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RESUMO

Os oleos essenciais (OEs) sdo compostos bioativos com potencial terapéutico, apresentando
inimeras atividades biologicas tais como: analgésica, anti-inflamatéria, antioxidante e
antimicrobiana, sendo por isso, descritos como terapia alternativa ou coadjuvante a
tratamentos convencionais. No entanto, os OEs sdo suscetiveis & degradacdo por agentes
fisicos e quimicos, necessitando de uma protecdo externa, que pode ser proporcionada pelo
seu encapsulamento dentro de particulas a base de quitosana, um polimero biocompativel e
biodegradavel. Assim, o objetivo deste estudo foi produzir microparticulas de quitosana
carregadas com Oleo resina de copaiba e O6leos essenciais (MP-OEs) de lemongrass
(Cymbopogon flexuosus), geranio (Pelargonium x ssp) e copaiba (Copaifera officinalis), e
toxicidade frente a Artemia salina e ensaio de hemdlise. As microparticulas foram produzidas
por spray drying e caracterizadas quanto a eficiéncia (EE) e teor de encapsulamento (TE),
MEV, distribui¢do de tamanho de particula, potencial zeta, analises térmicas e FTIR. Os 6leos
de lemongrass, geranio e copaiba foram analisados por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa, sendo os principais componentes: o citral (83,17%), o citronelol
(24,53%) e o p-cariofileno (51,49% e 58,96%), respectivamente. A EE foi obtida na faixa de
4,8 — 58,6%, sendo as NP-OEs de geranio e 6leo resina de copaiba as que apresentaram 0s
melhores resultados. As microparticulas apresentaram geometria esférica e tamanho médio
variando entre 2 um e 3 um. Os valores do potencial zeta dos NP-OEs foram positivos (+29 a
+47 mV). Os termogramas indicaram a estabilidade térmica das NP-OEs, apresentando uma
maior degradagéo acima de 250 °C. Baseado nos resultados de inibi¢do da acetilcolinesterase
pode-se inferir que os 6leos essenciais e as microparticulas apresentaram boa atividade (ICsg
na faixa de 11,92 pg/mL a 28,18 pg/mL no tempo de 25 min de incubacéo da enzima), ja a
atividade contra a Artemia salina mostrou que os EOs de geré&nio e copaiba apresentaram
maior toxicidade. As microparticulas ndo apresentaram carater hemolitico em concentracfes
até 0,1 mg/mL. Ensaios in vitro de liberagdo dos OEs presentes nas microparticulas também
foram realizados e os resultados evidenciam o potencial uso das microparticulas de quitosana

como dispositivo para a liberagcdo controlada de 6leos essenciais.

Palavras-chave: Quitosana, Microparticulas, Oleo de Copaiba, Oleo Essencial de Geranio,

Oleo Essencial de Lemongrass.



ABSTRACT

Essential oils (EOs) are bioactive compounds with therapeutic potential, presenting
innumerable biological activities such as: analgesic, anti-inflammatory, antioxidant and
antimicrobial, so they have been described as an alternative or as supporting therapy to
conventional treatments. However, EOs are susceptible to degradation by physical and
chemical agents, requiring external protection, which can be provided by encapsulation with
chitosan-based particles, a biocompatible and biodegradable polymer. Thus, the objective of
this study was to produce chitosan microparticles loaded with copaiba resin oil and essential
oils (MP-EQO) of Lemongrass (Cymbopogon flexuosus), Geranium (Pelargonium x ssp) and
Copaiba (Copaifera officinalis), and evaluate the biological activity of the microparticles for
acetylcholinesterase inhibition, toxicity to Artemia salina and hemolysis assay. Microparticles
were produced by spray drying and characterized by efficiency (EE) and encapsulation
content (EC), SEM, particle size distribution, zeta potential, thermal analysis and FTIR. The
Lemongrass, Geranium and Copaiba were analyzed by GC-MS, and the main components are
citral (83.17%), citronellol (24.53%) and B-caryophyllene (51.49% and 58.96%), respectively.
The EE was in the range of 4.8 — 58.6%, in which the MP-EOs with copaiba resin oil and
geranium presented the better results. The microparticles presented spherical morphology and
the average size range was 2 um to 3 um. Zeta potential values of the MP-EOs were found to
be positive (+29 to +47 mV). The thermograms indicated thermal stability of MP-EOs with
higher degradation over 250 °C. Based on acetylcholinesterase inhibition activity results, the
essential oils and microparticles had good activity (ICso in the range 11.92 pg/mL — 28.18
ug/mL within 25 min of enzyme incubation), and the activity against Artemia salina showed
that the EOs of geranium and copaiba presented higher toxicity. All microparticles were non-
hemolytic at concentrations up to 0.1 mg/mL. In vitro assays of EO release from the
microparticles were also performed and the results evidenced the potential use of chitosan

microparticles as a system for the controlled release of essential oils.

Keywords: Chitosan, Microparticles, Copaiba Oils, Geranium Essential Oil, Lemongrass
Essential Oil.
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos naturais extraidos de plantas, como os 6leos essenciais, no
tratamento de diversas enfermidades, incentiva o estudo das propriedades terapéuticas desses
produtos para o desenvolvimento de novas terapias. Os Oleos essenciais sdo misturas de
diversos compostos volateis, biosintetizados pelas plantas como metabolitos secundarios, tais
como os terpenos, terpendides e compostos fenolicos, que apresentam atividades bidlogicas
como: anti-inflamatéria, antitumoral, antibacteriana, antifingica, anélgesica, antiséptica,
inseticida, antiparasitaria, antioxidante, cicatrizante, dentre outras. A composi¢do dos 6leos
essenciais varia de acordo com a espécie da planta e também pode ser influenciada por fatores
ambientais, como: o tipo de solo, clima, época da colheita, processo de extracdo, etc. (EL
ASBAHANI et al., 2015; RAJAEI et al., 2017; SANTOS et al., 2017).

O Brasil destaca-se pelos seus diferentes biomas, como exemplo a Caatinga, 0
Cerrado, a Mata Atlantica e principalmente a Amazoénia, 0s quais apresentam uma enorme
biodiversidade, com diversas espécies de plantas com propriedades terapéuticas, capazes de
contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos. A planta do género Copaifera,
conhecida como copaiba, copaibeira ou pau-de-6leo possui ampla distribuicdo no territério
brasileiro, o 6leo de copaiba muito utilizado como anti-inflamatorio, analgésico e cicatrizante,
apresenta outras aplicacfes além do uso medicinal, também é utilizado como combustivel de
iluminacdo, como fixador de odores, em aditivos de alimentos, cremes e sabonetes. Outro
6leo que apresenta propriedades bioldgicas é o 6leo essencial de capim-limdo, ou 6leo de
lemongrass (Cymbopogon flexuosus), como é conhecido internacionalmente, € utilizado como
calmante na aromaterapia, apresenta aroma citrico, devido a alta quantidade do citral, sendo
por isso, aplicado também em fragrancias, perfumes e alimentos. O 6leo essencial de geranio,
também ¢é utilizado na medicina popular e na aromaterapia, como calmante, analgésico,
cicatrizante, dentre outras. O geranio pertence ao género Pelargonium, uma planta aromatica,
que apresenta uma esséncia agradavel de rosas e por isso, também tem ampla aplicacdo na
fabricacdo de fragrancias, perfumes e cosméticos (BALTI et al., 2018; DEBONE et al., 2019;
TABARI, M. A. etal., 2017; TOBOUTI et al., 2017).

Assim, alem da utilizacdo terapéutica, os 6leos essenciais possuem também ampla
aplicacdo nas industrias de perfumes e fragancias, cosméticos, alimentos, bebidas, dentre
outras. Porém, a utilizacdo direta dos Oleos essenciais pode ser comprometida, devido
algumas desvantagens, como a insolubilidade em &gua, volatilidade e sensibilidade a fatores

ambientais, sendo necessario 0 uso de técnicas de encapsulamento visando a protecdo dos
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6leos essenciais, aumentando sua estabilidade e consequente melhora da eficiéncia de sua
aplicacdo (EL ASBAHANI et al., 2015; SANTOS et al., 2017).

Nesse contexto, a quitosana, polimero natural, utilizada na inddstria farmacéutica,
por apresentar atividade antimicrobiana e antioxidante, além de ser biocompativel e
biodegradavel, também tem ganhado destaque como material de suporte, na sintese de
sistemas de encapsulamento. As microparticulas sdo capazes de proteger os componentes
bioativos contra degradacao, além de diminuir uma possivel toxicidade e de proporcionar uma
liberacdo controlada, assegurando assim, vantagens como a reducdo do nimero de dosagens e
a diminuicdo ou eliminacdo de possiveis efeitos colaterais (GRIGORAS, 2017; MUXIKA et
al., 2017; KUMAR et al., 2017). Assim, os sistemas de encapsulamento de produtos naturais
biologicamente ativos, como 0s 0leos essenciais, apresentam papel importante na busca por
solucgdes as dificuldades vinculadas a terapia convencional. As limitacGes apresentadas por
alguns tratamentos, a base de compostos sintéticos, estimulam a pesquisa por alternativas
mais eficientes e menos agressivas, capazes de auxiliar na cura de diversas doencas.

Objetivando superar estes desafios, como a volatilidade e a sensibilidade a
degradacdo, além de buscar aumentar a eficiéncia das atividades bioldgicas dos Oleos
essenciais, através de uma liberagdo sustentada, este trabalho teve como proposta o
encapsulamento desses 6leos em microparticulas de quitosana, com intuito de produzir

sistemas carreadores estaveis de bioativos com potencial aplicacdo farmacéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1

Objetivo geral

Produzir, caracterizar e avaliar a atividade biologica de microparticulas de

quitosana contendo Gleo resina de copaiba e 0leos essenciais de lemongrass (Cymbopogon

flexuosus), geranio (Pelargonium x ssp) e copaiba (Copaifera officinalis).

2.2 Objetivos especificos

a)
b)
c)
d)

f)

Caracterizar os 6leos por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massa
Produzir as microparticulas de quitosana por spray drying.

Determinar a eficiéncia, o teor e o rendimento de encapsulamento.

Caracterizar as microparticulas por Microscopia Eletrénica de Varredura, distribuicéo
de tamanho de particula, Potencial Zeta, Espectroscopia de Absorcdo na Regido do
Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e Andlises Térmicas (TGA e
DSC).

Avaliar a liberag&o in vitro dos 6leos essenciais das microparticulas.

.....

acetilcolinesterase, toxicidade frente a Artemia salina e ensaio de hemalise.



17

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Plantas medicinais — 6leos essenciais

Baseado na préatica historica do uso popular de plantas medicinais, muitas
pesquisas comprovam, que essas sdo fontes potenciais de agentes terapéuticos, servindo para
o alivio ou cura de enfermidades. No Brasil é possivel encontrar uma ampla variedade de
plantas, que sdo utilizadas como alternativa natural no tratamento e prevencdo de varias
doencas. Os compostos biologicamente ativos podem ser encontrados em diversas partes das
plantas, como folhas, flores, sementes e raizes, utilizadas na obtencdo de extratos vegetais e
6leos essenciais. O estudo das propriedades bioldgicas dessas plantas e de seus derivados
apresenta importancia significativa no desenvolvimento de novos farmacos, que possam
apresentar vantagens em relacdo aos farmacos tradicionais, como menor toxicidade e maior
eficacia (ACCIOLY, 2009; STEFFENS 2010).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis,
biossintetizados como metabdlitos secundarios por espécies de plantas aromaticas, e sdo
produzidos em diversos Orgdos das plantas. Essas substancias sdo sintetizadas para
desempenhar fungdes importantes, como de defesa do vegetal contra patdgenos e herbivoros,
protecdo a estresse abidtico, servem para atrair organismos benéficos ao seu crescimento e
reproducdo, na adaptacdo e interacdo com 0 meio ambiente, ndo sendo diretamente
relacionados com o desenvolvimento da planta. Os metabdlitos secundarios sdo divididos em
trés grupos: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides (PINTO, 2014; VIZZOTTO, 2010).

Os terpenos ou terpenoides representam a maior classe de metabdlitos, séo
produzidos através das vias do acido mevaldnico. Sdo formados por unidades
pentacarbonadas (C5), os isoprenos, sendo classificados de acordo com o nimero de unidades
que o constituem, em: monoterpenos (2 isoprenos — Cyg), sesquiterpenos (3 isoprenos — Cjs),
diterpenos (4 isoprenos — Cy), triterpenos (5 isoprenos — Csp), tetraterpenos ou carotenoides
(8 isoprenos — Cyg). Uma planta pode sintetizar vérios terpenos diferentes, sendo o0s
monoterpenos e sesquiterpenos, 0s que ocorrem em maior abundéncia nos 0leos essenciais.
Devido ao baixo peso molecular dos monoterpenos e de alguns sesquiterpenos, esses sao
compostos volateis e desempenham funcGes de defesa da planta, j& os carotenoides séo
importantes compostos antioxidantes, que confere ao vegetal, cores entre o amarelo ao
avermelhado (EL ASBAHANI et al., 2015; SANTOS, 2015; VIZZOTTO, 2010).
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Assim, o0s Oleos essenciais podem ser constituidos por uma variedade de
compostos, desde hidrocarbonetos terpénicos aos demais compostos oxigenados, cuja
composicao varia devido alguns fatores como: a espécie da planta, o ciclo vegetativo, fatores
climaticos, tipo de solo e o processo de extracdo. As propriedades dos 6leos sdo definidas de
acordo com sua composi¢do, sendo que 0s constituintes majoritarios geralmente determinam
as caracteristicas do 0leo, embora, compostos em menores concentra¢cbes também podem
conferir propriedades importantes ao 6leo. Desde a antiguidade, esses 0leos sdo usados como
aromatizantes em alimentos e bebidas, devido ao aroma intenso, como também eram usados
como medicamentos, por apresentarem propriedades antimicrobianas. Os Oleos essenciais
apresentam natureza hidrofobica, sendo geralmente lipofilico e solivel em solventes
organicos, geralmente sdo incolores ou levemente amarelado (PINTO, 2014; RAJAEI et al.,
2017; SANTOS et al., 2017).

3.1.1 Oleo de Copaiba

O 6bleo de copaiba € extraido da planta do género Copaifera, pertencente a familia
Leguminosae e a subfamilia Caesalpinioideae. Essa arvore (Figura 1) é popularmente
chamada de copaiba, podendo chegar a 36 m de altura, das varias espécies descritas, 16 sao
endémicas no Brasil e podem ser encontradas em vérias regides brasileiras, principalmente na
Amazdnia e no Cerrado, bem como, em outros paises da América do Sul e na Africa.
Algumas das espécies encontradas no Brasil sdo: Copaifera reticulata Ducke, Copaifera
multijuga Hayne, Copaifera confertiflora, Copaifera langsdorffii, Copaifera brasiliensis
Dwyer, Copaifera cearensis Huber ex Ducke (ARRUDA et al., 2019; BARBOSA, 2012;
PIERI et al., 2009).
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Fonte: www.ferquima.com.br (2019).

3.1.1.1 Oleo resina de copaiba

O oleo resina de copaiba é muito utilizado na medicina popular, sendo extraido
diretamente do tronco da arvore. Este 6leo é constituido por &cidos diterpénicos, que formam
a porcdo resinosa e encontram-se dissolvidos nas substancias volateis, 0s sesquiterpenos, os
quais representam cerca de 90% da massa do 6leo. A fracdo fixa (resinosa) da copaiba
comeca a se degradar em temperaturas préximas de 300 °C e possuem coloragdo variando
entre o amarelo e o caramelo. Apesar de constituir a menor fragdo do 6leo, os diterpenos estdo
associados a atividades bioldgicas importantes, como: anti-inflamatoria, antimicrobiana e
antitumoral. O &cido copalico (Figura 2) é sugerido como marcador quimico, por estar
presente na maioria das fracGes resinosas da copaiba, além desse, outros diterpenos comum €
0 &cido hardwickiic e o acido caurendico (Figura 2), que apresenta também atividade
antiparasitaria (ARRUDA et al., 2019; DEBONE et al., 2019; DEUS, 2011).

Figura 2 - Formula estrutural dos acidos diterpénicos encontrados no 6leo de copaiba.

OH

/
o HO 0 i
Acido copalico Acido hardwickiic Acido caurendico

Fonte: www.chemspider.com (2019).
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De acordo com a espécie de copaiba, da qual o éleo-resina é extraido, este pode
apresentar diferentes concentragdes e tipos de sesquiterpenos e diterpenos. A combinacao
destes dois constituintes pode estar relacionada a atividade antibacteriana do 6leo, que
provoca danos a parede celular das bactérias, sendo essa atividade demonstrada em diferentes
microorganismos, tanto em bactérias gram-positivas quanto gram-negativas (ARRUDA et al.,
2019; TOBOUTI et al., 2017).

3.1.1.2 Oleo essencial de copaiba

O oleo essencial de copaiba é obtido a partir da destilacdo do 6leo resina de
copaiba, sendo, portanto, composto apenas pela fracdo volatil do 6leo, que é formado por
sesquiterpenos. O principal componente do 6leo de copaiba é o sesquiterpeno B-cariofileno
(Figura 3), representando cerca de 50% da fracdo volatil, outros constituintes comuns sdo: o
B-bisaboleno, cadineno, o-humuleno ou B-humuleno e a-copaeno. Assim, como no 6leo
resina, a composicdo do 6leo essencial de copaiba pode variar dependendo da espécie, de

fatores ambientais e dos processos de obtencdo do 6leo (TOBOUTI et al., 2017).

Figura 3 - Formula estrutural do B-cariofileno.
H

=TT

/

Fonte: www.chemspider.com (2019).

O 6leo de copaiba apresenta varias atividades biolégicas como: anti-inflamatdria,
antiviral, antisséptica. Ainda pode ser usado como um analgésico, germicida, expectorante,
diurético, para cicatrizacdo de feridas, entre outros. A aplicacdo do 6leo de copaiba também
abrange outras areas como na indastria de perfumes, cosméticos, vernizes e solventes e na
industria alimenticia (PIERI et al., 2009; SANTOS et al., 2008; TOBOUTI et al., 2017).
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3.1.2 Oleo essencial de Lemongrass (Cymbopogon flexuosus)

A espécie Cymbopogon flexuosus é originaria da India e pertence a familia
Poaceae, sendo popularmente conhecida como capim-limao ou lemongrass (Figura 4). E uma
das espécies mais difundidas do género, bastante cultivada nas regides tropicais, juntamente
com a Cymbopogon citratus, conhecida no Brasil como erva-cidreira, capim-cidreira ou
capim-santo. O 6leo essencial é obtido principalmente por destilagdo a vapor da parte aérea da
planta (AGNOLIN et al., 2014; SILVA et al., 2017).

Figura 4 - Cymbopogon flexuosus (lemongrass).
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Fontef www.chamel.com.br (2019).

Estudos demonstram as varias propriedades terapéuticas do 6leo essencial de
lemongrass, que apresenta atividade antimicrobiana e antitumoral, demonstrando
citotoxicidade para células cancerigenas humanas. Além de ser utilizado como analgésico,
anti-inflamatorio, diurético, para distdrbios nervosos e gastrointestinais, é também bastante
usado para conferir sabor e fragrancia em produtos diversos. O principal componente do 6leo
essencial de lemongrass € o citral (Figura 5), uma mistura de dois compostos isdbmeros: o
geranial e o neral, que compreende cerca de 70% a 80% da massa do ¢leo, sendo um
indicador da qualidade do mesmo. O citral apresenta atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana, € antisséptico e repelente de mosquitos (BALTI et al., 2018; HAN,
PARKER, 2017; SHARMA et al., 2009).
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Figura 5 - Formula estrutural do neral e do geranial.

0 Neral Geranial
\\,H

H

Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov (2019).

3.1.3 Oleo essencial de Geranio (Pelargonium graveolens)

O oleo essencial de Geranio (Pelargonium graveolens), também conhecido como
malva-cheirosa, é obtido a partir da destilacdo das partes aéreas da planta, e pertencente a
familia Geraniaceae, bastante cultivada como planta ornamental, devido a beleza das flores
(Figura 6) e a sua agradavel esséncia. O dleo essencial de gerdnio é muito valorizado pela
industria de perfumes e cosméticos, por causa de seu aroma semelhante as rosas, sendo
utilizado para conferir fragrancia em diversos produtos, além de ser usado como suplemento
ou substituto de Oleos de rosas mais caras (CARMEN; HANCU, 2014; RAVINDRA,;
KULKARNI, 2015; TABARI, M. A. et al., 2017).

Figura 6 - Flores de Geranio (Pelargonium graveolens).

Fonte: www.florafiora.com.br (2019).

Devido a suas propriedades terapéuticas, difundida pela medicina popular, o 6leo
essencial de geranio é também utilizado na aromaterapia. Dados encontrados na literatura
comprovam a atividade inseticida e antimicrobiana desse 0leo, que também é utilizado para
auxiliar no tratamento de problemas intestinais e respiratorios e no equilibrio hormonal. O

oleo essencial de gerénio e constituido principalmente por dois monoterpenos, o citronelol
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(Figura 7) e o geraniol (Figura 8), sendo este Ultimo muito importante na valorizacéo
comercial do 6leo e apresenta atividade antitumoral (CARMEN; HANCU, 2014; CHO et al.,
2016; RAVINDRA; KULKARNI, 2015).

Figura 7 - Formula estrutural do citronelol.

OH

Fonte: www.chemspider.com (2019).

Figura 8 - Formula estrutural do geraniol.

M
OH

Fonte: www.chemspider.com (2019).
3.2 Encapsulamento de 6leos essenciais

Os Oleos essenciais apresentam desvantagens como a baixa solubilidade em agua,
a volatilidade e instabilidade, sendo susceptiveis a degradacdo por oxidacao, luz ou calor.
Assim, € necessario o desenvolvimento de tecnologias, para superar tais limitacdes e ampliar
seu uso. Dessa forma, a utilizacdo de técnicas de encapsulamento, como micro ou
nanocarreadores de compostos bioativos é uma estratégia promissora, uma vez que estes
sistemas sdo capazes de proteger os 6leos essenciais contra a degradacdo por fatores
ambientais (luz, calor, oxigénio, umidade e acidez), aumentando sua estabilidade e
melhorando sua aplicacdo como agentes de liberacdo controlada (EL ASBAHANI et al.,
2015; SANTOS et al., 2017).

Existem varios sistemas carreadores de farmacos ou de componentes bioativos,
dos quais dois tipos de nanoparticulas ou microparticulas se destacam: as lipidicas sélidas e as
poliméricas. Estas particulas podem ser produzidas em diferentes tamanhos (micrémetros ou
nandmetros) e apresentam vantagens como a prote¢do do ativo e a possibilidade de liberagcdo
controlada, entre outras. A escolha do melhor tipo de particula deve levar em consideracdo

alguns itens como a capacidade de carga de droga, toxicidade, possibilidade de entrega
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localizada (alvo), produgdo em larga escala e custos gerais (HARMS; MULLER-
GOYMANN, 2011).

3.2.1 Microparticulas e nanoparticulas poliméricas

Particulas poliméricas da ordem de micrémetros ou nandémetros podem ser obtidas
a partir de polimeros sintéticos como os poliésteres alifaticos (poli (acido latico) (PLA), poli
(&cido glicdlico), poli (e-caprolactana) (PCL)) e o polietileno glicol (PEG), ou a partir de
polimeros naturais como a quitosana, alginato, gelatina, albumina entre outros. Esses
materiais poliméricos podem ser biodegradaveis ou ndo, mas para 0 uso dessas
nano/microparticulas como carreadores de principios ativos, a preferéncia € que o polimero
seja biocompativel, ou seja, que ndo deve induzir reacdes toxicas ou imunoldgicas, € que 0
polimero seja biodegradavel, podendo ser eliminado do corpo por mecanismos metabolicos
naturais, evitando procedimentos cirargicos (PEIXOTO, 2013; MENESE, 2016). Alguns
polimeros podem ser citotoxicos, entretanto, esses podem ser quimicamente modificados,
obtendo propriedades fisico-quimicas desejadas, diminuindo a toxicidade dos polimeros e
direcionando as nano/microparticulas para alvos especificos (MARCATO, 2009; MEHNERT;
MADER, 2012).

As microparticulas ou nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas em:
microesferas ou nanoesferas, na qual o composto ativo encontra-se disperso na matriz
polimérica sdélida, assim como microcapsulas ou nanocapsulas, que é uma estrutura do tipo
reservatorio, a qual possui um nucleo liquido bem definido (aquoso ou oleoso) envolto pelo
material polimérico sdlido (SALAZAR, 2015; CRUCHO; BARROS, 2017). A Figura 9

mostra os tipos de nanoparticulas poliméricas.

Figura 9 - Representac6es dos tipos de nanoparticulas polimérica.
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Fonte: Salazar, 2015.
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Uma das principais desvantagens das nano/microparticulas polimérica é o uso de
solventes orgédnicos no processo de produgdo, que podem persistir como residuos,
aumentando a citotoxicidade das formulagdes, além de outras impurezas como: sais, outras
particulas e demais residuos de reagente, que podem ficar adsorvidos nas
nano/microparticulas e presentes na suspensdo. Outra desvantagem é a dificuldade na
ampliacdo de escala dos processos de obtencdo. Porém, em comparagdo com as particulas do
tipo lipidicas sdlidas, as particulas poliméricas apresentam uma maior capacidade de carga,
melhor eficiéncia de encapsulamento e maior estabilidade (CRUCHO; BARROS, 2017
HARMS; MULLER-GOYMANN, 2011; MEHNERT; MADER, 2012).

As nano/microparticulas poliméricas podem ser obtidas a partir da polimerizacao
de mondmeros ou a partir de polimeros pré-formados. A escolha da técnica a ser utilizada
para a preparacao das nano/microparticulas depende principalmente do tipo de polimeros, das
propriedades do composto ativo e das caracteristicas almejadas para as particulas (CRUCHO;
BARROS, 2017).

3.2.1.1 Polimerizacdo de monémeros

Na polimerizagdo de mon6meros, os polimeros sdo obtidos em forma
nano/microparticulas, através de métodos como: polimerizacdo em emulsdo, polimerizacdo
interfacial ou polimerizacdo por radiacdo controlada. Uma das desvantagens dessas técnicas é
a formacdo de residuos toxicos, que requerem purificacBes extensivas para conseguir obter

um produto que possa ser utilizado com fins farmacéuticos (CRUCHO; BARROS, 2017).

3.2.1.2 Polimeros pré-formados

As nano/microparticulas poliméricas podem ser obtidas a partir da mistura de uma
fase organica, contendo o polimero e o ativo, a uma fase aquosa de tensoativo, formando
primeiramente uma emulsdo e com a remocdo do solvente ocorre a precipitacdo das
particulas. As técnicas mais comuns que obedecem a essas etapas sdo: a emulsificacéo-
evaporacdo de solvente, a emulsificacdo-difuséo de solvente e salting-out. Existem outras
técnicas em que a formacdo da emulsdo ndo € uma etapa necessaria para a obtencdo das
nano/microparticulas poliméricas, como a técnica de nanoprecipitacéo, dialise e a técnica de
fluido supercritico (CRUCHO; BARROS, 2017).
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Além dessas técnicas anteriormente citadas, existe também a gelificacdo ibnica,
em que nano/microparticulas sdo obtidas apds o gotejamento da solucéo de polimero em uma
solucdo aquosa de tripolifosfato de sodio (TPP). Essa dispersdo passa pelo processo de
secagem, a fim de aumentar a estabilidade das microparticulas poliméricas, esse processo
pode ser realizado, por exemplo, atraves da liofilizacdo ou pelo spray drying
(BUGNICOURT; LADAVIERE, 2016). As microparticulas poliméricas também podem ser
obtidas diretamente por spray drying, como por exemplo, microparticulas de quitosana podem
ser obtidas a partir de uma solucdo de quitosana com o ativo, sem a presenca de TPP
(BLANCO, 2011; LI et al., 2010).

3.2.2 Spray drying

A secagem por aspersdo ou atomizagdo, conhecido como spray drying, consiste
em pulverizar um fluido, através de um atomizador para dentro de uma camara, na qual as
goticulas do fluido sdo dispersas e entram em contato com uma corrente controlada de ar
guente. A transferéncia de calor permite uma rapida evaporacdo do solvente, presente na
superficie das goticulas, formando o produto em p6, o qual, é depositado em um cilindro
coletor, como mostra a Figura 10. A atomizacdo é responsavel pelo aumento da éarea
superficial das goticulas, melhorando a taxa de transferéncia de calor e resultando em uma
secagem muito rapida. Desse modo, preserva-se o produto das altas temperaturas, devido ao
curto tempo de contato com o ar quente, a fim de evitar sua degradacdo térmica (OLIVEIRA,
2012; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).
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Figura 10 - Spray dryer: 1) Amostra liquida; 2) Bomba; 3) Camara de secagem; 4) Cilindro
coletor da amostra seca.

Fonte: autor.

A temperatura do ar de entrada € um dos pardmetros mais importantes no
processo de secagem por aspersdo, essa deve estar acima do ponto de ebuli¢cdo do solvente
utilizado, geralmente entre 150 °C a 220 °C. A vaz&o de alimentacdo também influencia na
qualidade do produto e quanto maior, a temperatura constante, maior o tamanho das particulas
formadas. A técnica de spray drying apresenta algumas vantagens consideraveis, como o
baixo custo, por exemplo, em relacdo a liofilizacdo, a possibilidade de producdo em escala
industrial e a flexibilidade do processo, sendo bastante utilizada na industria alimenticia,
farmacéutica, na secagem de extratos vegetais, na microencapsulacdo e nanoencapsulacéo,
além disso, esse método ndo exige o uso de solventes organicos, assim, ndo produz residuo e
n&o necessita de etapas de purificacdo (ESTEVINHO et al., 2013; OLIVEIRA; PETROVICK,
2010).

Alguns trabalhos, encontrados na literatura, relatam o encapsulamento de
diferentes ingredientes alimentares pela técnica de spray drying, como 6leo de peixe, 6leo de
soja, sabores de orégano, 6leo resina de cominho, até carotenoides, como o licopeno
(GHARSALLAOUI et al., 2007). Oliveira et al. (2014) encapsularam o 6leo essencial de
Lippia sidoides em matrizes de alginato e goma de caju, por spray drying, operando a uma
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temperatura de entrada de 170 °C, enquanto, Kumar et al. (2017) encapsularam o composto

esqualeno, utilizando quitosana como material de parede, através da técnica de spray dring.

3.3 Quitosana

A quitosana € um biopolimero proveniente da desacetilacdo alcalina da quitina,
um polimero presente em abundancia na natureza e o principal componente do exoesqueleto
de artropodes e da parede celular de fungos e leveduras. A quitina é insollvel em agua e na
maioria dos solventes organicos, quando o seu grau de desacetilagdo é superior a 50% essa
passa a ser um copolimero, denominado de quitosana. A Figura 11 mostra a estrutura quimica
da quitina e da quitosana (BLANCO, 2011; MUXIKA et al., 2017; SALAZAR, 2015).

Figura 11 - Férmula estrutural da quitina e da quitosana.
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Fonte: Muxika et al. (2017).

A quitosana é um polissacarideo de cadeia linear composto por unidades de D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagdes glicosidicas P-(1-4). Esse
polimero se dissolve em solugdes de acidos organicos ou &cidos inorganicos diluidos, devido
a protonacao do grupo amino presente na cadeia polimérica, que se torna catibnica, assim a
quitosana € capaz de interagir com varias moléculas, entre essas as membranas celulares
(carregadas negativamente) de microrganismos, apresentando dessa forma atividade
antimicrobiana. O grupo amino € tambem responsavel por diversas outras reagdes quimicas,
fornecendo propriedade antioxidante, biocompatibilidade e biodegradabilidade (GRIGORAS,
2017; KUMAR et al., 2017; MUXIKA et al., 2017; PILLAI et al., 2009).

Devido as propriedades apresentadas pela quitosana, sua aplicacdo é ampla e em
diferentes areas, por exemplo, no tratamento de aguas residuais, como adsorvente de
poluentes organicos e inorganicos, na agricultura como antivirus para plantas, na industria
alimenticia como ingrediente funcional ou em embalagens ajudando na manutencdo da

qualidade dos produtos. A quitosana também pode ser aplicada como curativo para



29

cicatrizacdo de feridas, na &rea de cosméticos como aditivo para protetores solares, na
inddstria de papel melhorando propriedades mecénicas, na industria téxtil no desenvolvimento
de materiais biocompativeis e antibacterianos. Além disso, a quitosana apresenta propriedades
tais como gelificacdo in situ, mucoadesiva e filmogénica, que a torna vantajosa na preparagdo
de sistemas de liberacéo controlada de compostos ativos (GARCIA et al., 2018; MUXIKA et
al., 2017; SALAZAR, 2015). Diversos estudos encontrados na literatura abordam o uso da
quitosana como matriz polimérica no preparo de micro/nanoemulsées ou no
micro/nanoencapsulamento de Oleos essenciais. Shetta et al. (2019) produziram
microparticulas de quitosana para encapsular éleos essenciais de hortela-pimenta e cha verde,
Hasani et al. (2018) prepararam microparticulas com éleo essencial de limdo em um sistema
Chitosan-Hicap, ja Dima et al. (2016) produziram microcdpsulas de quitosana com Oleo

essencial de Coriandrum sativum L.

3.4 Acetilcolinesterase

A acetilcolina (ACh) é um neurotransmissor, que constitui o sistema colinérgico
presente no sistema nervoso central e periférico e também na juncdo neuromuscular. No
sistema de neurotransmissdo colinérgica, a acetilcolina é sintetizada a partir da colina e da
acetilcoenzima A, através da catélise da colina acetiltransferase, quando ocorre um impulso
nervoso a ACh ¢é liberada pelo neurbnio transmissor para a regido sinaptica e se liga aos
receptores colinérgicos, dando continuidade a transmissdo, apds essa interacdo, a ACh é
entdo, hidrolisada pela catélise da enzima acetilcolinesterase (AChE), produzindo colina e
acetato, como mostra a Figura 12 (ARAUJO, 2016; MOTA, 2012).

Figura 12 - Sintese e hidrolise da acetilcolina.

(8] ® Colina 0 ®
H Acetiltransferase
con ™+ Ho >~ N(CH3)3 ~ M o~ N(cHy),
-
Acetilcoenzima A  Colina AChE ACh

Fonte: Aradjo et al. (2016).

A Doenga de Alzheimer (DA) esta relacionada as disfuncbes do sistema
colinérgico, principalmente pela redugdo dos niveis de acetilcolina. A inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, portanto, permite o aumento do nivel de acetilcolina nas sinapses,

intensificando a transmissdo colinérgica. Assim, alguns anticolinesterasicos sdo utilizados no
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tratamento dessa doenca, como a tacrina, galantamina, donepezil e a rivastigmina. Entretanto,
além desses farmacos apresentarem eficécia relativamente baixa, também apresentam como
efeitos colaterais nauseas, vomitos e diarreias, a tacrina é também altamente hepatotdxica
(ARAUJO, 2016; VENTURA, 2010).

Os farmacos anticolinesterasicos sdo inibidores reversiveis da AChE, que atrasam
a hidrdlise da acetilcolina e, assim, prolongam a acdo dos receptores colinérgicos, por isso,
sdo chamados de agentes colinérgicos de acdo indireta. Além da DA, estes agentes podem ser
indicados para tratamento de outras doencgas, como o glaucoma, pois conseguem reduzir a
pressdo intraocular devido ao aumento da transmisséo colinérgica, bem como no tratamento e
diagnéstico da miastenia gravis, que € uma doenca autoimune com faléncia da
neurotransmissao nos musculos esqueléticos e, portanto, os anticolinérgicos aumentam a forca
de contracdo dos musculos. A fisostigmina, outro inibidor reversivel da AChE, é obtida da
Physostigma venenosum L. (fava-de-calabar), foi o primeiro inibidor utilizado para a DA,
também foi utilizado no tratamento de miastenia gravis e atualmente é utilizado no tratamento
de glaucoma (ARAUJO, 2016; GALLACCI; CORDELLINI; 2016). J4 os anticolinesteréasicos
irreversiveis sdo compostos organofosforados, sendo geralmente utilizados como: armas
quimicas, pesticidas e inseticidas, apenas duas substancias sdo utilizadas com finalidades
terapéuticas, para o tratamento de glaucoma: o isofluorato e o ecotiofato, cuja administracéo é
unicamente por via oftdlmica (OLIVEIRA, 2008; MIRA et al., 2010).

A inibicdo da enzima AChE também pode ser um possivel mecanismo de acao
leishmanicida, pois o principal fosfolipidio que constitui a membrana plasmatica da
Leishmania, é a fosfatidilcolina (FC), que é sintetizada a partir da colina proveniente do
hospedeiro. Portanto, a inibicdo da enzima reduz os niveis de colina e consequentemente, a
membrana plasmatica do parasita fica comprometida podendo sofrer lise (PULIDO et al.,
2017; SILVA et al., 2015; VILA-NOVA et al., 2012). Estudos na literatura demonstram a
relacdo da atividade de inibicdo da acetilcolinesterase de extratos de plantas com a atividade
leishmanicida. Silva et al. (2015) mostraram que extratos da Annona glabra L. apresentam
boa inibicdo da AChE e atividade leishmanicida contra Leishmania infantum chagasi. Vila-
Nova et al.(2012), avaliaram a atividade leishmanicida e antiacetilcolinesterase de compostos
fenolicos isolados da Dimorphandra gardneriana e Platymiscium floribundum, destacando a
boa atividade da escoparona em ambos os testes. Martins et al. (2018) em seus estudos
também mostraram uma boa atividade de inibi¢cdo da AChE e agdo leishmanicida dos extratos

de Jatropha gossypifolia L. (Pido Roxo).
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3.5 Artemiasalina

A Artemia salina é um pequeno crustaceo, muito utilizado em testes toxicoldgicos
de produtos naturais, por ser um bioensaio pratico, rapido, seguro e econémico. Esse teste
pode ser considerado uma avaliagdo preliminar de compostos bioativos, os quais a toxicidade
frente a Artemia salina pode indicar uma possivel atividade biolégica dos mesmos, uma vez
que ocorre uma boa correlacdo com testes mais especificos para atividades: antitumoral,
antifungica, inseticida e antiparasitaria, ou seja, uma maior toxicidade sugere um maior
potencial para essas atividades (AMARANTE et al., 2011; KARCHESY et al., 2016). Alguns
estudos demonstram que a letalidade para a Artemia salina pode ser correlacionada a
toxicidade frente a Leishmania, como no trabalho de Vila-Nova et al. (2013), o0s quais
demonstraram que compostos isolados da Platymiscium floribundum e Annona muricata, com
alta toxicidade para a Artemia salina apresentaram alta atividade antileishmania contra L.
donovani, L. mexicana e L. major. Silva et al. (2014) reportaram a alta toxicidade do
limdozinho (Zanthoxylum syncarpum Tull.) contra a A. salina, apresentando também boa
atividade leishmanicida contra e Leishmania infantum chagasi e atividade larvicida frente o
Aedes aegypti.

Além disso, a Artemia salina também ¢é utilizada como ensaio ecotoxicoldgico,
em ambientes marinhos e na qualidade das aguas em geral, determinando o grau de poluicédo
de ambientes aquaticos, bem como na deteccdo de potenciais poluentes naturais ou sintéticos.
A Artemia salina também é usada em testes toxicoldgicos de nanomateriais e na deteccao de
toxinas de fungos (KARCHESY et al., 2016; LU et al., 2018).

3.6 Liberacao controlada de fArmacos

O encapsulamento de compostos bioativos, como 0s 6leos essenciais, possibilita a
protecdo dos componentes ao meio externo, bem como um melhor aproveitamento do
composto pelo organismo e uma liberacdo mais prolongada, que pode proporcionar um menor
numero de administracdes e a diminuigdo de efeitos colaterais. Ja as formas farmacéuticas
convencionais sdo elaboradas de forma que sua liberagdo seja rapida ap6s a administracéo,
apresentando dificuldades para manter a concentragdo plasmética dos farmacos dentro da
faixa terapéutica, por um periodo mais prolongado. Apds a primeira dose administrada, a
concentracdo do farmaco no organismo aumenta, até alcancar uma concentracdo maxima e

entdo, comeca a diminuir, devido aos processos metabolicos e de eliminagdo da droga pelo
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organismo, assim, varias doses sdo necessarias para manter a concentracao do farmaco dentro
da faixa terapéutica durante o tratamento. Essa desvantagem gera problemas quanto a
ineficacia do medicamento, quando o mesmo se encontra em concentracdes abaixo do nivel
minimo efetivo, pode levar ao aparecimento de microrganismos resistentes e, se o farmaco
alcancar um nivel de concentracdo acima do méaximo desejado, pode conduzir a toxicidade.
Nesse contexto, os sistemas de liberagdo controlada de farmacos, tém como objetivo uma
liberacdo por periodo mais prolongado, de forma a manter as concentrac@es dentro da faixa
terapéutica, diminuindo as dosagens necessarias e consequentemente, a toxicidade,
aumentando a biodisponibilidade da droga, protegendo o ativo de degradacdo quimica ou
fisica e conduzindo-o ao sitio ativo (PEIXOTO, 2013; RAMOS, 2018).

Os mecanismos de liberacdo do farmaco no organismo podem envolver
basicamente, processos de difusdo, erosao, intumescimento e estimulos externos, como pH e
temperatura. O processo de difusdo ocorre devido ao gradiente de concentracdo, ja 0s
processos de erosdo, muito associado a materiais biodegradaveis, sdo controlados por reagdes
quimicas de degradacdo da matriz. Nos processos controlados por solventes, ocorre o
aumento da capacidade da matriz de absorver fluidos sem se dissolver, provocando o
intumescimento (expansdo), que melhora a mobilidade das moléculas do ativo, facilitando a
difusdo. Os mecanismos de liberacdo de farmacos variam com o tipo de matriz, o tipo de ativo
e do meio em que ocorre, além disso, alguns sistemas podem apresentar uma combinacdo de
mecanismos possiveis. A maioria dos sistemas poliméricos apresentam processos de liberacéo
que abrangem a difusdo. Esse fendmeno refere-se a0 movimento espontaneo das moléculas,
de uma regido de alta concentracdo para uma de menor concentracdo, em um determinado
volume, e pode ser descrito pelas leis de Fick (ESTEVINHO et al., 2013; RAMOS, 2018).

A primeira Lei de Fick descreve a difusdo em estado estacionario, ou seja, quando
a concentracdo varia apenas em relacdo a posicdo, enquanto que a segunda Lei de Fick €
usada para difusdo que ocorre em estado nao estacionario, ou seja, a concentracdo varia com o
tempo e com a posi¢do. Para sistemas unidimensionais essas duas leis sdo descritas pelas

Equacdes 1 e 2, respectivamente:

J=-D% (Eq.1)

ac 9%¢C
E =D ﬁ (Eq 2)
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Em que o J representa o fluxo difusivo, D é o coeficiente de difuséo, o sinal
negativo indica que a difusdo ocorre no sentido contrario ao gradiente de concentragdo, o C é
a concentracdo que depende da posicdo (x) e do tempo (t). Essas equagdes serviram como
base para o desenvolvimento de modelos matematicos teéricos e empiricos de liberacdo de
farmacos (LAO et al., 2011; RAMOS, 2018).

O modelo cinético de ordem zero (Eq. 3) é considerado o perfil de liberac&o ideal,
uma vez que a taxa de liberacdo é constante, ou seja, quantidades iguais de farmaco séo
liberadas por unidade de tempo. Ja no modelo cinético de primeira ordem (Eq. 4), a liberacédo
ocorre proporcionalmente a quantidade remanescente de farmaco no interior da matriz. Na
pratica, algumas formas farmacéuticas apresentam perfil de liberagcdo diferente desses
modelos teoricos, e alguns modelos matematicos empiricos foram desenvolvidos para tentar
descrever a cinética de liberacdo desses sistemas. O modelo de Higuchi (Eg. 5) é baseado na
primeira lei de Fick e compreende a difusdo em estado estacionario ou pseudoestacionario,
este modelo descreve o perfil de liberagdo de sistemas em que o farmaco encontra-se
uniformemente disperso por toda a matriz. O modelo de Korsmeyer-Peppas (Eqg. 6),
conhecido como lei de poténcia, é semiempirico e usado para descrever o perfil de liberacédo
de sistemas poliméricos. Este modelo pode ser empregado para varios tipos de mecanismos de
liberacdo, os quais podem ser caracterizados pelo valor de n (LAO et al., 2011; ESTEVINHO

etal., 2013; RAMOS, 2018). As equacdes de cada modelo cinético estdo descritas abaixo:

Ordem zero: Qr = Qp + Kpt (Eq. 3)
Primeira ordem: Q. = Qpe fut (Eq. 4)
Higuchi: Q, = Kyt (Eq. 5)
Korsmeyer-Peppas: (% = K,t" (Eq. 6)

Em que Qo é a concentracdo inicial (geralmente é igual a zero), Q: é a
concentracdo de farmaco liberado no tempo t, os valores de K representam a constante

cinética de cada equacdo, n € o expoente de liberagdo que define o mecanismo de transporte e

(g—t) representa a fracdo de farmaco liberado no tempo t.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

A quitosana comercial (Qt) utilizada neste trabalho foi a de baixo peso molecular,
com grau de desacetilagdo de 75-85% e 50.000-190.000 Da, fornecida pela Sigma-Aldrich
(Cod: 448869). Segundo Garcia et al. (2018), esta quitosana apresenta agdo antifungica contra
biofilmes da Candida spp., comparaveis a quitosana de médio e alto peso molecular, além
disso, a quitosana de baixo peso molecular apresenta uma menor viscosidade, favorecendo a
preparacdo das formulacdes.

Os Oleos estudados foram obtidos comercialmente, sendo o Oleo resina de
copaiba, adquirido em feira-livre no estado do Par4, ja os 6leos essenciais foram comprados
na Ferquima Ind. e Com. Ltda, de acordo com a fornecedora, o Oleo essencial de Lemongrass
(Cymbopogon flexuosus) é proveniente da destilacdo a vapor das folhas, o Oleo essencial de
Geranio Bourbon (Pelargonium x ssp), da destilacdo a vapor das flores e 0 Oleo essencial de
copaiba (Copifera officinalis), da destilacdo a vapor do éleo resina de copaiba (Ferquima Ind.
e Com. Ltda). A enzima Acetilcolinesterase humana (recombinante, expresso em células HEK

293) foi fornecida pela Sigma-Aldrich.

4.2 Caracterizacgdo dos 6leos por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massa

Os 0leos essenciais e 0 6leo resina de copaiba foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrdmetro de massa (CG-EM) em equipamento Shimadzu QP-2010
Ultra. A coluna cromatogréafica utilizada foi Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), a
temperatura da coluna foi programada de 35 °C a 180 °C aumentando 04 °C/min, de 180 °C a
280 °C a uma taxa de 17 °C/min e a 280 °C por 10 minutos. O gés helio foi utilizado como
gas carreador (24,2 mL/min) e a temperatura do injetor foi de 250 °C. Os compostos foram
identificados por seus tempos de retencdo relativos na cromatografia gasosa e pela

comparacédo de seus espectros de massa com 0s presentes no banco de dados (NIST).

4.3 Preparacgdo das microparticulas de quitosana incorporadas com oleo essencial

As microparticulas de quitosana contendo 6leos essenciais de copaiba (OEC),

lemongrass (OEL), geranio (OEG) e também 6éleo resina de copaiba (ORC) foram obtidas


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/448869?lang=pt&region=BR
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pelo processo de secagem por spray drying. Primeiramente, a solugdo de quitosana foi
preparada com 1% (m/v) de massa do polimero dissolvida em acido acético (0,5% v/v). Apos
agitacdo mecanica por um periodo de 24h, o 6leo essencial foi adicionado a solucdo em
diferentes proporcdes (Tabela 1). Em seguida, utilizou-se um homogeneizador Ultra Turrax
(IKA-T25) a 10.000 rpm durante uma hora, logo apos, a solu¢do foi sonicada por 2 min,
seguindo para o spray drying, modelo Buchi Mini Spray Dryer B-290, sendo mantida em
agitacdo magnética até o final do processo de secagem.

Foram obtidas as seguintes microparticulas de quitosana: MORC (carregada com
Oleo Resina de Copaiba), MOEC (carregada com OE de Copaiba), MOEL (carregada com
OE de Lemongrass) e MOEG (carregada com OE de Geranio). Para cada 6leo foram
preparadas amostras, nas proporcdes de 1:10 e 1:5 de massa de 6leo em relacdo a massa de
polimero, com ou sem o surfactante Tween-80 (1% em relacdo a massa de polimero)
resultando em 9 amostras. Uma amostra controle de microparticula de quitosana (MQ), sem a
presenca de 6leo, foi produzida seguindo 0 mesmo procedimento descrito acima. As amostras

obtidas e as condicGes de secagem estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - CondicGes de operacdo do spray dryer para cada amostra de microparticula obtida.

Proporcéo
. ) ) Surfactante Temperatura
Amostra Sigla 6leo/polimero
(%) de entrada (°C)
(m/m)
1 MQ - - 160
2 MORC 1:10 - 140
3 MOEC 1:5 - 165
4 MOEC-Tg 1:10 1 165
5 MOEL1 1:10 - 165
6 MOEL?2 1:5 - 165
7 MOEL-Tg 1:10 1 165
8 MOEG1 1:10 - 165
9 MOEG2 1:5 - 165
10 MOEG-Tg 1:10 1 165

(-) Auséncia de 6leo ou surfactante.
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4.4 Teor e eficiéncia de encapsulamento e rendimento do processo

A determinacdo da eficiéncia do processo de encapsulamento e do teor de dleo
encapsulado nas microparticulas de quitosana foi realizada através do espectrofotémetro
UV/Visivel (modelo Biomate 3S), seguindo a metodologia de Mohammadi, Hashemi e
Hosseini (2015) e Martinac et al.(2005), com algumas modificacfes. As amostras (10 mg)
foram dissolvidas em 20 mL de uma mistura de HCI (0,01 M) e etanol 95% na razéo de
3:2 (v/v). A solucdo ficou em repouso por um periodo de aproximadamente 24h e, entdo, foi
submetida ao banho ultrassénico (equipamento UltraSonic Cleaner USC 1450) por 35
minutos e depois centrifugada a 8500 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente (25 °C). O
sobrenadante foi coletado e filtrado, e em seguida a absorbancia foi medida no
espectrofotdbmetro e calculada a concentracdo. As analises foram realizadas em triplicata.
Uma curva de calibracéo foi construida para cada um dos dleos em etanol absoluto (ANEXO
A).

A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada a partir da concentracdo de
6leo extraida da microparticula e determinada na curva de calibragdo (C), em relacdo a
concentracdo tedrica de 6leo da solucédo inicial (C;), ou seja, considerando 100% de 6leo

encapsulado, conforme a Equacéo 7.
EE(%) = —x 100 (Eq. 7)
t

O teor de encapsulamento (TE) foi calculado de acordo com a Equacdo 8, em que
“C” ¢ a concentracdo determinada pelo método descrito acima, “V” ¢ o volume de dilui¢do da

amostra e “m” ¢ a massa de microparticula utilizada na analise.

C XV
m

TE(%) =

x 100 (Eq. 8)

O rendimento do processo de encapsulamento (RE) foi determinado pela razéo
entre a massa de microparticulas produzida (m) e a soma da massa dos componentes de
interesse (quitosana (mg) e OE (m,)) inseridas inicialmente na formulagéo, conforme a

Equacéo 9.
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RE (%) = % X 100 (Eq. 9)

mg+ m,)

Testes preliminares também foram realizados com a amostra controle MQ,
seguindo o procedimento descrito anteriormente, constatando-se que o polimero néo interfere
nas leituras do espectrofotdbmetro, nos comprimentos de onda estudados, apresentados no
Anexo A.

4.5 Caracterizagdo das microparticulas

4.5.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As microparticulas foram analisadas quanto a morfologia através da Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) pelo equipamento LEO Electron Microscopy/Oxford (Leo
440). As amostras foram metalizadas e as imagens foram obtidas em trés ampliacdes: 3.000x,

6.000x e 10.000x em dois campos por amostra, com tensao de 15 kV.
4.5.2 Distribuicdo do tamanho das microparticulas

A partir das micrografias obtidas pelo MEV, as microparticulas foram medidas
em relagdo ao tamanho médio com o auxilio do software livre ImageJ 1.52a. Com os dados
obtidos, um histograma foi construido e ajustado a uma curva de distribuicdo normal. Os
valores de diametro médio foram avaliados estatisticamente atraves da anélise de variancia
(ANOVA), com comparacdes multiplas pelo teste de Tukey, considerando significativos

valores de p < 0,05.
45.3 Potencial zeta

O potencial zeta das microparticulas foi determinado em um equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, United Kingdom). As
amostras foram dispersas em agua (0,5 mg/mL) e colocadas em banho de ultrassom

UltraCleaner (USC-1400A) por trés minutos antes das leituras.
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4.5.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As andlises foram realizadas em equipamento Perkin Elmer modelo Spectrum
Two. As amostras de microparticulas foram analisadas em pastilhas de KBr (previamente
seco a 105 °C) e os Gleos foram analisados em célula para liquido utilizando discos de KBr,
na faixa de comprimento de onda de 4.000 a 450 cm™.

455 Termogravimetria

As andlises termogravimétricas (TGA) das microparticulas foram obtidas no
equipamento STA 6.000 analyzer (PerkinElmer Instruments; Shelton, USA) na faixa de
temperatura entre 25 °C e 700 °C, utilizando uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em
atmosfera de nitrogénio a 50 mL/min. A derivada da curva termogravimétrica (DTG) foi

expressa como a varia¢ao de massa em funcéo da temperatura.

4.5.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As amostras foram analisadas por calorimetria exploratdria diferencial no
equipamento Q20 DSC (TA Instruments; New Castle, USA), em uma faixa de temperatura de
25 °C a 400 °C com a taxa de aquecimento de 10 °C/min, com fluxo de nitrogénio a uma

vazdo de 50 mL/min.

4.6 Perfil de liberacéo in vitro

O perfil de liberacdo do OE da microparticula foi avaliado em dois meios: uma
solucgéo salina tamponada de fosfato (PBS) (pH = 7,4) e em uma solugéo tampéo de HCI (pH
= 2,0), seqguindo a metodologia de Natrajan et al. (2015) com modifica¢des. O estudo foi
realizado utilizando-se uma membrana de dialise (12 - 14 KDa), contendo 20 mg de amostra e
10 mL de meio de liberacdo com 20% (v/v) de etanol (95%). A membrana foi incubada em
60 mL de meio (PBS ou HCI), a temperatura ambiente e agitacdo suave (Figura 13). Aliquotas
foram retiradas em intervalos de tempo especificos, para analise no espectrofotémetro UV-vis
(Biomate 3S), sendo a mesma quantidade de meio adicionada novamente ao sistema para
manutencdo do volume total. A quantidade de OE liberado foi calculada a partir da curva de
calibracdo do 6leo em PBS e em HCI (ANEXO A).
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Figura 13 - Ensaio de liberacdo do 6leo essencial encapsulado na microparticula utilizando
membrana de dialise.

Aliquotas sdo
analisadas no
espectrofotometro e a
concentragao
calculada pela curva
de calibracéo.

20 mg de amostra em
10 mL de meio (20%
de etanol) e incubada
em 60 mL de meio
(PBS ou HCI).

Fonte: autor.

Os dados obtidos nos ensaios de liberagdo foram ajustados aos modelos
matematicos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas, para avaliar a
cinética de liberacdo (KORSMEYER et al., 1983; HIGUCHI, 1963).

4.7 Avaliacdo da atividade biolégica das microparticulas e dos 6leos essenciais

4.7.1 Atividade de inibicao da acetilcolinesterase

Os testes da atividade inibitdéria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi
realizada em placas de 96 pocos de fundo chato, utilizando leitor Elisa BIOTEK, baseando-se
na metodologia descrita por ELLMAN et al. (1961). Foram utilizadas as seguintes solucgdes
por poco: 25 uL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM), 125 uL de 5,5’—ditiobis-[2-
nitrobenzdico] (3 mM) na solugdo Tris/HCL, 50 pL da solucdo Tris/HCL (50 mM, pH = 8)
com 0,1% de albumina sérica bovina (BSA), 25 uL das amostras dissolvidas em metanol e
diluidas 10 vezes na solucdo Tris/HCL (50 mM, pH = 8) para obter uma concentracao final de
0,2 mg/mL (RHEE et al., 2001; TREVISAN et al., 2003). A absorbancia foi aferida a 405 nm
durante 30 segundos. Em seguida, foram adicionados 25 pL da enzima AChE (0,25 U/mL ) e
a absorbancia foi aferida por minuto até o total de 25 minutos e 48 horas de incubacéo da
enzima. Todas as solucBes, com excecdo da amostra, foram utilizadas como padréo negativo
e, a Fisostigmina (Fiso), que € um bom inibidor da acetilcolinesterase, foi utilizada como
controle positivo. As amostras foram preparadas em solugdes na concentragao de 2,0 mg/mL
de 6leo essencial e de OE encapsulado nas microparticulas e foram diluidas por diluigdo

seriada. A porcentagem de inibicdo da AChE foi calculada através da comparacdo das
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velocidades de reacdo das amostras em relacdo ao branco. Todas as amostras foram analisadas
em triplicata e apds os testes, os dados foram tratados e realizado teste de curva de regressao
ndo linear no programa estatistico GraphPad Prism v5.01 para obter os resultados de ICs,

sendo esses comparados por teste de Tukey, considerando significativos valores de p < 0,05.
4.7.2 Toxicidade em Artemia salina

Para o ensaio de letalidade contra Artemia salina primeiramente, os ovos foram
incubados em agua salina, a temperatura do ambiente (entre 24 °C e 29 °C), por um periodo
de 48 horas para eclodirem. As amostras foram preparadas por diluicdo seriada, em
concentragfes de 1.000 pg/mL a 1 pg/mL de 6leo ou microparticula. Nos tubos de ensaio
contendo as amostras de OE foram adicionados 2,0% de dimetilsulfoxido (DMSO) e agua
salina, nas amostras de microparticulas foi adicionada apenas &gua salina. 10 larvas de
Artemia foram adicionadas nos tubos de ensaio contendo as amostras de Oleo e
microparticulas, permanecendo incubadas na presenca de luz por 24 horas, o0 nimero de larvas
mortas foi contabilizado apoOs esse periodo e, entdo calculado a CLsp. Os ensaios foram
realizados em triplicata e o controle negativo foi preparado utilizando-se apenas agua salina,
DMSO e os reagentes utilizados na solubiliza¢do das amostras.

4.7.3 Hemolise

A propriedade hemolitica das microparticulas foi avaliada seguindo o protocolo
descrito por Neun, llinskaya e Dobrovolskaia (2018), baseado nas normas internacionais
ASTM F756-13 (2013) e ASTM E2524-08 (2013). Amostras de sangue de doadores humanos
saudaveis foram coletadas em tubos contendo citrato de sédio (3,2%) como anticoagulante. O
sangue total foi diluido em PBS livre de Ca®*/Mg®" para ajustar a hemoglobina total na
concentracdo de 10 £ 2 mg/mL (HT). Os testes foram realizados em eppendorfs, 100 uL das
amostras foram adicionadas a 700 pL de PBS livre de Ca2+/Mg2+ e 100 pL de HT, sendo
incubadas em 37 °C, os eppendorfs foram invertidos gentilmente a cada 30 min por 3h e,
entdo, centrifugados por 15 min a 800 x g. 100 uL do sobrenadante coletado com as amostras
foram colocados em uma placa de 96 pocos e adicionados 100 uL. do reagente Drabkin’s
(Sigma), a placa foi selada e agitada suavemente e a absorbancia medida em 540 nm. A

concentracdo de hemoglobina livre (HC) foi calculada utilizando uma curva de calibragdo. As
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amostras foram testadas em duplicatas nas concentracfes finais de: 0,004 mg/mL;
0,02 mg/mL; 0,1 mg/mL e 1mg/mL, o Triton X-100 (1%) foi utilizado como controle
positivo para hemdlise e o PBS como controle negativo (auséncia de hemdlise). A
concentracdo de hemoglobina (HC) foi determinada usando uma curva de calibracdo

preparada com hemoglobina humana (Sigma) e calculada pela Equagéo 10.

HC =AXFxd (Eq. 10)
Em que “A” ¢ a absorbancia, “F” corresponde a inclinagdo da curva e “d” a

diluicdo. O indice hemolitico (HI) foi calculado pela razdo entre a concentracdo de

hemoglobina liberada no sobrenadante e a concentracdo total de hemoglobina no tubo,

conforme a Equagdo 11.

HI(%) = % X 100 (Eq. 11)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos 6leos por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massa

Para avaliar a composic¢do quimica dos 6leos utilizados neste estudo, esses foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa. As Figuras 14 a 17

mostram os cromatogramas obtidos para cada 6leo.

Figura 14 - Cromatograma CG-EM do 6leo essencial de geranio.
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Figura 16 - Cromatograma CG-EM do 6leo essencial de copaiba.
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Figura 17 - Cromatograma CG-EM do 6leo resina de copaiba.
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A Tabela 2 mostra os constituintes quimicos identificados em cada 6leo, com seus
respectivos tempo de retencdo (TR) na coluna cromatografica, o indice Kovats (IK) e o

percentual em massa de cada componente.



44

Tabela 2 - Composicdo percentual dos principais constituintes dos 6leos essenciais analisados

no CG-EM.
Picos Componentes TR (min) IK c()()i(); (()OI/EOI)‘ C()O/EO(): C()(;S:
1 linalol 13,371 1096 | 3,62 - - -
2 oOxido de rosa 13,747 1125 | 1,49 - - -
3 trans-mentona 15,258 1142 | 3,82 - - -
4 cis-mentona 15,637 1162 | 5,46 - - -
5 citronelol 17,999 1225 | 24,53 - - -
6 neral 18,391 1238 - 32,47 - -
7 geraniol 18,892 1252 | 15,57 | 5,81 - -
8 geranial 19,406 1267 | 1,43 | 50,70 - -
9 formiato de citronelila 19,570 1273 | 12,31 - - -
10 formiato de geranila 20,474 1298 | 7,25 - - -
11 a-cubebeno 21,978 1348 - - 1,21 -
12 a-copaeno 22,830 1376 - - 6,11 | 11,16
13 B-bourboneno 23,128 1388 | 1,96 - - -
14 acetato de geranila 23,132 1392 - 6,19 - -
15 B-cariofileno 24,226 1408 | 2,27 | 4,83 | 51,49 | 58,96
16 a-bergamoteno 24,758 1434 - - 10,33 -
17 y-muroleno 24,986 1449 | 8,03 - - -
18 B-humuleno 25,288 1455 - - 8,58 | 8,25
19 a -muroleno 26,024 1500 - - 2,4 -
20 B-bisaboleno 26,993 1507 - - 4,63 -
21 d-cadineno 27,436 1523 - - 4,79 | 44
22 butanoato de citronelila 27,565 1530 | 1,06 - - -
23 oxido de cariofileno 29,191 1580 | 1,11 - - -
T((())/f)z)il 89,91 | 100 | 89,54 | 82,77

" (-) Néo foi identificado; OEG: Oleo Essencial de Geranio; OEL: Oleo Essencial de Lemongrass; OEC: Oleo
Essencial de Copaiba; ORC: Oleo Resina de Copaiba.

O dleo essencial de geranio apresentou 0 maior nimero de constituintes, dentre os

Oleos estudados, sendo composto principalmente por monoterpenoides, destacando-se como

componentes majoritarios: o citronelol e o geraniol. JA no 6leo essencial de Lemongrass

foram identificados apenas cinco constituintes, pertencentes a classe de monoterpenoides,
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com excecdo do B-cariofileno, que € um sesquiterpeno e representa menos de 5% do
percentual massico do 6leo. Cerca de 83% da composi¢do massica do Lemongrass é formada
pelo citral, que é o par de terpenoides formado pelos isdmeros geranial e neral.

As fracOes volateis dos Oleos de copaiba sdo constituidas por sesquiterpenos,
sendo o constituinte majoritario, o B-cariofileno, que estd presente em maior quantidade no
6leo resina de copaiba com 58,96%, enquanto que o 6leo essencial de copaiba tem 51,49%.
Os dois Oleos apresentam uma composicdo quimica significativamente diferente,
apresentando alguns componentes em comum, como 0 a-copaeno, B-humuleno e 3-cadineno,
com percentuais massicos distintos em relagdo ao a-copaeno, além do B-cariofileno, que esta
presente em todos os 6leos analisados. Os dados apresentados estdo de acordo com a

literatura.

5.2 Teor e eficiéncia de encapsulamento e rendimento do processo

As microparticulas produzidas foram analisadas quanto a eficiéncia de
encapsulamento (EE) e quanto ao teor de 6leo encapsulado nas microparticulas, O resultado é
apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 — Eficiéncia (EE), teor (TE) e o rendimento (RE) do processo de encapsulamento das
microparticulas.

Microparticulas EE (%) TE (%) RE (%)

MQ - - 51,0
MORC 58,57 = 0,06 5,32 27,3
MOEC 4,77 £0,01 0,80 22,8
MOEC-Tg 13,00 £ 0,01 1,18 39,4
MOEL1 12,55 £ 0,06 1,14 32,7
MOEL2 11,47 + 0,08 1,91 18,9
MOEL-Tg 19,37 £ 0,06 1,76 33,0
MOEG1 35,22 £ 0,02 3,20 26,4
MOEG?2 58,48 + 0,10 9,75 47,7
MOEG-Tg 39,58 +£ 0,03 3,60 25,0

(-) Sem presenca de bioativo encapsulado; MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC:
microparticula de quitosana contendo 6leo resina de copaiba; MOEC: microparticula de quitosana contendo éleo
essencial de copaiba; MOEC-Tg,: microparticula de quitosana contendo dleo essencial de copaiba na presenca de
Tween-80; MOEL1: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:10); MOEL2:
microparticula de quitosana contendo Gleo essencial de lemongrass (1:5); MOEL-T80: microparticula de
quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass na presenca de Tween-80; MOEGL: microparticula de
quitosana contendo éleo essencial de geranio (1:10); MOEG2: microparticula de quitosana contendo 6leo
essencial de geranio (1:5); MOEG-T80: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio na
presenca de Tween-80.

As microparticulas foram produzidas em duas proporcdes diferentes de massa de
6leo em relagdo a massa de polimero, com intuito de avaliar qual seria a concentracao de 6leo
ideal para obter uma boa eficiéncia de encapsulamento e um maior teor de 6leo encapsulado.
A EE variou de 4,8% a 58,6%, enquanto que o TE variou de 0,80% a 9,75%, sendo 0s
melhores resultados apresentados pelas microparticulas com 6leo essencial de gerénio na
proporcao de 1:5 e 6leo resina de copaiba. O rendimento do processo de encapsulamento por
spray dryer também variou bastante, de 18,9% a 51%. Os resultados obtidos nesse teste estdo
de acordo com dados citados na literatura (PAULA et al.,2010; HERCULANO et al., 2015;
WEBBER et al., 2018).

O encapsulamento do 6leo essencial de geranio, de modo geral, apresentou bons
resultados em relacdo & EE e TE, indicando uma boa interacdo entre a matriz polimérica e o
OE. O dleo essencial de geranio é composto principalmente pelo geraniol e citronelol, alcoois
terpénicos de cadeia aciclica relativamente pequena (monoterpeno), o citronelol é também
ligeiramente solGvel em agua, essas caracteristicas podem ter contribuido para um maior teor

de encapsulamento desse Oleo, em comparacdo aos demais. A microparticula MOEG2
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apresentou maior EE e TE que a MOEG1, logo o aumento da concentragéo inicial do OEG
permitiu melhores resultados.

As formulacgdes preparadas com OE de lemongrass apresentaram baixa eficiéncia
de encapsulamento, com uma pequena diferenca, entre a microparticula MOEL1
(12,55 + 0,06) e a MOEL2 (11,47 £ 0,08), esta, no entanto, apresentou maior TE, uma vez
que a concentracdo inicial de OE nesta formulacdo foi maior. Esse resultado pode estar
relacionado a uma fraca interacdo entre o polimero e o 0leo, sendo este constituido
principalmente pelo citral, que € um aldeido insolGvel em agua. Em relacdo a microparticula
preparada com o 6leo essencial de copaiba na proporcéo de 1:5 (MOEC), esta apresentou a
menor eficiéncia de encapsulamento (4,8%), sendo muito inferior a EE da microparticula com
oleo resina de copaiba na proporcdo de 1:10 (MORC), indicando uma maior interacdo do
polimero com o 6leo resina, facilitando o processo de encapsulamento. Esses dois éleos de
copaiba séo constituidos por sesquiterpenos, que apresentam uma cadeia carb6nica maior que
a dos monoterpenos (C15), diferenciando-se principalmente pela presenca de componentes
resinosos no ORC, os 4cidos diterpénicos.

Diante desses resultados e com base na literatura, pode-se observar que a
quantidade de OE inserida inicialmente na formulacdo, exerce influéncia na eficiéncia de
encapsulamento, de acordo com um limite de saturacdo do 6leo no sistema. A EE tende a
diminuir com o aumento da concentracao inicial de éleo se 0 mesmo ja tiver superado o limite
de saturacdo, pois uma quantidade satisfatoria de polimero é necessaria, para que este possa
revestir o OE adequadamente. Hasheminejad et al. (2019) observaram que a eficiéncia de
encapsulamento do 6leo essencial de cravo em microparticulas de quitosana, diminuiu
significativamente com o aumento da concentragéo inicial do OE na formulagdo, enquanto
Feyzioglu e Tornuk (2016), observaram um aumento na eficiéncia de encapsulamento do 6leo
essencial de segurelha (Satureja hortensis L.) em microparticulas de quitosana, com o
aumento da concentragdo inicial de OE na formulacéo de 1% para 1,4%, porém diminuiu em
concentracdes acima de 1,4%. Nos dois estudos as microparticulas foram produzidas por
gelificacdo ibnica.

O surfactante Polisorbato 80 (Tween®) foi adicionado na tentativa de melhorar a
eficiéncia de encapsulamento, ja que o mesmo € capaz de diminuir a tensdo interfacial entre
liquidos imisciveis, facilitando a emulsificacdo e aumentando, assim, a interacdo entre o 6leo
e a solucdo aquosa contendo o polimero. Dessa forma, 1% de Tween-80 foi adicionado nas

formulaces de proporcdo 1:10 (OE/polimero). A partir dos dados da Tabela 3, pode-se
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observar que o surfactante aumentou a eficiéncia de encapsulamento das microparticulas,
principalmente do 6leo essencial de lemongrass, em que MOEL-Tg, obteve uma EE maior do
que as MOEL1 e MOEL2. Assim, como MOEG-Tg, também apresentou um aumento na EE
em relacdo a formulacdo MOEGL1 (proporc¢édo 1:10). Diante da baixa EE da MOEC (proporg¢éo
de 1:5), a microparticula com OE de copaiba na proporgéo de 1:10, foi obtida com a adi¢do do
tensoativo na formulagcdo (MOEC-Tg) obtendo-se um aumento na EE e no TE em relagdo a
MOEC, porém, com valores ainda muito pequenos, indicando que uma formulacéo desse 6leo
na proporcao de 1:10 sem a presenca do Tween-80, apresentaria resultados com valores de TE
inferiores aos obtidos pela MOEC-Tygq.

A baixa eficiéncia e o baixo teor de encapsulamento, apresentado pela maioria das
microparticulas obtidas, podem ter sido influenciados por parametros, como o tempo de
agitacdo no homogeneizador, bem como pelo método de secagem utilizado. Neste trabalho
utilizou-se a técnica spray drying e como os 6leos essenciais sdo constituidos principalmente
por componentes volateis, a temperatura usada nesse processo pode levar a alguma perda de

massa dos 6leos, embora a secagem seja rapida, a fim de se preservar o produto.

5.3 Caracterizagdo das microparticulas

As microparticulas foram caracterizadas quanto a forma, tamanho, carga
superficial, composi¢do quimica e analises térmicas, conforme os resultados apresentados a

sequir.

5.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As microparticulas produzidas foram analisadas através da técnica de microscopia
eletronica de varredura, para obtencdo de informacdes relativas a morfologia e ao tamanho
das particulas. As micrografias, apresentadas na Figura 18, revelam que as diferentes
formulaces de microparticulas apresentaram formas semelhantes, com geometria esférica,

relativamente regular e de superficie rugosa.
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Figura 18 - Micrografia das microparticulas: (A) MQ; (B) MORC; (C) MOEC; (D) MOEC-

Tso; (E) MOELL; (F) MOELZ; (G) MOEL-Tg; (H) MOEG1; (I)MOEGZ2; (J) MOEG-Tg.
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(A) MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; (B) MORC: microparticula de quitosana contendo 6leo
resina de copaiba; (C) MOEC: microparticula de quitosana contendo éleo essencial de copaiba; (D) MOEC-Tg:
microparticula de quitosana contendo dleo essencial de copaiba na presenca de Tween-80; (E) MOELL:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:10); (F) MOELZ2: microparticula de
quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:5); (G) MOEL-T80: microparticula de quitosana contendo
6leo essencial de lemongrass na presenca de Tween-80; (H) MOEGL1: microparticula de quitosana contendo 6leo
essencial de geranio (1:10); (I) MOEG2: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio (1:5);
(J) MOEG-T80: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio na presencga de Tween-80.

Conforme apresentado na Figura 18, algumas microparticulas apresentaram
pequenas concavidades na superficie rugosa, que podem ser atribuidas ao processo de
secagem por pulverizacdo, devido ao encolhimento das particulas produzidas (SAENZ et al.,
2009; CAMPELDO et al., 2018; KUMAR et al., 2017). Observa-se também, que em geral,
essas microparticulas ndo apresentam porosidade ou fissuras, indicando, portanto, uma maior
protecdo do bioativo encapsulado.



51

5.3.2 Distribuicéo do tamanho das microparticulas

Através da analise das micrografias, pelo software ImageJ, ao menos 110
particulas foram medidas para cada formulacdo. Os graficos de distribuicdo de tamanhos
foram tracados a partir dos dados obtidos e, ajustados a uma curva Gaussiana, determinando o

didmetro médio das microparticulas, como mostra a Figura 19.



Figura 19 - Gréficos de distribuicdo de tamanho de particulas ajustados a curva de Gauss.
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DM: Didmetro Médio; MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC: microparticula de quitosana
contendo 6leo resina de copaiba; MOEC: microparticula de quitosana contendo éleo essencial de copaiba;
MOEC-Tyg,: microparticula de quitosana contendo dleo essencial de copaiba na presenca de Tween-80; MOEL1:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:10); MOEL2: microparticula de quitosana
contendo dleo essencial de lemongrass (1:5); MOEL-T80: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial
de lemongrass na presenga de Tween-80; MOEG1: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de
geranio (1:10); MOEG2: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio (1:5); MOEG-T80:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio na presenca de Tween-80.

Todas as formulacGes de microparticulas apresentaram uma distribuicao
unimodal, com maior frequéncia em uma faixa de diametros entre 0,85 um a 3,3 um,
aproximadamente. Assim, as amostras exibiram, didmetro médio variando entre 2 um e 3 pum.
Embora, a microparticula de quitosana sem bioativo (MQ) tenha apresentado o menor
tamanho médio (2,09 um), a comparacao dos valores de didmetro médio das amostras, através
da analise de variancia (ANOVA), mostra que ndo ha diferenca estatisticamente significativa
(p > 0,05), ou seja, a incorporacdo do 6leo e a presenca de surfactante, ndo exerceram
influéncia sobre o tamanho médio das particulas.

Os resultados obtidos sdo comparaveis aos trabalhos encontrados na literatura,
considerando-se a metodologia empregada. Carli (2017) produziu microparticulas de
quitosana contendo extrato de Rapanea ferruginea por secagem em spray dryer (Buchi B-
290) operando com temperatura de entrada de 150 °C, obtendo tamanho médio de particula na
ordem de 1 um a 2 um, 0 autor também mostrou que a concentracdo de bioativo e 0s agentes
dispersantes utilizados, ndo exerceram influéncia estatisticamente significativa em relacéo ao
tamanho médio de particula. Spagnol et al. (2018), produziram microparticulas de quitosana
seca contendo acido caféico, com didmetro na faixa de 1 um a 5 pum, utilizando spray dryer
(Buchi B-290 Mini) na temperatura de entrada de 180 °C. Webber et al.(2018), também
produziram microparticulas de quitosana contendo glutationa por secagem em spray dryer

(Buchi B-290), operando na temperatura de entrada de 130 °C.



54

5.3.3 Potencial zeta

A quitosana e as microparticulas foram analisadas quanto ao potencial zeta em
meio aquoso. Este potencial esta relacionado a carga adquirida pela superficie das particulas,
em relacdo a0 meio em que as mesmas se encontram dispersas, medindo a intensidade da
atracdo ou repulsdo eletrostatica entre essas cargas. Essa medida é fortemente influenciada
pela composicdo quimica das particulas, sendo utilizada para determinar 0 comportamento
das mesmas no meio liquido. Assim, essa carga superficial pode influenciar fortemente a
estabilidade de emulsdes, bem como a interagdo com os fluidos corporais e com as
membranas celulares, no caso de sistemas de entrega de farmacos (DOROUD; RAFATI,

2012; PINTO, 2014). A Tabela 4 mostra o resultado do potencial zeta para cada amostra.

Tabela 4 - Potencial zeta para as microparticulas e para quitosana.

Amostra Potential zeta (mV)
Qt* +19,02 + 0,25
MQ +31,87 £ 0,63

MORC +30,57 + 0,75
MOEC +46,26 + 1,41
MOEC-Tg +43,28 + 2,49

MOEL1 +30,75+ 0,39

MOEL2 +29,19 + 0,47

MOEL-Tgg +45,26 £1,70

MOEG1 +46,54 + 0,69

MOEG2 +36,87 + 0,71

MOEG-Tgg +47,34 £ 0,15

Qt: quitosana comercial; MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC: microparticula de quitosana
contendo 6leo resina de copaiba; MOEC: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de copaiba;
MOEC-Tyg,: microparticula de quitosana contendo dleo essencial de copaiba na presenca de Tween-80; MOEL1:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:10); MOEL2: microparticula de quitosana
contendo dleo essencial de lemongrass (1:5); MOEL-T80: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial
de lemongrass na presenga de Tween-80; MOEG1: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de
geranio (1:10); MOEG2: microparticula de quitosana contendo 0leo essencial de geranio (1:5); MOEG-T80:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio na presenca de Tween-80. *Amostra
estatisticamente diferente das demais, os resultados foram obtidos por analise de variancia (ANOVA), utilizando
teste de Tukey, considerando significativos valores de p < 0,05.

Todas as amostras apresentaram potencial zeta positivo, variando entre +19 mV a

+47,34 mV, o que pode estar relacionado ao grupo amino da quitosana, que confere carater
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catiébnico a matriz polimérica. Os resultados foram analisados estatisticamente, por anélise de
variancia (ANOVA), e os valores apresentados nesse estudo estdo de acordo com resultados
encontrados na literatura (HASANI et al., 2018; HASHEMINEJAD et al., 2019).

O aumento do potencial zeta das microparticulas em relacdo a quitosana comercial
(+19,02 mV) pode ser referente ao preparo das formulagdes em meio &cido, permitindo uma
maior protonacgdo dos grupos aminos. Em relacdo as demais amostra, pode-se observar que as
microparticulas dos 6leos essenciais de copaiba (MOEC), de geranio (MOEG1 e MOEG-Tyg)
e de lemongrass (MOEL-Tyg) apresentaram valores de potencial zeta elevado, e a comparagao
entre estes, pelo teste de Tukey, mostra que ndo ha uma diferenca estatistica significativa (p >
0,05). Ja as microparticulas MORC, MOEL1 e MOEL?2 apresentaram valores de potencial
zeta muito proximos entre si e em relacdo a MQ, sendo que a diferenca entre essas medidas
ndo foram estatisticamente significativas (p > 0,05), o que pode indicar que os 6leos ndo
demonstraram influéncia no valor do potencial zeta. O carater catibnico adquirido pela
superficie das microparticulas pode aumentar a interacdo com as membranas celulares, que
possuem carga superficial negativa, facilitando a endocitose (DOROUD; RAFATI, 2012;
KUNJACHAN et al., 2011).

5.3.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espetros na regido do infravermelho da quitosana comercial e da
microparticula de quitosana sem 6leo essencial (MQ) estdo representados na Figura 20. A
quitosana apresenta picos caracteristicos de estiramento em 3429 (das ligacbes OH e NH,),
em 2923 (das ligagdes CH), em 1657 (ligagdes C=0 da amida I) e em 896, referente a
vibracdo e estiramento do anel piranosidico. A quitosana em forma de microparticula
apresentou picos de maior intensidade e um deslocamento do pico de 1657 para 1648,
comparado a quitosana comercial. A microparticula contendo o dleo resina de copaiba
(MORC) apresentou um pico (em 1746) adicional em relacdo aos picos que aparecem na
amostra MQ, possivelmente uma banda caracteristica dos componentes terpenoides presentes
no 6leo, como mostra a Figura 20 (HASANI et al., 2018; HASHEMINEJAD et al., 2019;
SHETTA et al., 2019).
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Figura 20 - Espectro de infravermelho para quitosana comercial, microparticula de quitosana
e ORC.
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Qt: quitosana comercial; MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC: microparticula de quitosana
contendo 6leo resina de copaiba; ORC: éleo resina de copaiba.

As demais microparticulas de quitosana apresentaram comportamentos similares
de absor¢do do espectro, como mostra a Figura 21, apresentando as mesmas bandas
caracteristicas da microparticula de quitosana sem Oleo encapsulado. Esses resultados
demonstram que os 0Oleos estdo fisicamente ligados a matriz de quitosana, e estdo de acordo

com o0s observados por Hasani et al. (2018), que encapsularam 6leo essencial de limdo em
microparticulas de Chitosan-Hicap.
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Figura 21 - Espectro de infravermelho para as microparticulas.
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MOEC-Tyg,: microparticula de quitosana contendo dleo essencial de copaiba na presenca de Tween-80; MOEL1:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:10); MOEG2: microparticula de quitosana
contendo éleo essencial de gerénio (1:5); MOEG-T80: microparticula de quitosana contendo dleo essencial de
geranio na presencga de Tween-80. MQ: microparticula de quitosana sem bioativo.

5.3.5 Termogravimetria

Os componentes utilizados nas formulagcbes foram analisados por
termogravimetria, para avaliacdo do comportamento térmico de cada amostra. A Figura 22

mostra as curvas de TGA e DTG.
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Figura 22 - Curvas termogravimétricas da quitosana comercial (Qt), do dleo resina de copaiba
(OR) e dos 0leos essenciais de copaiba (OEC), lemongrass (OEL) e gerénio (OEG): A) TGA;

B) DTG.
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Os Oleos essenciais de géranio, lemongrass e de copaiba, apresentaram
comportamentos térmicos razoavelmente similares, com temperaturas de pico de 163 °C,
168 °C e 186 °C, respectivamente, representando a temperatura de maxima volatizagéo.

Enquanto que a quitosana comercial e o 6leo resina de copaiba apresentam dois eventos
térmicos, que estdo descritos na tabela 5.
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Para cada um dos Oleos encapsulados, uma amostra de microparticula foi
selecionada para avaliacdo quanto a estabilidade térmica, por andlise termogravimétrica,

como mostra a Figura 23, na qual estdo representadas as curvas de TGAS e suas respectivas
derivadas.

Figura 23 - Curvas termogravimétricas das microparticulas: A) TGA; B) DTG.
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MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC: microparticula de quitosana contendo dleo resina de
copaiba; MOEC-Tyg,: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de copaiba na presenca de Tween-80;
MOELL: microparticula de quitosana contendo dleo essencial de lemongrass (1:10); MOEG2: microparticula de
quitosana contendo 0leo essencial de geranio (1:5).
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A partir das curvas apresentadas, observa-se que as microparticulas tiveram
comportamento térmico similares, com pequenos deslocamentos das temperaturas de pico. Os

eventos térmicos ocorridos para cada microparticula, também estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Andlise termogravimétrica para a quitosana, os 6leos e para as microparticulas.

Amostra Evento Tonset (°C) Tpico (°C) Perda de massa (%0)
OEG 1 103 163 90,0
OEL 1 111 168 85,3
OEC 1 129 186 90,4

1 132 173 20

ORC

2 382 417 71,7

ot 1 50 75 7,9
2 285 303 37,8

1 45 71 12

MQ 2 127 173 8,5
3 270 291 45,5

1 51 80 9,6

MORC 2 135 179 8,4

3 273 298 48

1 49 76 6,5
MOEC-Tg 2 131 170 8,34
3 266 289 52,4

1 47 73 8,9

MOEG2 2 128 174 9,0
3 273 296 48,6
1 49 77 10,6

MOEL1 2 129 174 8,6
3 273 294 459

OEG: Oleo Essencial de Geranio; OEL: Oleo Essencial de Lemongrass; OEC: Oleo Essencial de Copaiba; ORC:
Oleo Resina de Copaiba; Qt: quitosana comercial; MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC:
microparticula de quitosana contendo 6leo resina de copaiba; MOEC-Tg,: microparticula de quitosana contendo
oleo essencial de copaiba na presenca de Tween-80; MOEG2: microparticula de quitosana contendo 6leo
essencial de geranio (1:5); MOELZ1: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:10).
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Por ser uma mistura de componentes volateis, os 6leos essenciais apresentam
eventos térmicos relacionados & perda de massa, iniciando-se em baixas temperaturas. Para
0s Oleos essenciais de lemongrass, geranio e de copaiba foi registrado apenas um evento
térmico referente a degradacdo dos mesmos, nas temperaturas de 65-189 °C, 50-195 °C e 77-
212 °C com perda de massa de 85%, 89% e 90%, respectivamente. J& para o 6leo resina de
copaiba, ocorreu um primeiro evento com 20% de perda de massa, entre 103-244 °C, relativo
a evaporacdo dos componentes mais volateis, enquanto que o segundo evento ocorreu entre
344-470 °C com 71,7% de perda de massa, referente a degradacdo da fracdo fixa da copaiba,
esses resultados estéo de acordo com dados encontrados na literatura (DEBONE et al., 2019).

O primeiro evento térmico identificado na amostra de quitosana € descrito como
uma perda de umidade, representando aproximadamente 8% de perda de massa, ja 0 segundo
evento ocorreu entre 262-330 °C, com 37,8% de perda de massa referente a degradagdo do
polimero (SANTOS et al, 2003). A microparticula de quitosana sem a presenca de 6leo (MQ)
apresentou trés eventos térmicos, o primeiro relacionado a uma possivel umidade residual da
amostra e o terceiro referente a degradacdo da cadeia polimérica, assim como observado na
quitosana comercial, porém, com uma pequena diminuicdo das temperaturas de pico,
indicando uma menor estabilidade térmica da quitosana em forma de microparticula.
Adicionalmente, na amostra MQ ocorre um segundo evento, entre 115-224 °C com 8,5% de
perda de massa, que pode ser correspondente a um primeiro estagio de decomposicdo da
matriz polimérica, a vaporizacdo e eliminacdo de produtos volateis. As microparticulas de
quitosana contendo os 6leos encapsulados, também apresentaram os trés eventos térmicos
semelhantes a amostra MQ. A MORC apresentou um pequeno aumento nas temperaturas de
pico de cada evento, em comparacdo com a MQ, enquanto, que as demais microparticulas
apresentaram eventos térmicos em temperaturas muito proximas, como € observado nas
curvas apresentadas na Figura 23. Esses resultados demonstram que a matriz polimérica é
capaz de proteger os 6leos encapsulados, conferindo maior estabilidade térmica. Resultados
analogos também foram obtidos na literatura (WEBBER et al, 2018; TRINDADE NETO et
al., 2005).

5.3.6 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A Figura 24 apresenta as curvas obtidas na analise por DSC dos 6leos essenciais e

da resina de copaiba. Um evento endotérmico acima de 200 °C é observado em cada uma das
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curvas, esses picos indicam a evaporacdo de constituintes presentes nos 6leos, como 0s
componentes majoritarios, por exemplo, o B-cariofileno, o citral, o citronelol e o geraniol, que
apresentam temperatura de ebulicdo de aproximadamente 256 °C, 228 °C, 225 °C e 230 °C,
respectivamente. O primeiro evento térmico é uma transicdo exotérmica em aproximadamente
171 °C, 167 °C e 156 °C para o OE de geréanio, lemongrass e 6leo resina de copaiba,
respectivamente. Para OE de copaiba observou-se dois picos exotérmicos em 112 °C e
150 °C, os quais podem indicar processos de degradacdo de componentes presentes nos 6leos.
Os 0leos essenciais sdo misturas complexas de diferentes compostos e a interacdo desses

componentes pode influenciar no perfil térmico desses 6leos, como observado na Figura 24.

Figura 24 - DSC do 6leo resina de copaiba e dos 6leos essenciais de copaiba, lemongrass e

geranio.
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ORC: Oleo Resina de Copaiba; OEC: Oleo Essencial de Copaiba; OEL: Oleo Essencial de Lemongrass; OEG:
Oleo Essencial de Geranio.

As microparticulas selecionadas para analise termogravimétrica, também foram

analisadas por DSC, como mostra a Figura 25.
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Figura 25 - DSC das microparticulas.
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MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC: microparticula de quitosana contendo dleo resina de
copaiba; MOEC-Tyg,: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de copaiba na presenca de Tween-80;
MOEL1: microparticula de quitosana contendo éleo essencial de lemongrass (1:10); MOEG2: microparticula de
quitosana contendo 6leo essencial de geranio (1:5).

A microparticula de quitosana sem bioativo (MQ) apresenta dois eventos
térmicos, o primeiro de transi¢do endotérmica, na temperatura de 132 °C, correspondente a
evaporacao da agua e, 0 segundo evento, uma transicdo exotérmica na temperatura de 297,1
°C, devido a processos de decomposi¢do da cadeia polimérica, como foi verificado na anélise
termogravimétrica. Esse comportamento também foi observado nas demais microparticulas
carregadas com o bioativo (dois eventos térmicos), sendo o pico exotérmico (decomposicao
da cadeia polimérica) em torno de 297 °C para todas as amostras, com excecdo da MOEG2
(294,5 °C). As amostras MORC e MOEG?2 apresentaram 0 evento endotérmico em 134 °C,
ou seja, proximo ao da amostra MQ, ja a microparticula MOEC-Tg, teve um pico de transicédo
endotérmica na temperatura de 146,8 °C, enquanto que a MOEL1 apresentou a menor
temperatura de pico endotérmico (125,7 °C). Todos estes picos endotérmicos estdo
relacionados & evaporacdo de &gua presente nas microparticulas e os deslocamentos
observados podem ser associados a interacdo do polimero com a agua, devido a presenca de
grupos hidrofilicos, que pode aumentar a forca de retencdo da agua na cadeia polimérica e,
consequentemente, aumentar a temperatura necessaria para ocorréncia da evaporagdo das

moléculas de agua. Essas diferengas nos picos endotérmicos podem estar relacionadas a



64

interacdo de cada 6leo com a matriz polimérica, influenciando de forma distinta essa interacéo
entre o polimero e a 4gua (PAULA et al., 2011; TRINDADE NETO et al., 2005). Segundo
Feyzioglu e Tornuk (2016), a auséncia de picos relativos ao ativo, indica que o mesmo foi

efetivamente incorporado.

5.4  Perfil de liberacéo in vitro

Os ensaios de liberacdo in vitro foram realizados por um periodo de 48h, sendo a
liberagdo quantificada por espectrofotdmetro. A Figura 26 apresenta a quantidade de 6leo
liberado em relacdo ao tempo para a microparticula de quitosana contendo 0leo essencial de
geranio na proporc¢do de 1:5 (MOEGZ2). A liberacdo in vitro das demais microparticulas ndo
apresentaram resultados satisfatorios, obtendo-se a ocorréncia de erros na quantificacdo de
6leo liberado, mesmo apds a modificagdo de alguns parametros, como a quantidade de
microparticula utilizada na analise, temperatura e agitacdo. Estes problemas podem estar
relacionados ao baixo teor de 6leo encapsulado nas microparticulas, dificultando, assim, a

avaliacdo da liberacdo do 6leo encapsulado através do método escolhido.

Figura 26 - Perfil de liberacdo da microparticula com OE de geréanio na proporcao 1:5
(MOEG2)empH 2,0e 7,4.
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A microparticula com 6leo essencial de geranio apresentou comportamento

semelhante nos dois meios, durante as primeiras horas de liberagcdo. Apds 4h do inicio do
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experimento em PBS e em HCI, cerca de 14% e 18% de oOleo foram liberados,
respectivamente. Na solugdo salina tamponada (PBS), apenas 20% do OE havia sido liberado
da microparticula no tempo de 24h, essa liberacdo manteve-se lenta, alcancando o maximo de
24% (aproximadamente 7,95 ug/mL) de oleo liberado, apds um periodo de 48h. Em meio
acido, aproximadamente 30% de OE foram liberados, no tempo de 24h, observando-se
posteriormente, um aumento na velocidade de liberacdo, obtendo-se um total de 94% de 6leo
liberado (aproximadamente 30,7 pg/mL) no periodo de 48h. Esses resultados mostram que o
meio acido favorece a liberacdo do dleo presente na microparticula, o que pode estar
associado a protonacgdo de grupos amino livres na cadeia de quitosana, provocando repulsao
ibnica e melhorando o intumescimento e dissolugdo parcial das particulas no meio. Esse
comportamento € indicio favoravel a eficiéncia da microparticula no meio intracelular,
indicando uma boa liberacdo do bioativo no ambiente acido dos lisossomos, bem como
vacuolo parasitoforo (HASHEMINEJAD et al., 2019; KUNJACHAN et al., 2011; SHETTA
etal., 2019).

Os dados obtidos foram ajustados aos modelos cinéticos (ANEXO B) e o0s

coeficientes de correlacdo sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Coeficientes de correlacdo dos modelos cinéticos de liberacéo.

_ _ Coeficientes de correlacéo (R?)
Meio de liberagdo o _ _
Ordemzero Primeiraordem Higuchi Korsmeyer — Peppas

HCI 0,9324 0,8588 0,8909 0,9450
n=0,5348 k, = 0,0927
PBS 0,8251 0,6475 0,9334 0,9491

n=0,2902 k, = 0,0823

Para a microparticula em meio acido, 0 modelo matematico mais apropriado ao
ajuste foi Korsmeyer-Peppas e de ordem zero, ja em meio neutro (PBS) destaca-se 0 modelo
de Korsmeyer-Peppas seguido pelo de Higuchi. O modelo de ordem zero apresenta uma taxa
de liberagéo constante, sendo considerado o perfil de liberacdo ideal, o perfil de liberacdo em
meio &cido, mostra em alguns momentos uma taxa relativamente constante. O modelo de
Higuchi é relacionado com a primeira lei de Fick, ou seja, difusdo em estado estacionario ou
pseudoestacionario, para sistemas em que o farmaco encontra-se uniformemente disperso por

toda a matriz. Pela curva de liberacdo em meio neutro (Figura 26), apds as 24h de
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experimento, 0 aumento da concentracdo de 6leo no meio é muito pouco, mostrando assim,
uma concentragdo praticamente constante em relagdo ao tempo.

O modelo matematico de Korsmeyer-Peppas foi o que descreveu melhor as curvas
experimentais para os dois meios de liberacdo. Para matrizes de geometria esférica, o
pardmetro “n” da equacdo de Korsmeyer-Peppas, quando é < 0,43 indica um perfil de
liberagdo por processo de difuséo, para n = 0,85 indica o relaxamento (eroséo) do polimero,
enquanto que “n” com valor entre 0,43 e 0,85 indica um mecanismo de transporte nao-
Fickiano, correspondente a um comportamento anémalo, ocorrendo ambos 0s processos de
difuséo e relaxamento (KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011; SHETTA et al., 2019).

Assim, pelos resultados obtidos na Tabela 6, pode-se dizer que a liberacdo dessa
amostra de microparticula em meio PBS, é controlada principalmente por mecanismo de
difusdo, enquanto que em meio acido ocorre um transporte ndo-Fickiano, com processos de
difusdo do 6leo e o relaxamento ou erosdo da matriz polimérica. De acordo com a constante
cinética (kp), observa-se uma velocidade de liberagdo maior em meio acido do que em PBS,
como é mostrado na Figura 26. Portanto, a partir desses resultados, observa-se que a matriz de
quitosana confere protecdo ao bioativo, permitindo uma liberacédo lenta, a medida que a matriz

é degradada, sendo essa liberagdo favorecida pelo meio em que a particula se encontra.

5.5 Avaliacdo da atividade bioldgica das microparticulas e dos éleos essenciais

5.5.1 Atividade de inibicio da acetilcolinesterase

As amostras de microparticulas produzidas e os éleos utilizados foram analisadas
guanto a atividade de inibicdo da AChE e os resultados estdo apresentados nas Figuras 27 a
29.
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Figura 27 - Atividade de inibicdo da AChE dos dleos, da quitosana comercial e da
Anfotericina B e fisiostigmina no tempo de 25 min.
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Fiso: Fisostigmina; OEL.: Oleo Essencial de Lemongrass; OEG: Oleo Essencial de Geranio; ORC: Oleo Resina
de Copaiba; OEC: Oleo Essencial de Copaiba; Qt: quitosana comercial; AmB: Anfotericina B.

A fisostigmina € um anticolinesterasico, atualmente utilizado no tratamento para
glaucoma, servindo como padrdo positivo neste teste. Ja a Anfotericina B, é um antibidtico,
utilizado como farmaco de segunda escolha no tratamento da leishmaniose, tendo como
mecanismo de acdo as ligacdes feitas com ésteres presentes na membrana plasmatica da
Leishmania. Os resultados obtidos acima mostram que a Anfotericina B, juntamente com 0s
6leos apresentaram boa atividade de inibicdo da AChE, enquanto que a quitosana comercial
apresentou atividade de inibicdo pouco significativa, em comparacdo com a fisostigmina. A
diferenca na concentracao inibitéria média do 0Oleo resina de copaiba e do OE de lemongrass
ndo foram significativas, de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) por comparacao
pelo teste de Tukey (p > 0,05). A boa atividade de inibigdo da AChE obtida com os 6leos,
pode estar associada a grande quantidade de monoterpenos em suas composi¢cdes, como
mostraram as andlises de CG-EM. Esses metabdlitos naturais normalmente apresentam alta
inibicdo da AChE, juntamente com os alcaloides, sendo inibidores reversiveis (MACHADO
et al., 2016). Os resultados obtidos sdo comparaveis aos citados na literatura, apresentando
atividade melhor que, por exemplo, o 6leo de manjerona (Origanum majorana L.) com ICs
de 150,33 ug/mL (HAJLAOUI et al., 2016) e o extrato da Anthocleista vogelii com ICs
698,62 pg/mL (AJAYI et al., 2019).
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Figura 28 - Atividade de inibicdo da AChE das microparticulas no tempo de 25 min.
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Fiso: Fisostigmina; MOELL: microparticula de quitosana contendo Oleo essencial de lemongrass (1:10);
MOEG2: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio (1:5); MORC: microparticula de
quitosana contendo 6leo resina de copaiba; MOEC-Tg,: microparticula de quitosana contendo éleo essencial de
copaiba na presenca de Tween-80; MQ: microparticula de quitosana sem bioativo.

A quitosana em forma de microparticula (MQ) apresentou uma atividade de
inibicdo da AChE, significativamente melhor que a quitosana comercial, assim como as
microparticulas com os 6leos encapsulados, apresentaram melhor atividade em relacdo a
microparticula de quitosana sem OE (MQ), sendo esses dados comparados por analise de
variancia pelo teste de Tukey (p < 0,05). A atividade inibitéria das microparticulas foi medida
em relacdo a quantidade de bioativo presente nas amostras de microparticulas, sendo essa
guantidade igual a usada nos testes dos 6leos ndo encapsulados, ou seja, uma solucéo inicial
de aproximadamente 2 mg/mL de O6leo encapsulado nas microparticulas foi diluida por
diluicdo seriada. As microparticulas carregadas com o bioativo e a anfotericina B
apresentaram valores de 1Cso proximos, a amostra MOEG2 e a MOEL1 mostraram maior
atividade de inibicdo, em relacdo as demais microparticulas. Entretanto, a atividade de
inibicdo dos 6leos encapsulados (Figura 28) foi menor que a obtida pelos 6leos livres (Figura
27), indicando que os bioativos estdo realmente protegidos dentro da matriz polimérica. O pH
basico do meio utilizado neste teste e 0 curto tempo de incubagcdo das microparticulas na
presenca da enzima, podem ter conduzido a uma baixa liberagdo do oleo encapsulado,
resultando em uma menor atividade. Portanto, um novo teste de inibicdo da AChE foi

realizado por um periodo de 48h de incubagéo da enzima com as microparticulas e o resultado
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comparado com o 6leo ndo encapsulado, incubado com a enzima durante 0 mesmo periodo,
como é apresentado na Figura 29.

Figura 29 - Atividade de inibicdo da AChE das microparticulas, 6leos e Anfotericina B no
tempo de incubacéo de 48h.
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A incubagdo da enzima em contato com as amostras durante 48h, revela que os
Oleos e a AmB sustentaram a atividade de inibicdo da AChE, melhorando o valor de ICsp em
comparacdo ao tempo padrdo de 25 min, provavelmente a acdo combinada dos varios
constituintes dos 6leos, permitiram a agdo inibitoria apds esse periodo de tempo prolongado.
A incubacdo das microparticulas com a AChE por 48 horas, permitiu uma maior liberacéo dos
6leos para 0 meio e, portanto, a atividade de inibicdo da enzima melhorou significativamente.
A microparticula do 6leo resina de copaiba apresentou o melhor resultado, equiparando-se a
inibicdo obtida para os 6leos ndo encapsulados, evidenciando que os 6leos estdo encapsulados
nas microparticulas, que conferem a protecdo do bioativo, permitindo uma liberacdo mais

lenta de acordo com 0 meio em que se encontram, mantendo a atividade requerida.

5.5.2 Toxicidade em Artemia salina

Os ensaios da Artemia salina foram realizados em triplicata para cada
concentracdo de amostra utilizada, e entdo, a concentracdo letal media (CLso) foi calculada,
sendo consideradas ndo todxicas as amostras com CLsy acima de 1.000 pg/mL e a alta
toxicidade para CLsp abaixo de 100 pg/mL (KARCHESY et al., 2016; BEZERRA et al.,
2017; MEYER et al., 1982). Os resultados toxicologicos da quitosana, dos 6leos e das

microparticulas, em relagdo a Artemia salina estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Toxicidade das amostras frente a Artemia salina.
CLso(rg/mL)

Amostra CLso(ng/mL) Toxicidade
(Em relagéo ao TE 6leo)

Qt * - Nenhuma
OEC 80,77 - Alta
OEG 55,04 - Alta
OEL 900,7 - Baixa
ORC 537,1 - Baixa
MQ 900,7 - Baixa
MOEC-Tg 595,2 - Baixa
MOEG?2 560,8 900,8 Baixa
MOEL1 * 894,7 Nenhuma/Baixa
MORC 897,9 897,9 Baixa
Controle * - Nenhuma

(*) N&o calculado, porque ndo apresentou toxicidade; (-) N&o realizado; Qt: quitosana comercial; OEC: Oleo
Essencial de Copaiba; OEG: Oleo Essencial de Geranio; OEL: Oleo Essencial de Lemongrass; ORC: Oleo
Resina de Copaiba; MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MOEC-Tg,: microparticula de quitosana
contendo éleo essencial de copaiba na presenca de Tween-80; MOEG2: microparticula de quitosana contendo
6leo essencial de geranio (1:5); MOEL1: microparticula de quitosana contendo éleo essencial de lemongrass
(2:10); MORC: microparticula de quitosana contendo éleo resina de copaiba.

O 6leo essencial de lemongrass e o 6leo resina de copaiba apresentaram baixa
toxicidade para a Artemia salina, enquanto que os 0leos essenciais de copaiba e de geranio
apresentaram alta toxicidade, com CLsy abaixo de 100 pg/mL, podendo ser considerados
compostos com potencial bioatividade antileishmania, como observado nos testes de inibicdo
da acetilcolinesterase. Radulovi¢ et al. (2015) relataram que ésteres isolados do 6leo essencial
de Achillea falcata L. com maior toxicidade frente a Artemia salina apresentaram maior
atividade inibitdria da acetilcolinesterase.

Para as microparticulas, dois experimentos foram realizados, como mostra a
Tabela 7. Para o primeiro foram preparadas concentra¢fes de 1.000 pg/mL a 1 pg/mL de
microparticulas, e para o segundo, as concentracOes preparadas de 1.000 ug/mL a 1 pg/mL
foram em relacdo ao teor de 6leo encapsulado. Portanto, nesse segundo experimento uma
maior quantidade de microparticula foi utilizada, para efeito de comparagdo ao 6leo nédo

encapsulado. Em ambos os testes, todas as microparticulas apresentaram de baixa a nenhuma
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toxicidade, indicando que pouco 6leo foi liberado durante o teste, mesmo apds o periodo de
24h, provavelmente devido ao pH do meio de ensaio, ndo permitindo uma liberagdo mais
efetiva do dleo encapsulado. Resultados similares também foram relatados por Pinto (2018),
em que o nanoencapsulamento do 6leo essencial de gengibre diminui a toxicidade do OE
frente a Artemia salina. Esse resultado pode indicar uma menor bioatividade das
microparticulas em relacdo ao 6leo puro, como foi observado no teste de inibicdo da

acetilcolinesterase.
5.5.3 Hemolise

A lise (destruicdo) das hemadcias (globulos vermelhos) resulta na liberacdo da
hemoglobina, esse processo chamado de hemdlise, pode ocorrer quando as células sanguineas
entram em contato com um material, devido a composicdo quimica, a forma e a carga do
mesmo. Por isso, a avaliagdo da hemocompatibilidade de materiais utilizados para entrega de
farmacos (ativos) é muito importante. O material pode ser considerado ndo hemolitico quando
o percentual de hemdlise for inferior a 2%, ligeiramente hemolitico entre 2-5% e hemolitico
quando apresentar percentual acima de 5% de hemdlise (DHANKA; SHETTY;
SRIVASTAVA, 2018; NEUN; ILINSKAYA; DOBROVOLSKAIA, 2018). Assim, as
microparticulas foram testadas quanto a propriedade hemolitica, com concentra¢Ges variando
de 4 pg/mL a 1.000 pg/mL, conforme mostra a Figura 30.

Figura 30 - Estudo de hemocompatibilidade das microparticulas.
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MQ: microparticula de quitosana sem bioativo; MORC: microparticula de quitosana contendo 6leo resina de
copaiba; MOELL: microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de lemongrass (1:10); MOEC-Tg:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de copaiba na presenca de Tween-80; MOEG2:
microparticula de quitosana contendo 6leo essencial de geranio (1:5).
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As microparticulas de quitosana (MQ) e a MOEL1 apresentaram de zero a menos
de 1,5% de hemolise, sendo consideradas ndo hemoliticas nas concentracBes testadas. As
microparticulas MORC e MOEG2 apresentaram até 3,5% de hemdlise, enquanto que a
MOEC-Tg, apresentou hemdlise < 2% nas concentragdes baixo de 0,1 mg/mL e na
concentracdo mais elevada (1,0 mg/mL) em torno de 79% de hemdlise, o que pode estar
relacionado a uma maior citotoxicidade do 6leo essencial de copaiba as células sanguineas.
Portanto, os resultados indicam que as microparticulas produzidas sdo hemocompativeis na
faixa de concentracGes testadas, com excecdo da MOEC-Tgy na concentracdo de 1,0 mg/mL,

sugerindo uma viabilidade dessas microparticulas em aplicages farmacéuticas.
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6 DISCUSSAO GERAL

A proposta deste trabalho de pesquisa consistiu no desenvolvimento de sistemas
simples de carreadores de bioativos para aplicacfes farmacéuticas, por isso, microparticulas a
base de quitosana contendo dleos essenciais foram produzidas por spray drying.

O desenvolvimento da matriz de quitosana teve como objetivo a protecdo do
bioativo contra 0 meio externo, visando aumentar sua estabilidade, a fim de melhorar a
eficiéncia das atividades bioldgica dos 6leos, mantendo a liberagdo por um tempo mais
prolongado, evitando a necessidade de varias dosagens, além de reduzir uma possivel
toxicidade. O método por spray drying foi escolhido devido a obtencdo de microparticulas
secas, que apresentam maior estabilidade, ao baixo custo em relacdo a outros processos de
secagem, a flexibilidade do processo, a possibilidade de aumento de escala, além desse
método ndo exigir o uso de solventes organicos, dessa forma, ndo necessita de etapas de
purificacdo. A preferéncia pela quitosana como a matriz polimérica do sistema foi devido
algumas vantagens como a biocompatibilidade, a biodegradabilidade, por apresentar atividade
antibacteriana e conferir caracteristicas importantes ao sistema como: carga superficial
positiva, além de ser um bom estimulador de células do sistema imunolégico, como o0s
macrofagos, mostrando efeito imunoterapéutico contra parasitas, como a Leishmania, que
pode ser considerada uma potencial aplicacdo farmacéutica para as microparticulas
desenvolvidas (ESTEVINHO et al., 2013; HOSEINI et al., 2016; KUNJACHAN et al.,
2011).

Os 0leos estudados foram selecionados com base na atividade bioldgica presente
na literatura. O OE de geranio apresenta atividade inseticida e antifingica, o OE de
lemongrass, também apresenta atividade antifingica, antimicrobiana e antitumoral, seu
constituinte principal é o citral, que tem atividade contra as formas promastigotas da
Leishmania chagasi e atividade antiproliferativa em formas amastigotas e promastigotas da
Leishmania amazonensis, provocando alteracdes morfoldgicas e estruturais nas formas
promastigotas (SANTIN et al., 2009; BRITO, 2013). O 6leo de copaiba apresenta atividade
anti-inflamatoria, antiviral e analgésica, o B-cariofileno, seu principal constituinte, também
apresenta atividade antitumoral, além disso, varios estudos mostram a atividade leishmanicida
desse 6leo, Santos et al. (2008) relatam que os 6leos de copaiba de diferentes espécies
mostram atividade contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Rondon et al.

(2012) mostraram a eficacia do Oleo-resina de Copaifera reticulata sobre as formas
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promastigotas e amastigotas de Leishmania chagasi em testes in vitro, nos quais também
evidenciam a auséncia de citotoxicidade do 6leo de copaiba.

Diferentes formulacbes de microparticulas foram preparadas, a fim de avaliar a
influéncia da proporc¢édo (1:10 e 1:5) de massa de polimero para massa de 6leo adicionadas na
mistura, em relacdo a eficiéncia (EE) e o teor de encapsulamento (TE), assim como
formulacgdes na proporcéo de 1:10 foram preparadas com a adi¢do de Tween-80 na tentativa
de melhorar o teor de Oleo encapsulado. No geral a EE e TE das microparticulas foram
baixos, com excecdo da MORC e MOEG2 que tiveram uma eficiéncia consideravel (58,6 e
58,5%, respectivamente), essa Ultima apresentando a maior quantidade de 6leo encapsulado.
Esses resultados podem ter sido influenciados por pardmetros do processo, bem como pelo
método de secagem utilizado, portanto, um estudo da variacdo do tempo e da velocidade de
agitacdo, alem do resfriamento do sistema pode ser necessario, assim como é valido a
comparagdo com outros métodos de encapsulamento e secagem, como, por exemplo, a
liofilizac&o, ou a combinacédo da gelificagdo idnica com o processo de secagem. A adigédo do
Tween-80 aumentou a EE e o TE, como esperado.

O MEV revela microparticulas com forma esférica, e tamanho médio entre 2-3
um, que segundo a literatura, pode ser favoravel a administracdes sistémicas e a fagocitose
das microparticulas. O potencial zeta, em meio aquoso, apresentou carga positiva, 0 que pode
facilitar a absorcdo das microparticulas por membrana celular, que possui carga negativa
(DOROUD; RAFATI, 2012; KUNJACHAN et al., 2011). A partir dos gréaficos de FTIR é
possivel dizer que a matriz de quitosana interage fisicamente com os 6leos, pois ndo houve
evidéncias de picos caracteristicos dos mesmos, com exce¢do da microparticula com dleo
resina de copaiba, mostrando uma interacdo mais forte com a quitosana em relacdo aos
demais Oleos. Pelas analises térmicas € possivel verificar uma boa estabilidade das
microparticulas, evidenciando que a matriz polimérica proporciona maior protecdo térmica
aos 0Oleos, bem como, os deslocamentos nos picos endotérmicos apresentados no DSC podem
indicar o encapsulamento dos 6leos, devido as interacdes que os diferentes constituintes
podem exercer com a quitosana. A liberacdo do OE de geranio da microparticula (MOEG2)
pode ser favorecida em meio acido, devido a protonacdo dos grupos amino da quitosana,
provocando o intumescimento e parcial dissolugdo da matriz polimérica, esse comportamento
é propicio a liberacdo do bioativo nos lisossomos, podendo dessa forma, aumentar a eficacia
do composto (HASHEMINEJAD et al., 2019; KUNJACHAN et al., 2011; SHETTA et al.,
2019)
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Tanto os Oleos ndo encapsulados quanto as microparticulas apresentaram
atividade de inibicdo da acetilcolinesterase, com destaque para os 6leos de copaiba e de
geranio e suas respectivas microparticulas testadas. Nos testes de toxicidade frente a Artemia
salina, novamente os OE de geranio e de copaiba ficaram em destaque, mostrando alta
toxicidade aguda, que pode ser relacionada com a atividade antibacteriana, antifingica e
inseticida desses 6leos, que também evidenciaram hemocompatibilidade, com exce¢do da
microparticula com OE de copaiba na concentracdo mais elevada (1,0 mg/mL).

Portanto, entre as formulacbes produzidas e os Oleos testados, os melhores
resultados foram obtidos pelo OE de geranio e sua microparticula na propor¢do de 1:5
(MOEG2).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Microparticulas de quitosana contendo 6leos essenciais foram produzidas com e
sem a presenca de surfactante (Tween-80) por spray drying. As microparticulas de quitosana
que apresentaram maior eficiéncia de encapsulamento, acima de 50%, foram a do dleo
essencial de geranio e do 6leo resina de copaiba, mostrando uma boa interacdo com a matriz
polimérica e bioatividade.

Em geral, os 6leos e microparticulas apresentaram boa atividade de inibicdo da
acetilcolinesterase, aumentando o potencial inibitério com o teste no periodo de tempo mais
prolongado. No teste de toxicidade para a Artemia salina, as microparticulas apresentaram
baixa toxicidade (CLso acima de 890 pg/mL) para 0 0leo encapsulado, enquanto os OEs de
geranio e de copaiba tiveram uma alta toxicidade (CLso abaixo de 100 pg/mL), esse teste pode
servir como avaliacdo preliminar, indicando que esses 6leos podem apresentar atividade
antileishmania ou antitumoral. A quitosana ndo apresentou atividade para os testes realizados,
mas as microparticulas de quitosana sem e com o0s 06leos encapsulados, apresentaram
hemocompatibilidade em concentra¢des até 0,1 mg/mL.

Os resultados demonstram que as microparticulas de quitosana produzidas por
spray drying sdo capazes de encapsular e proteger os 6Oleos essenciais, conferindo maior
estabilidade térmica, permitindo uma liberacdo mais lenta, sendo, portanto, uma opc¢do de

encapsulamento de bioativos.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se:

a) Modificagdes de pardmetros como: tempo, velocidade de agitacdo e ajuste de
propor¢des de Oleo essencial, polimero e surfactantes, com objetivo de produzir
particulas menores e com uma melhor eficiéncia de encapsulamento.

b) Resfriamento do sistema durante o processo de producdo da emulséo.

c) Adicdo de agentes reticulantes e utilizacdo de outro método de secagem, como a
liofilizacdo, para efeito de comparacdo de tamanho de particulas e teor de
encapsulamento.

d) Teste de citotoxicidade in vitro e teste contra Leishmania.
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APENDICE A - CURVAS DE CALIBRACAO

Figura 31 - Curva de calibracdo dos OE de geranio (214,5 nm) e lemongrass (229nm) em

etanol.
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Figura 32 - Curva de calibracdo do 06leo resina (229nm) e do 6leo essencial de copaiba
(219nm) em etanol.
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Figura 33 - Curva de calibracdo dos OE de Geranio (205 nm) em PBS e 10% (v/v) de Etanol

(95% PA).
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Figura 34 - Curva de calibracdo dos OE de Geranio (203,5 nm) em HCI e 10% (v/v) de Etanol

(95% PA).
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APENDICE B - MODELOS CINETICOS APLICADOS

Figura 35 - Modelo cinético de ordem zero.
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Figura 36 - Modelo cinético de primeira ordem.
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Figura 37 - Modelo cinético de Higuchi.
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Figura 38 - Modelo cinético de Korsmeyer-Peppas.
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