilidade de injecéo ja é baixa, ou seja, DPR < 5,0%. Assim, 0 uso de
duplicatas de injecdo, em vez de triplicatas, na anélise de amostras de timol pode ser
considerado adequado levando a reducdo no tempo de uso do equipamento e também dos

solventes e reagentes empregados na preparacao da fase movel.

z?zl(y,n— Y,r2)2
RepInj(%) = ¥————— x 100% Eq 9
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Onde Y,r1eY,r2 sdo as respostas observadas pela mesma amostra para as injecdes r; e

ry, respectivamente.

A Tabela 8 resume os resultados do ensaio de exatiddo. Nas concentragdes mais
altas (345 - 350 pg/mL) de timol a exatiddo foi proxima a 100% com precisdo adequada (DPR
< 5.0%). Para concentracdo mais baixa (aproximadamente 1,8 pug/mL), proxima ao limite de
quantificacdo inferior, o valor de recuperacdo foi de 85,5% com preciséo de 10,2%. A
concentragdo de 1,8 pg/mL serd empregada somente nos estudos de permeagdo pela pele e a
RE 899/03 estabelece faixas de aceitacdo entre 80 — 120% para ensaios bioanaliticos com
variacdo (DPR) de até 20% para concentraces proximas ao limite de quantificacdo inferior.
Assim, pode-se considerar que 0 método é exato no intervalo linear e resultados com maior
variacdo e menor exatiddo sdo esperados para concentracdes proximas ao limite de

quantificacéo inferior.

Tabela 8 - Avaliacdo da exatiddo do método (CLAE-DAD) para determinacdo do teor de
timol na NCT.

Conc.
Regido da curva Conc. Teorica _ Recuperacao o
_ Experimental Meédia(%0) DPR(%0)
de calibracéo (ng/mL) (%)
(Hg/mL)
347,9 355,8 102,3
Alta 345,5 357,0 101,9 101,8 0,54
350,0 354,1 101,2
145,0 146,7 101,2
Média 149,3 150,2 100,6 100,4 0,86
151,2 150,4 99,5
1,86 1,40 75,4
Baixa 1,85 1,68 90,6 85,5 10,2

1,83 1,65 90,4
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6.1.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada atraves de variacbes deliberadas nos fatores
considerados criticos para quantificacdo do timol — pH da fase movel, composicdo da fase
movel, temperatura do forno, fluxo e comprimento de onda. Os fatores e niveis estudados para

a realizacdo do estudo de robustez estéo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Fatores e niveis estudados no ensaio de robustez do método (CLAE-DAD) para

determinacéo do teor de timol em timol em NC.

. o Nivel Nivel

Fatores Nominal Limites Estudado (-) estudado (+)
pH 4.0 0.5 3.5 4.5
Acetonitrila na fase mével (%) 60 2 58 62
Temperatura do forno (°C) 32 5 27 37
Fluxo (mL/min) 1.2 0.1 1.1 1.3
Comprimento onda (hm) 276 2 274 278

Os fatores foram avaliados utilizando desenho fatorial fracionado — Placket-Burman —
para 11 fatores e 12 experimentos. Foram incluidos 6 fatores “dummy” para completar o
experimento que também podem ser utilizados para estimar o erro do experimento, conforme
descrito por Heyden e colaboradores (2001) e aplicado por Paim e colaboradores (2008).

A Tabela 10 apresenta os resultados do ensaio de robustez. Os valores de
probabilidade (p) foram maiores que o valor critico estabelecido (0=0,05) e, por isso, pode-se
considerar que nenhum dos fatores avaliados (fase mével, temperatura do forno, pH da fase
movel, fluxo e comprimento de onda) afetou de forma significativa a quantificacdo do timol
em NC. Além disso, o baixo valor de DPR (0,70%) foi condizente com a variabilidade obtida
nos estudos de precisdo. Assim, pode-se considerar o método robusto em relacdo aos fatores
avaliados.
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Tabela 10 - Avaliacdo da robustez do método (CLAE-DAD) para determinacdo do teor de
timol em timol em NC.

Conc timol
Exp n° D1 D2 FO Temp D3 D4 D5 PH Fluxo Comp D6 (mg/mL)
1 (+) ) ) ) ) " 0 Q] Q] ) ) 7,288

¢ ® ® ¢ O I GO I O N O 6 6 @ 7,404
*) O *) B ®® @ ¢ ¢ ¢ 7,390
©) ® 0 *) GO NN © B C N O *) 6 ¢ 1,332
¢ 6 ® ¢ GO I Co B © N O *) ®» (< 7421
¢ IO *) G ®® 0 *) ® » 1,363
*) OO “) ®» 0 ®® ¢ ®» #7414
*) ® 0 ¢ G ® 0 ™ *) 60 = 17410
®  ®»® ) GO0 ® 0 *) ®» < 7,380
10 G ®® ) OO RO BN ©) ® © 7,400
11 ) O G ) @ 0 60 6 +) 0 @ 1424
12 ) IO ) OO O NG ) () () 7465

oo ~No ok wnN

Efeito(+) 7,39 7,38 740 737 738 739 738 740 7,40 738 741 7,396*
Efeito () 7,40 741 739 743 741 740 741 739 739 741 7,38 0,696**

Efeito 000 -003 o001 -006 -003 -0,01 -003 0,02 0,01 -0,04 0,03

Erro 0,0268
tcalc= 0,536 -2,225 0,643 0,188 -1,356
p= 0,611 0,068 0,544 0,857 0,224

* media dos resultados; ** desvio padrao relativo dos resultados.
6.2 Preparacdo e caracterizacdo de nanocapsulas de timol (NCT)

A caracterizacdo de um nanosistema é imprescindivel em todas as etapas, desde
seu desenvolvimento, producdo, armazenamento e como monitoramento da estabilidade do
produto. Dentre as caracteristicas de maior relevancia e que podem servir como parametro de
qualidade da formulacdo obtida estdo o aspecto macroscopico, morfologico, tamanho e
distribuicdo de tamanho da particula, potencial zeta, pH das suspensdes, taxa de associacao e
da forma de associa¢do do farmaco e cinética de liberacdo do farmaco (ZAMPIERI, 2009).
Tais parametros podem sofrer alteracfes tais como reagdes quimicas e fisicas, por exemplo,
alteracfes no tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas, agregagdo das nanoparticulas
no meio, formacdo de precipitados, oxidacdo e hidrélise desencadeadas muitas vezes pela
qualidade dos insumos utilizados, metodologia e aparelhagem utilizada ou até mesmo por
fatores ambientais (SCHAFFAZICK et al., 2003).

No presente trabalho, foram avaliados pH, tamanho de particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta, teor por CLAE e eficiéncia de encapsulagdo utilizando a

metodologia de ultracentrifugacdo. A formulagdo de NCT foi preparada, independentemente,
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por duas vezes para avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas durante o estudo de
estabilidade (n = 2) e foram identificadas como NCTrl e NCTr2.

As amostras de nanocapsulas obtidas apresentaram-se brancas, opacas e com
aspecto leitoso. Estas propriedades visuais sdo caracteristicas das suspensdes de nanocapsulas
com concentracdo elevada de fase oleosa (SILVEIRA, 2015).

A determinacdo e o controle do pH de formulagfes cosméticas de uso topico tem
papel importante, pois o pH sofre influencia do tipo e solubilidade da substancia ativa na fase
externa. Além disso, a estabilidade dos componentes da formulacdo pode ser pH-dependente.
As suspensBes de nanocapsulas devem ser, preferencialmente, de pH ligeiramente &cido, o
que corresponde ao pH fisioldgico da pele. Essa condigdo propicia a pele protecdo contra
bactérias e fungos (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002; POLETTO et al., 2011).

Os valores de pH obtidos por leitura direta das nanocapsulas foram de 3,70 e 3,56
para NCTrl e NCTr2, respectivamente. Este pH &cido € levemente inferior ao pH fisioldgico
da pele reportado como sendo de 4,0 a 6,0 (LAMBERS et al., 2006). Estes valores de pH
pode ser justificado pela presenca de substancias de carater acido na formulacéo, incluindo o
acido caprilico e o polimero PLGA.

As duas amostras da formulacdo apresentaram didmetro médio de particula de
147,7 e 145,8 nm e encontram-se dentro da média de tamanho obtido pelo método de
nanoprecipitacdo (100 e 300 nm) (SCHAFFAZICK et al., 2003). Os valores de PDI
encontrados para as duas réplicas de NCT foram 0,16 e 0,18. O PDI € uma medida da
dispersdo do tamanho de particula e resultados inferiores a 0,2 sdo considerados adequados
enquanto que valores acima deste aumentam o erro na estimativa do didmetro medio da
particula, sendo que para PDI > 0,5 o equipamento perde o poder de determinacdo do
diametro médio (MALVERN, 2004). Dessa forma, o didametro médio das NCT encontrado foi
dentro do esperado, considerando o método apropriado, cumprindo aos preceitos de um
nanossistema, com uma estreita faixa de variacdo quanto ao diametro (Figura 11). Ademais,
os resultados de didametro e PDI proximos para duplicata indicam que o método de obtencao

das NCT é reprodutivel em relagdo aos parametros citados.
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Figura 11 - Gréfico de Diametro e PDI das NCT
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Os valores do potencial zeta, que reflete a carga de superficie das nanoparticulas,
apresentaram valores médios de -28,97 e -26,70 mV (Tabela 11). O potencial zeta é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante e grandes forcas repulsivas
tendem a evitar a agregacdo em funcdo das colisdes entre nanoparticulas proximas. Valores
proximos a + 30 mV sdo importantes para uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo
coloidal, ja que grandes forcas repulsivas previnem a agregacdo das particulas (LEGRAND,
1999). O valor de potencial zeta da formulacdo em torno de -30 mV é tipicamente observado
para estes tipos de sistema e devido, principalmente, a carga de superficie da nanoparticula
gerada pelo polimero &cido PLGA. Resultado semelhante foi encontrado por MELO e
colaboradores (2009), em nanocapsulas de benzocaina com o polimero PLGA
(SHAFFAZICK et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2005).

Tabela 11 - Medida de diametro de particula, PDI e potencial zeta da NCT no estudo de
estabilidade no tempo zero. Resultados expressos como a média + DP para n=3.

Formulacéo Diametro (nm) PDI (nm) Potencial zeta (mV)
NCTrl 1477+ 1,21 0,187 £ 0,027 -28,97 + 1,62
NCTr2 145,8 + 0,68 0,166 £ 0,019 -26,70 + 3,22

NCTrl - 2: Nanocéapsula de timol réplica 1 e 2, respectivamente.

Na Tabela 12 e Tabela 13 estdo descritos o teor de timol nas nanocapsulas,
determinado por CLAE-DAD e os dado relacionados a eficiéncia de encapsulagéo,
respectivamete. Os filtros de 10 KDa e 100 KDa tiveram resultados semelhantes para

eficiéncia de encapsulagdo com diferenca de 0,78%. Filtros de 10 KDa tem sido extensamente
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utilizados para a determinagdo deste pardmetro em publicagcbes que realizam o ensaio de
ultracentrifugacdo. Santos e colaboradores (2013) realizaram o ensaio com metodologia
semelhante a do presente trabalho utilizando filtros de 10 KDa para determinar a eficiéncia de
encapsulacdo de nanocapsulas de clotrimazol com tamanho meédio de 150 nm. Os autores
encontraram eficiéncia de encapsulagdo maior do que 99,9%, que foi associada a elevada
lipofilicidade da droga que impede a sua particdo na fase aquosa. O timol também apresenta
alta lipofilia e provavelmente pelo mesmo motivo mostrou alta eficiéncia de encapsulacgéo,
com média de 98,43 + 0,10%.

Tabela 12 - Teor de timol das nanocépsulas .
Média  DPR Rendimento (%)

NCTrl 0,85 5,23%  85,39%

NCTr2 0,91 5,93% 91,13%

Tabela 13 - Eficiéncia de encapsulacdo para formulagéo de nanocépsulas de timol.

Concentragéo no Eficiéncia de

Timol NC filtrado (mg/mL) Encapsulacéo (%)
(mg/mL) 10 KDa 100 KDa 10 KDa 100 KDa

7996 120,02 165,66 98,35 97,73

’ 109,41 170,58 98,50 97,66

Média 114,71 168,12 98,43 97,70
DPR (%) 6,54% 2,07% 0,10% 0,05%
Media de 1,45 223
timol livre

Os resultados representam a média + desvio padré&o.

Wattanasatcha e colaboradores (2012) utilizaram sistema de filtragéo de 100 KDa
para nanoesferas de timol com tamanho médio de 420 + 118,6 nm e obtiveram 77% de
eficiéncia de encapsulacdo. Diante do exposto, pode ser observado que o estudo de eficiéncia
de encapsulacdode nanossistema para ultracentrifugacéo tem envolvido o emprego tanto de

filtros de 10 KDa quanto de 100 KDa. No presente estudo, o ensaio realizado com o sistema
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de filtracdo de 100 KDa teve intuito de verificar uma possivel intercambiabilidade dos dois
tipos (WATTANASATCHA, 2012) e verificando-se o resultado obtido de 97,70 = 0,05%,
representando uma diferenca de 0,78%, pode-se inferir que é possivel realizar o ensaio de
eficiéncia de encapsulacdo atraves da ultracentrifugacdo utilizando-se o sistema de filltragdo
de 100 KDa para particulas com esse tamanho médio.

Outra maneira de escolher o sistema de filtracdo seria relacionando-se o tamanho
das particulas do nanosistema com a porosidade do filtro. Tal relacdo ndo seria tdo simples de
se realizar ja que os filtros encontrados especificam a porosidade por Dalton, unidade de
massa molar para proteinas esféricas, enquanto que na caracterizacdo das nanocéapsulas,
obtem-se o didmetro das particulas como medida de tamanho (nm). Para realizar tal
conversdo, também se faz necessario ter dados de densidade dos constituintes da nanocapsula,
0 que dificulta ainda mais, por conta de ser uma matriz complexa, com mistura de polimero,
triglicérideos e o timol. Erickson (2009) descreve a equacdo de interconversao, para particulas
esféricas, de medida de volume (em nm) e massa (em KDa).

1021
Onde: V é o volume em nm*; 10! é o fator de conversdo de cm® para nm?; p é a densidade da
particula em g/cm?; 6,03.102° é o nimero de avogrado e converte a massa para particula;

1.000 é o fator de conversdo de KDa para Da; M é a massa em KDa da particula em anélise.

Sendo a relacéo de volume (V) e diametro (d) estabelecido por:

=2r(%3 —2x2¥
V—3n(2) -d=2X py (Eq. 11)

A titulo de célculo a densidade da particula foi considerada 1,0 g/cm®, pois trata-
se de um valor préximo ao componente oleoso do nucleo da nanocépsula (&cido caprilico
como &cidos graxos de cadeia média — densidade aproximada de 0,95 g/cm®) e do polimero
PLGA (1,3 gicm®).

A Tabela 14 resume as relacdes de diametro e volume de particula com o cut-off
dos filtros utilizados na eficiéncia de encapsulacdo empregando as equacdes descritas
anteriormente (Eq. 10 e 11). O filtro com cut-off de 10 KDa deve reter particulas com
didmetro maior que 3,2 nm, enquanto que o filtro de 100 KDa retém particulas maiores que

6,8. A Figura 11 (Grafico do tamanho de particula) a presenta a distribuicdo do tamanho de
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particula das NCT e pode-se observar que ndo se verifica a presenca significativa de
particulas com didmetro menor que 20 nm. Assim, o valor de timol encontrado no filtrao deve

ser uma boa estimativa da concentracdo de timol livre na formalacdo de NCT.

Tabela 14 - Relagdo de diametro e volume de particula com o cut-off dos filtros utilizados na

eficiéncia de encapsulagéo.

Cut-off do filtro (KDa) Volume da particula (nm?®) Diametro da particular (nm)

10 16,6 3,2
100 165,8 6,8

A partir dos resultados facilmente se obtém os valores de timol livre nas NC que
foram 1,45 e 2,33% para filtro de 10 KDa e 100 KDa, respectivamente. O valor de eficiéncia
de encapsulacdo do filtro de 10 KDa foi utilizado, quando necessario, no decorrer o presente
trabalho.

6.3 Estudo da estabilidade das NCT

Estudos de estabilidade sdo essenciais para a avaliacdo das caracteristicas fisico-
quimicas da formulacédo pelo periodo e condicdes de estocagem do produto. (SCHAFFAZICK
et al., 2003 ABDELWAHED et al., 2006). Diante do exposto, foi realizado um estudo de
estabilidade (0, 30, 60 e 90 dias) para a NCTrl e NCTr2. Foram avaliados os seguintes
parametros: avaliagcdo macroscopica, tamanho de particula, indice de polidispersdo, potencial

zeta, concentracdo do farmaco, pH e teor de timol.

Para obtencdo de informagdes relevantes sobre a estabilidade de suspensoes
nanocapsulas pode-se realizar leitura do pH em funcdo do tempo e modifica¢fes nos valores
desse pardmetro podem ser indicativas de algum tipo de degradacdo do polimero e/ou de
algum outro componente da formulacdo (GUTERRES et al., 1995; SCHAFFAZICK et al.,
2003). O pH manteve-se praticamente constante durante os 90 dias de estudo de estabilidade,
variando de 3,63 (tempo zero) para 3,57 (90 dias) (Tabela 15). Este resultado sugere
estabilidade dos constituintes da NCT com manutencdo da acidez do meio propiciado por

constituintes como o PLGA e acido caprilico.

A medida do didmetro das particulas tem sido um importante parametro para o

estudo da estabilidade de sistemas nanoparticulados, uma vez que a deposi¢do de polimero
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pré-formado conduz a diminuigdo de tamanho de particula em relagdo as emulsdes devido a
um efeito estabilizador do polimero ao redor das goticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Além disso, 0 monitoramento do tamanho pode revelar tendéncia a agregacao e sedimentacéo
das nanoparticulas dispersas em funcdo do tempo (CALVO, 1996; MOLPECERES, 1997).
Em relagdo ao didmetro das particulas das NCT, manteve-se estavel até o 60° dia de estudo
(didmtero de 144,7 + 1,5), porém houve um acréscimo no 90° dia, 172,6 = 1,1 nm, esse
aumento estd possivelmente relacionado a uma tendéncia a agregacdo ou sedimentacéo,
conforme observado por MULLER-GOYMANN (2004). Porém, o indice de polidispersdo
manteve-se estavel com valores variando de 0,176 + 0,024 a 0,182 + 0,010, estando portanto
dentro da faixa aceitavel, ou seja, inferior a 0,2 (ALVES, 2007).

Analies do potencial zeta durante o periodo de estudo (0, 30, 60 e 90 dias)
revelaram que a carga negativa foi mantida com oscilagdes nos valores (27,83 = 2,60 a -23,47
+ 1,70), com decréscimo da ordem de 4,5 a 21,7%. Alteracdes no referido parametro podem
indicar mudancas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio
aquoso de dispersao. Além disso, pode-se relacionar alteracdes no potencial zeta a associacao
do farmaco as nanoparticulas, como, por exemplo, foi demonstrado por Alonso e
colaboradores (1990), os quais verificaram que 0 aumento da taxa de associacdo do farmaco
em estudo (sulfato de amicacina) estava relacionado a diminuicdo em maodulo do potencial
zeta das nanoparticulas, sendo sugerido pelos autores a ocorréncia de interacdo eletrostatica
entre o farmaco e o polimero (policianoacrilato de butila). Dessa forma, as oscilacfes nos
valores do potencial zeta podem explicar, pelo menos em parte, 0 aumento no diametro das
particulas observado durante o estudo da estabilidade, porém estudos adicionais séo

necessarios.
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Tabela 15 - Estudo de estabilidade da NCT: caracterizacdo quanto ao didmetro (D), indice de

polidisperséo (PDI), potencial zeta (PZ), teor e pH.

Dia D(nmzzDP) PDI(xDP) PZ (£ DP) Teor (x DP) pH
1 146,8+1,3 0,176 +0,024 -27,83+2,60 100,0% 3,63

30 143,0+15 0,154 +0,007 -21,77 +3,43 86,1% 3,86
60 144;7+15 0,154 +0,013 -26,57 +1,38 80,5% 3,64
90 1726+1,1 0,182+0,010 -23,47+1,70 81,9% 3,57

Resultados expressos como média + desvio padrdo para n =2.

O teor do timol nas nanocapsulas apresentou um decréscimo no 30° dia de estudo,
aproximadamente 14%, porém p6de-se considerar estavel nos demais dias de estudo, com teor
médio minimo de 80,5%. Este perfil de degradacdo pode ser justificado pela presenca de
equilibrio entre o timol e seu produto de degradacdo através da interconversdo destas
espécies. Contudo, a analise cromatografica ndo detectou a presenca de pico adicional. Desta
forma, uma segunda hipdtese pode ser levantada. A estabilizacdo na queda do teor de timol
pode ser devida a diferentes formas de associa¢do do timol com a nanoparticula. Uma parte
do timol (aproximadamente 20%) estaria facilmente em equilibrio com o contetdo de timol
no meio aquoso, ou seja, ligado fracamente na superficie da particula e a perda de teor pode
ter ocorrido por evaporacdo (LI et al., 2012). O restante do timol pode estar fortemente ligado

ao conteudo oleoso da nanoparticula e seu conteudo ser de dificil perda por evaporacao.
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6.4 Solubilidade

Os resultados do ensaio da solubilidade do timol em diferentes diluentes
encontram-se resumidos na Tabela 16. A agua apresentou baixa solubilidade e foi 0 meio em
que o timol apresentou menor solubilidade. O aumento da porcentagem de etanol causou
aumento na solubilidade do timol. O meio dissolutor contendo 15% de etanol apresentou, em
média, mais de sete vezes a concentracdo de timol encontrada na agua. O etanol 30% teve

solubilidade 1,49 vezes (aumento de 49%) maior que a solubilidade do etanol 15%.

Tabela 16 - Solubilidade da timol a 32 °C em diferentes meios de dissolugéo.

Solubilidade a 32 °C (mcg/mL)

Agua EtOH 15%  EtOH 30%

Repeticéo 1 282,5 2042,3 3061,1
Repeticao 2 317,6 2560,6 4719,9
Repeticéo 3 508,7 3568,2 4546,7
Repeticao 4 A77,7 3178,0 4536,9
Média 396,6 2837,3 4216,1

DP 113,2 673,0 774,6

DPR 28,5% 23,7% 18,4%

Classificacdo™ Muito pouco solivel  Pouco solivel Pouco Soluvel

Sink (ug/mL)** 59,5 425,6 632,4

* Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010);
** Condicdo sink — neste caso considerado como sendo a concentracdo de farmaco
equivalente a 15% do valor da solubilidade.

A condicdo sink, em relagdo a solubilidade, pode ser definida como a garantia que
a concentracdo do meio ndo exceda 10-20% da concentracdo de saturacdo do farmaco e é
importante para garantir que a transferéncia de massa nédo seja significativamente influenciada
pela difusdo do farmaco para o meio receptor (FIP, 1981; ALLEN et al., 2011). Meios
receptores de estudos de liberacdo e permeacdo empregam, preferencialmente, diluentes
aquosos. Em casos de baixa solubilidade do farmaco solventes organicos podem ser
adicionados para aumentar a solubilidade.

Considerando a concentragdo maxima de timol de 400 pg/mL, calculada a partir
da Equacdo 12, observou-se que ndo podera ser usada agua como meio receptor, pois
condigdo sink ndo seria garantida. O etanol 15% garante as condi¢cdes de solubilidade
estimadas para condicdo sink e foi escolhido como meio receptor nos estudos de permeacéo e
liberacdo por célula de Franz em detrimento do etanol 30%. De maneira geral, é

recomendado o uso do menor percentual de solvente organico como meio receptor para que as



66

condicBes fisico-quimicas do ensaio sejam as mais proximas possiveis dos sistemas

bioldgicos.

_ VEXCrxfp (Eq. 12)

Cméx VR
6.5 Liberacéo

O ensaio de liberagdo teve finalidade de verificar se a formulacdo é capaz de
liberar a substancia ativa e a quantidade liberada em um intervalo de tempo, de modo a
caracterizar o sistema quanto ao modelo cinético de liberacdo. O estudo foi conduzido com
solucdo etandlica a 15% como meio receptor, definida no ensaio de solubilidade, por ser
capaz de solubilizar o ativo em concentracdo superior & maior concentracdo possivel (400
png/mL) no ensaio de liberacdo e permeacdo in vitro, critério adotado com base em estudo
anterior (NIELSEN, 2006) .

A Tabela 17 resume os resultados da difusdo das formulacfes de timol através da
membrana de acetato de celulose pela expressdao do fluxo de massa por centimetro quadrado
por tempo. A solucéo de timol teve maior fluxo que a formulagédo de NC (Figura 12).

Tabela 17 - Difusdo para ensaio de liberacdo de timol através de membrana de dialise.

Fluxo médio (pg/cm?)* DP do fluxo(pg/cm?)*

Tempo (h) timol NCT timol NCT
1 74,9 28,2 10,7 15,5

2 175,3 62,6 33,7 30,5

4 4228 117,9 77,6 56,7

6 680,2 158,8 89,4 85,7

12 1302,1 288,0 62,1 142,2

24 2270,2 532,2 275,4 219,2

*média dos resultados para n=3

Para a comparacédo das formulacdes em um determinado tempo, seria interessante
através dos valores de D (coeficiente de difusdo) e K (coeficiente de particdo) destas
formulacbes, porém ndo foi possivel a determinacdo desses valores. Contudo, para essa
comparagdo e valores, é possivel associar tais variaveis e determinar o coeficiente de
permeabilidade (P) a partir dos resultados de fluxo (J) com base na primeira e segunda Lei de

Fick como demonstrado a seguir (Equacéo 13).
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dM _ | DKCp

el ] = —hB dt (Eq 13 a)

P=DK=a® (Eq.13b)
Cp

Onde: M ¢ a massa permeada, em pg; t ¢ o tempo, em hora; D é o coeficiente de difusdo
efetivo do farmaco através da barreira (neste caso membrana de dialise), K é o coeficiente de
particdo do farmaco entre a barreira e a formulacdo; hg é a espessura da barreira, em cm; A é
a érea efetiva de permeagdo, em cm? Cp é a concentracdo de farmaco no compartimento

doador; Cr é a concentracdo de f&rmaco no compartimento receptor.

Figura 12 - Fluxo em fun¢édo do tempo para liberacdo do timol em solucdo e em NC através
de membrana de dilise.
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A Eg. 13 permite que seja encontrado o valor do coeficiente de permeabilidade
(P) para as formulagdes utilizando o coeficiente angular obtido pelo grafico de fluxo em
funcdo do tempo, da espessura da membrana e da concentragdo no compartimento doador. A
Tabela 18 apresenta os resultados do timol atraves de membrana de dialise obtidos com o
emprego da Eq. 13, tornando possivel a comparacio entre as formulagdes. E possivel obervar
que a solucdo etandlica de timol apresentou P, em média, trés vezes maior que o timol
nanoencapsulado, com valores de 1,40x10® e 4,56x10% cm2h, respectivamente. Pode-se
relacionar a diferenca no perfil de liberacdo das duas formulacGes ao controle exercido pelas
nanocapsulas sobre a liberacéo de ativo. O timol quantificado no compartimento doador para

a formulacdo de timol em NC provavelmente trata-se da forma ndo associada as
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nanoparticulas que, de acordo com os resultados da eficiéncia de encapsulacdo, é de
aproximadamente 1,5% do total de ativo na formulagdo de nanocépsulas. Pode-se inferir que
essa quantidade de timol ndo associado foi mantida pelas NC, liberando gradativamente timol
para 0 meio aquoso, assim houve timol suficiente para ser liberado ao compartimento receptor
durante todo o experimento. Desta forma, ndo foi obervado ponto de inflexdo na curva de
liberacdo da nanocépsula, ou seja, a reserva de timol disponivel foi mantida e ndo permitiu

que houvesse uma mudanca no equilibrio da difuséo.

Tabela 18 - Valores do coeficiente de permeabilidade no estudo da liberacdo das formulacGes

de timol.
Timol NCT
1,51x10% 2.56x10™%
P (cm?/h) 1,44x10™% 4,63x10°%
1,24x10°% 6,48x10™%
Média 1,40x10™ 4,56x10™%
DP 1,44x107 1,96x107
DPR (%) 10,3% 43,1%

A cinética de liberacdo de um farmaco pode ser definida como mono ou
biexponencial. A Tabela 18 apresenta os valores dos parametros para os modelos mono e
biexponencial obtidos a partir da modelagem dos resultados da liberagdo da solucéo de timol
e das NC. Os valores de r* proximos a 1 indicam excelente ajuste dos dados aos modelos
mono e biexponencial. O Critério de Selecdo de Modelo (MSC) é uma medida normalizada
que relaciona o coeficiente de determinacdo e o nimero de parametros empregados para
ajustar o modelo. Quando se comparam dois modelos com numero diferente de parametros
descritivos aquele com maior valor de MSC deve ser escolhido por maximizar a informacao
contida no modelo (MICROMATH, 2015). Assim, ambas as formulacdes foram mais bem
descritas pelo modelo cinético de liberagdo monoexponencial. Este resultado demonstra que
se verificou somente uma constante de liberacdo, indicando que a liberagéo do timol a partir
das NC foi relativamente rapida em relacéo a sua difusdo através da membrana de acetato de
celulose, ou seja, a passagem pela membrana foi o passo limitante da liberacdo e a
concentracdo livre de timol foi mantida aproximadamente constante na formulacdo devido a

rapida liberacdo do farmaco a partir das NC.
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Tabela 19 - Resultados da analise da cinética de liberacdo do timol pelos modelos mono e

biexponencial.

Monoexponencial Biexponencial

Timol NCT Timol NCT
A 152,79 44,72 107,05 24,23
Kou K; 54,04 48,09 67 43,39
B 52,28 13,07
K, 42,48 30,97
r? 0,99902 0,99936 0,99902 0,99904
Erro
Padréo 1,029 0,269 1,459 0,466
MSC 5,496 5,832 4,825 4,761

A Figura 13 apresenta os resultados da liberacdo ajustados ao modelo
monoexponencial e se verifica maior liberacdo de timol a partir da solu¢cdo do que das NC.
Pode-se afirmar que houve controle da liberacdo do farmaco pela nanocapsula, chegando a no
méaximo 17,6% da dose liberada em 24 horas de ensaio. Ja a solucéo etandlica de timol teve
um perfil de liberagdo maior, chegando a 53,8% da dose liberada em 24h. Esse controle na
liberacdo por parte do nanossistema pode ter impacto na atividade bioldgica do produto,
podendo ser relacionado a atividade bioldgica que, no caso deste trabaho, é a repeléncia
contra Ae. aegypti. Dependendo do impacto que esse controle da liberacdo tenha sobre o
efeito desejado do produto, possa indicar a necessidade de uma otimizagéo do produto.

A lei das poténcias é uma equacdo simples e compreensiva, proposta por
Korsmeyer e colaboradores (1983), que descreve a liberacdo de farmacos por sistemas
poliméricos (Eq. 13) (SIEPMANN & PEPPAS, 2001; COSTA & LOBO, 2001). A Tabela 20
resume os resultados obtidos da modelagem, com auxilio do programa Scientist®, dos
resultados de liberacdo do timol NC através da membrana de acetato de celulose. A solugédo
de timol apresentou valor de n de 0,907 com intervalo de confianca de 95% (0,801-1,006) que
engloba o valor 1,00. Como se verifica facilmente, quando n é igual a unidade a Eqg. 16
descreve modelo cinético de ordem zero, quando a quantidade liberada de farmaco independe
da concentragdo. Como a concentragdo de timol livre na solugdo é extremamente alta (> 10
mg/mL) e varia pouco nas 24 h do ensaio, pode-se assumir que a liberagdo do timol a partir da
solucdo etandlica segue modelo de ordem zero, ou seja, a mesma quantidade de farmaco por

unidade de area permeia a cada intervalo de tempo.
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Figura 13 - Ajuste do modelo monoexponencial aos resultados da liberagdo do timol através
de membrana de acetato de celulose.
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O mecanismo de liberacdo do timol NC pode ser classificado como "Case II-
transport”, pois o n calculado foi de 0,866 (0.838-0.894), muito proximo ao estabelecido para
esferas (n = 0,85 descrito por SIEPMANN, PEPPAS, 2001) que apresentam o referido
mecanismo. No mecanismo "case Il- transport” ha uma reducdo da temperatura de transicéo
vitrea do polimero, devido a presenca de agua que age como plastificante, e um aumento da
mobilidade e do volume de expansdo do polimero de revestimento da NC permitindo que o
farmaco seja liberado (SIEPMANN, PEPPAS, 2001).

Tabela 20 - Resultados da modelagem da liberagdo da solucéo de timol e timol NC através de
membrana de acetato de celulose.

Parametro Solucéo de timol Timol NC

K (1Cgs00) 3,096 (2,201-3,999) 1,119 (1,028-1,210)
N (1Cos0) 0,907 (0,801-1,006) 0,866 (0,838-0,894)
r? 0,9980 0,9998

Onde ICgsq € 0 intervalo de confianca de 95%.
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A validacdo da extracdo do ativo foi uma etapa necessaria para assegurar a
inexisténcia de interferéncias dos constituintes da membrana bioldgica na detec¢do e
quantificacdo de timol empregando o método (CLAE-DAD) desenvolvido e validado no
presente estudo.

A

Figura 14 apresenta os cromatogramas da extracao realizada com a pele de orelha
de porco isoladamente e da pele adicionada de timol. N&o foi verificada a presenca de pico no
tempo de retencdo do timol no cromatograma da pele de orelha de porco demonstrando que o
método é especifico. Ainda na

Figura 14 podem ser observados o cromatograma das NCT, com detecgdo do
monoterpeno (Tr: 8,1 min), e avaliacdo da pureza do pico do timol. Nesse ensaio o angulo de
pureza apresentou valor de 0,323, menor que 2,5°, e a curva "threshold” ndo intercepta a
curva de pureza, comprovando assim a inexisténcia de impurezas no pico do timol, o que
ratifica a especificidade do método.

Para a andlise do grau de recuperacdo do processo de extracdo do timol a partir da
pele da orelha do porco, foi realizado um estudo comparativo utilizando dois solventes
extratores, metanol e etanol a 40% em &gua. Os resultados obtidos nesse estudo, estdo
relacionados na Tabela 21, onde pode ser observado que a extragdo do timol da pele da orelha
do porco com metanol produziu um percentual de recuperacdo média inferior (71,4 %; DPR:
11 %) em relacdo ao EtOH a 40% em &agua (90,9 %; DPR: 6,3 %).
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Figura 14 - Cromatogramas (CLAE-DAD) em 276 nm. (a) Extrato da pele de orelha de porco

na auséncia (a) e na presenca do timol (b).
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Tabela 21 - Avaliacdo da recuperacdo do timol em extrato da pele de orelha de porco.

Etanol 40% Metanol

Madd (L)  Mrecuperada () Recuperagdo Madd (U€) Mrecuperada (Ug)  RecCUperacao
363,00 367,81 101,3% 363,00 244,53 67,4%
363,00 338,44 93,2% 363,00 258,95 71,3%
363,00 300,12 82,7% 363,00 209,17 57,6%
72,60 70,03 96,5% 72,60 52,07 71,7%
72,60 66,73 91,9% 72,60 56,43 77,7%
72,60 64,50 88,8% 72,60 60,04 82,7%
14,52 12,66 87,2% 14,52 11,51 79,3%
14,52 12,39 85,3% 14,52 10,27 70,7%
14,52 13,25 91,2% 14,52 9,27 63,8%
Média (%) 90,0% Média (%) 71,4%
DPR (%) 6,3% DPR (%) 11,0%

6.6 Permeacdo e retencdo cutanea do timol livre e encapsulado in vitro

Considerando a via de administracdo pretendida para as NCT, ou seja, tdpica, 0s
ensaios de permeacdo e retencdo cutdnea tém um papel importante por propiciarem
informac@es sobre o comportamento do timol livre e encapsulado com a pele animal. Nesse
sentido destaca-se que selecdo da pele do porco albino foi selecionada por suas similaridades
com a pele humana (OECD/428, 2004).

Nas Tabela 22 e Tabela 23 estdo descritos os resultados dos ensaios de permeagao
e retencdo cutdnea, respectivamente do timol livre ou encapsulado obtidos com 24h de
exposicdo da pele aos produtos. Na Tabela 22 pode ser observado que a quantidade de timol
livre permeada foi cerca de 5 vezes superior em relacéo ao timol encapsulado. Esse resultado
sugere que a afinidade relativa do timol a pele é aumentada na formulacdo das NC, o que
pode ser considerado positivo considerando a aplicacdo topica das NCT como repelente,

portanto sua retengdo na pele, é desejada.
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Tabela 22 - Quantidade de timol permeado na pele de orelha de porco determinada com
auxilio da célula de Franz.

Parametro Timol Timol em NC
Massa Permeada Total (pg. cm'z) 2624 + 1,222 505 £ 53
Dose (1g) 9840 9810
Dose Permeada (%0) 26,7 51

Os resultados representam a média + DP de 4 a 6 experimentos.

A Tabela 23 mostra que a quantidade de timol livre retido no estrato cérneo foi
muito inferior ao encontrado na epiderme+derme para as duas formulacGes. Tal resultado
pode ser relacionado pelo menos em parte a menor espessura e massa do estrato corneo em
relacdo a epiderme+derme. No total (estrato cérneo e epiderme+derme), a solucdo de timol
apresentou 7,2 vezes mais timol acumulado do que a preparacdo de NCT, com médias de
318,3 e 44,3 g, respectivamente.

Diante dos resultados obtidos, em linhas gerais a menor permeacdo do timol das
NC na pele animal, o0 mantém no seu sitio de a¢do e reduz consequentemente sua absorcéo
sistémica, 0 que constitui algo positivo, considerando a segurancga relativa in vivo e in vitro
desse monoterpeno (MEDEIROS et al. 2011). Corroborando com o presente estudo, Cal e
colaboradores (2006) observaram que alguns terpenos, como o-pineno, (-pineno e o
eucaliptol tendem a acumular-se na pele humana in vitro. Ainda, considerando os terpenos
tanto ciclicos quanto aciclicos, foi observado melhor penetracdo na pele para os derivados
oxigenados — alcool e éxidos, em relacdo aos ésteres e hidrocarbonetos (CAL et al., 2003).

Tabela 23 - Avaliacdo da retencdo cutanea do timol em pele de orelha de porco determinado
por CLAE-DAD.

Parte da pele Timol (ug.cm®)  Timolem NC (ug.cm?)  Razdo
Estrato corneo 153+5,3 53+£2,6 2,9
Epiderme+ Derme 302,9 £ 95,5 39,1+8,8 7,8
Total 318,3 £100,5 443 +11,3 7,2°

Os resultados representam a média + DP de 4 a 5 experimentos.
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6.7  Avaliacdo da Citotoxicidade do timol livre e encapsulado em queratinécitos

Os efeitos do timol livre e encapsulado sobre a viabilidade de queratindcitos humano
(linhagem HaCat) estdo representados na Figura 15. Inicialmente pode ser observado que
tanto a nanocéapsula branca (NCB) quanto o veiculo das drogas testes (Timol e NCT) néo
interferiram significativamente na viabilidade celular em relagédo ao grupo DMEM (meio de
cultura, células ndo tratadas). Por outro lado, a adicdo ao meio de concentracdes crescentes de
timol (50 e 100 pg/mL) reduziu significativamente o percentual de células viaveis (20,8 + 1,3
e 16,1 + 1,8 %, respectivamente) em relacdo ao controle (108,5 £ 4,6 %). As NCT (50 e 100
pg/mL), por sua vez, ndo interferiram significativamente na viabilidade celular em relacéo ao
controle ou NCB.

O teste do MTT constitui uma ferramenta experimental muito atil na avaliacdo da
citotoxicidade de novos produtos bioativos. Esse ensaio baseia-se no fato de o sal de cor
amarela ser reduzido - principalmente por enzimas mitocondriais - a um sal de formazan, de
cor roxa, sendo a intensidade desta cor proporcional a atividade metabdlica da célula
(MOSMANN, 1983; VERMA et al., 2010). Trata-se de um método amplamente utilizado na
avaliacdo in vitro da viabilidade ou atividade metabdlica de cultura de células (SIEUWERTS
et al., 1995), seja de mamiferos ou de protozoarios, como promastigotas (BERG et al., 1994)
e amastigotas do género Leishmania (SERENO & LEMESRE, 1997).

No presente estudo, o timol apresentou toxicidade significativa em cultura de
queratindcitos determinada pelo teste do MTT, porém o encapsulamento desse terpeno foi
capaz de prevenir essa toxicidade. A toxicidade observada para o timol sob a forma livre foi
corroborada por estudo realizado por Medeiros e colaboradores (2011), que demonstraram a
citotoxicidade de timol em macrofagos.

A auséncia de toxicidade das NCT, foi resultado importante, um indicativo que
esse produto parece ser seguro. Dessa forma, diante dos resultados obtidos o estudo
prosseguiu com a avaliacdo da eficicia repelente de inseto (Aedes aegypti) das NCT em

humano.
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Figura 15 - Avaliacdo da toxicidade do timol livre e encapsulado em queratindcitos (linhagem
HaCat) através do teste do MTT.
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Queratindcitos (5 x 105 cél/mL) foram incubados com timol (T), nanocapsula de timol (NCT)
(ug/mL), DMEM (meio de cultura/células ndo tratadas), NCB (nanocépsula branca), DMSO
1% (veiculo/grupo controle) ou Triton x100, e 24 horas depois foi avaliada a viabilidade
celular. Os resultados estdo expressos como média £ E.P.M, e representam a porcentagem de
viabilidade celular, calculada em relacdo ao DMEM (100 % de viabilidade). *= p <0,05 —
ANOVA e Teste de Tukey).

6.8 Avaliacao do potencial repelente das NCT ao mosquito Ae. aegypti em humano

Na Tabela 24 e Figura 16 podem ser observados os resultados obtidos na
avaliacdo do potencial repelente das NCT ao mosquito Ae. aegypti em humano. O estudo
piloto envolveu trés voluntarios que ap6s o0 uso topico das NCT a 1% (500 uL) apresentaram
uma reducdo significativa (p<0,05) do numero de pousos/picadas do mosquito nos periodos
de 60 e 180 min apos a aplicacdo das NCT 1,3 £ 0,33 e 2,3 + 0,33*, respectivamente, em
relacdo ao controle 4 + 0,57 e 3,6 + 0,33, correspondendo a um percentual de repeléncia da
ordem de 67 e 33 %, respectivamente. N&o foi observada uma reducdo significativa do
numero de pousos/picadas do mosquito aos 120 min apos a aplicacdo das NCT 1 + 0,57 em
relacdo ao controle 3 £ 0,57, embora o percentual de repeléncia determinado tenha sido de 66

%. Ademais, a avaliacdo realizada no periodo de 5 min apos a aplicacdo das NCT mostrou
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grande variabilidade entre os voluntarios quanto ao percentual repelente (min: 0%; méx.: 100
%). Isso ocorre, mesmo que no presente estudo cada voluntario tenha funcionado como seu
préprio controle, o que previne eventuais diferencas individuais quanto a atracdo do mosquito
a cada voluntario (YAP et al.,1998).

Diante dos resultados obtidos, as NCT mostraram agéo repelente ao mosquito Ae.
aegypti, que foi corroborada por estudo anterior (SENA, 2006) realizado em ratos. Nesse
estudo, tanto a locdo quanto a vela a base do 6leo essencial das folhas de L. sidoides (OELS,
10%), que tem como um dos terpenos majoritarios o timol (LEAL et al., 2003), apresentaram
potencial repelente ao mosquito Ae. aegypti. Novelino et al. (2007) também demonstraram a

acdo repelente do timol e de outras moléculas sobre Boophilus microplus.

Tabela 24 - Avaliacdo do potencial repelente das NCT em humano.

GRUPOS N° de pousos/picadas % repeléncia
60 min 120 min 180 min 60 min 120 min 180 min

Controle 4+0,57 3+0,57 3,6%+0,33 - - -
NCT 1,3+0,33* 1+057 2,3+0,33* 67,5 66,6 36,1

Os resultados representam a média + EPM (n= 3). *=p<0,05 (teste “t” Student).

Figura 16 - da avaliacdo do potencial repelente das NCT em humano.
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7. CONCLUSOES

O potencial repelente do timol faz oportuna a realizacdo de estudos para obtengéo
de um produto otimizado com acdo repelente prolongada (CARVALHO et al., 2003). Por
outro lado a instabilidade e a toxicidade do ativo faz necessaria a utilizacdo de tecnologias que
ajudem a minimizar estes efeitos. A nanotecnologia é uma alternativa para viabilizar a
liberacdo controlada de ativos, além de minimizar problemas de perda/degradacao de ativo e
toxicidade. Diante dos resultados expostos nesse estudo pode-se concluir:

Foi desenvolvido e validado método analitico (CLAE - DAD) para quantificacdo
do timol na NCT e ensaios do estudo, mostrando-se especifico, linear, preciso, exato e
robusto;

Foi possivel obter nanocépsulas de timol com tamanho médio de 146,8 £ 1,3 nm,.
distribuicdo homogénea, baixo indice de polidispersividade e aparentemente estavel durante
0s 90 dias de estudo, mostrando porém uma diminuicdo inicial (30 dias) no teor de ativo,
possivelmente pela perda do timol por evaporagéo.

No ensaio de liberacdo determinou-se que o coeficiente de permeacdo P do timol
em solucdo etandlica foi em média 3 vezes maior que o da suspensdo de nanocapsulas. A
solucdo etandlica de timol segue modelo de ordem zero e as nanocapsulas de "Case II-
transport”. As NCT foram capazes de controlar a liberagdo do timol por 24 h;

No ensaio de MTT o timol apresentou citotoxicidade relativa em queratindcitos
humano, sendo minimizada no farmaco nanoencapsulado, sugerindo uma protecdo pelo
nanosistema.

E necessaria a continuagdo dos estudos no que tange a atividade in vivo, sendo
que o teste de repeléncia em humanos servird de parametro para estabelecer a quantidade
necessaria para uma efetiva protecdo contra o mosquito Ae. aegypti .Além disso, faz-se
importante a avaliacdo da irritabilidade dérmica com a finalidade de comprovar a seguranca e

eficacia do produto desenvolvido.
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