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RESUMO

Lippia origanoides Kunth, conhecida popularmente como “alecrim-pimenta”, possui um 6leo
essencial (OELO) cujo constituinte majoritario é o timol e que exibe diversas atividades
bioldgicas, podendo-se destacar a atividade larvicida contra o Aedes aegypti. Dessa forma, pode
constituir uma alternativa aos larvicidas sintéticos. No entanto, € necessario contornar
limita¢des apresentadas pelos 6leos essenciais, como sua volatilizacdo. Ademais, uma liberacao
lenta € interessante, pois possibilita a diminui¢do da frequéncia de reaplicacdes. O presente
estudo teve como objetivo desenvolver esferas/beads de alginato de calcio contendo OELO
reticuladas com cloreto de célcio, de liberacdo lenta para possivel aplicagdo como larvicida
contra ao Aedes aegypti. O OELO foi obtido PRONAT LTDA. e teve seu teor de timol
determinado por espectrofotometria UV-Vis a 275 nm. As esferas foram produzidas pelo
gotejamento de emulsdes compostas de OELO, Tween 20 e solugdes de Alginato de Sédio
(ALG) a 1,5, 2 e 2,5% em Cloreto de Calcio 5%, para obtencdo de trés formulacdes, com
secagem em dessecador acoplado a bomba de vacuo. As esferas foram caracterizadas quanto
ao tamanho, pelo processamento de imagens no software Image J, dados os quais foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA), além da sua Eficiéncia de Encapsulagdo (EE) pela
extracdo do timol por trituragdo com etanol absoluto e leitura espectrofotométrica. Foi realizado
ensaio de liberacdo com as esferas em solugdo de Tween 20 e retirada de aliquotas nos tempos
de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos e posterior leitura espectrofotométrica, sendo os
resultados processados em DDSolver para andlise de cinética de liberacdo. Para o OELO
analisado, obteve-se o teor de 79,17% de timol. Para os beads com 1,5%, 2% e 2,5% de ALG
observou-se proporcionalidade entre as concentragdes de ALG e o tamanho, além da obtencdo
de respectivos 49,41%, 44,98% e 62,88% de EE, com maior recuperacdao para a formulacao
com maior concentracdo de ALG. Ja no ensaio de liberagdo, foi verificado o OELO foi liberado
mais lentamente pela formulacdo 1,5% ALG, mas observou-se melhor linearidade para ALG
2,5%. Ademais, as trés formulagdes encaixam-se no modelo de Korsmeyer-Peppas e tém
liberagdo regida por mecanismo de difusdo. Portanto, o estudo demonstrou a possibilidade de
se formular um possivel larvicida contra o vetor de doencas ainda prevalentes como a Dengue,

Zika e Chikungunya, e que possa proteger e controlar a liberacdo do ativo vegetal escolhido.

Palavras-chave: compostos fitoquimicos; 6leos volateis; formulacdo; tecnologia farmacéutica.



ABSTRACT

Lippia origanoides Kunth, popularly known as “alecrim-pimenta”, has an essential oil (OELO)
whose major constituent is thymol, which exhibits several biological activities, highlighting the
larvicidal activity against Aedes aegypti. Thus, it may constitute an alternative to synthetic
larvicides. However, it is necessary to overcome limitations presented by essential oils, such as
their volatilization. Furthermore, a slow release is interesting, as it makes it possible to reduce
the frequency of applications. The present study aimed to develop spheres/beads of calcium
alginate containing OELO cross-linked with calcium chloride, slow release for possible
application as a larvicide against Aedes aegypti. The OELO was obtained from PRONAT
LTDA. and had its thymol content determined by UV-vis spectrometry at 275 nm. The spheres
were produced by dripping emulsions composed of OELO, Tween 20 and Sodium Alginate
(ALG) solutions at 1.5, 2 and 2.5% in Calcium Chloride 5%, to obtain three formulations, with
drying in desiccator coupled to the vacuum pump. The spheres were characterized in terms of
size, by processing images in the Image J software, data which were submitted to analysis of
variance (ANOVA), in addition to their Encapsulation Efficiency (EE) by extracting thymol by
grinding with absolute ethanol and reading spectrophotometric. A release test was carried out
with the spheres in Tween 20 solution and aliquots were withdrawn at times of 30, 60, 90, 120,
150 and 180 minutes and subsequent spectrophotometric reading, with the results processed in
DDSolver for analysis of release kinetics. For the analyzed OELO, the content of 79.17% of
thymol was obtained. For beads with 1.5%, 2% and 2.5% ALG, proportionality was observed
between ALG concentrations and size, in addition to obtaining the respective 49,41%, 44,98%
and 62,88% of EE, with higher recovery for the formulation with higher concentration of ALG.
In the release assay, it was verified that OELO was released more slowly by the 1.5% ALG
formulation, but better linearity was observed for 2.5% ALG. Furthermore, the three
formulations fit the Korsmeyer-Peppas model and release is governed by a diffusion
mechanism. Therefore, the study demonstrated the possibility of formulating a possible
larvicide against the vector of still prevalent diseases such as Dengue, Zika and Chikungunya,

and that can protect and control the release of the chosen plant active.

Keywords: phytochemicals; oils, volatile; formulation; technology, pharmaceutical.
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1 INTRODUCAO

Dengue, Zika e Chikungunya sdo arboviroses que apresentam uma notavel
importancia epidemioldgica para o cendrio de satide, ndo sé do Brasil, mas do mundo. Isso se
d4, dentre outros fatores, pela rdpida disseminacdo geogrifica do mosquito vetor, o Aedes
aegypti (SILVA et al., 2019).

O controle do artrépode vetor ainda é uma das principais medidas utilizadas para a
diminui¢do da transmissdo dos virus causadores dessas doengas, visto que ainda ndo ha
tratamentos especificos (DORIA et al., 2010). Dito isso, dentre as estratégias de controle
vetorial do A. aegypti, sdo utilizados mecanismos classificados em controles fisicos, biolégicos
e quimicos (ZARA et al., 2016), sendo observado o emprego de larvicidas, com a utilizacdo de
inseticidas sintéticos (DC)RIA et al., 2010).

No entanto, € importante ressaltar que o uso desses inseticidas pode resultar na
aquisicdo de resisténcia (BRAGA; VALLE, 2007) e polui¢cdo ambiental, sendo problemas que
podem constituir uma barreira para o controle do vetor (SILVA et al., 2019), os quais somam-
se a possibilidade de toxicidade a organismos ndo-alvo. Dessa forma, pode-se olhar para os
agentes vegetais como possivel alternativa para solucionar os problemas acarretados pelo uso
de larvicidas sintéticos.

A Lippia origanoides Kunth é popularmente conhecida como alecrim-pimenta,
pertence a familia Verbenaceae, e é relatada na literatura como de maior ocorréncia no Nordeste
(BRASIL, 2018). Uma revisao realizada por Pereira Morao et al. (2020), demonstrou que o
principal constituinte em estudos cearenses realizados com 6leos essenciais de L. origanoides
era o timol. Ademais, alguns pesquisadores ja demonstraram a atividade larvicida do OELO
frente as larvas de A. aegypti (COSTA et al., 2005; CARVALHO et al., 2003). Desse modo,
escolheu-se o 6leo essencial de L. origanoides para a realizacao do trabalho.

Contudo, ¢ importante destacar que, apesar das vantagens oferecidas pelos dleos
essenciais, algumas caracteristicas de instabilidade podem ser atribuidas a eles, como a
oxidacdo em contato com o oxigénio durante o armazenamento, fotodegradagdo, além da
propria volatilidade a temperaturas mais amenas e da pouca solubilidade em 4gua (EL
ASBAHANI et al., 2015; KHAYYAT; ROSELIN, 2018). Desse modo, pode-se utilizar de
técnicas de formulacdo, como a encapsulacdo, para contornar essas limitagdes, além de

possibilitarem uma liberacao lenta dos componentes, (EL ASBAHANI et al., 2015).
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Ao encapsular as substancias, pode-se observar vantagens como melhora no
manuseio, na estabilidade fisica, quimica e bioldgica, prote¢do contra degradagdo pela luz ou
oxigénio, melhor distribui¢do, possibilidade de controle da desintegracdo das particulas, entre
outros (MARTINS, 2022). Sendo assim, a utilizacdo dessa estratégia é de bastante interesse
para a melhora das caracteristicas dos OE.

Entdo, ressaltando a prevaléncia das arboviroses transmitidas pelo A. aegypti e a
necessidade da utilizacdo de medidas de controle vetorial menos prejudiciais, o estudo do
desenvolvimento de uma formulagdo larvicida oriunda de materiais mais bem tolerados — como
pela utilizacdo de ativos vegetais — demonstra-se como uma boa alternativa a utilizacdo de
larvicidas sintéticos. Além disso, a utilizagdo de técnicas simples como a encapsulacdo por
gelificacdo 10nica, com o uso de materiais encapsulantes como o alginato de sédio, €
interessante, ao passo que pode melhorar a performance do OELO, tanto ao protegé-lo da

degradacdo, quanto ao possibilitar o controle de liberagao dele.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver esferas/beads de alginato de sédio contendo 6leo essencial de Lippia
origanoides Kunth (OELO) reticuladas com cloreto de cdlcio, de liberagao lenta para possivel

aplicacdo como larvicida contra o Aedes aegypti.

2.2 Objetivos Especificos

e Construir curva de calibrag¢do para o timol;

e Determinacgdo do teor de timol no OELO;

e Desenvolver esferas/beads com diferentes concentragdes de alginato de sddio
carregadas com OELO;

e Determinar o tamanho das esferas/beads produzidas;

e Avaliar a eficiéncia de encapsulacao das esferas/beads;

e Avaliar o perfil de liberacdo in vitro do OLEO das esferas/beads.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Arboviroses: Aspectos gerais

No Brasil, a Dengue, a Zika e a Chikungunya sdo as arboviroses de maior
importancia epidemioldgica transmitidas pelo A. aegypti, além da febre amarela, que apesar de
haver uma restricio a certas regides do pais e menor propor¢do de incidéncia quando
relacionada com as outras ja citadas, ainda apresenta alto risco de disseminacdo. Os virus
causadores dessas infeccOes sdo transmitidos a vertebrados, inclusive a seres humanos,
principalmente por picadas de mosquitos infectados do género Aedes (TEDJOU et al., 2019),
no territério brasileiro, mais especificamente, durante o repasto sanguineo das fémeas da
espécie Aedes aegypti.

Enfrenta-se no Brasil, desde 1986, quase que de forma ininterrupta, epidemias de
dengue, sendo observada atualmente a circulagdo dos quatro sorotipos virais responsaveis pela
doenca (DENV-1; DENV-2; DENV-3; DENV-4), onde se convive comumente com falhas na
prevencdo, as quais sdo atribuidas a fatores que extrapolam o setor da saide (VALLE,;
PIMENTA; AGUIAR, 2016).

No segundo semestre de 2014, foi confirmada por métodos laboratoriais, a
autoctonia do Chikungunya (CHIKV) nos estados do Amapa e da Bahia, passando a conviver
com uma segunda doenca causada pelo Aedes aegypti. Atualmente, todas as Unidades da
Federacdo (UF) registram transmissao autéctone deste arbovirus. Em 2015, foi identificado pela
primeira vez no continente americano, em alguns estados da regido Nordeste do Brasil, outro
virus transmitido pelo Aedes aegypti, o Zika virus (ZIKV) e desde entdo se disseminou para
todo o pais (BRASIL, 2017).

Segundo a Organizac¢do Pan-Americana de Satide, a dengue € a arbovirose de maior
impacto quanto ao niimero de casos na Regido das Américas, com ciclos epidémicos entre 3 e
5 anos. Além disso, relata que no ano de 2022, foram notificados cerca de 2.811.433 casos,
caracterizando esse ano como o terceiro maior em nimero de casos, ficando atrds apenas de
2016 e 2019.

Trazendo os dados para o panorama municipal de Fortaleza, nos 37 anos desde que
a dengue € endémica na capital cearense - sendo introduzido o sorotipo DENV-1 em 1986 -

foram confirmados 358.208 casos e 295 6bitos. Em relag@o a Chikungunya, desde que os casos
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autéctones foram confirmados a partir de 2015, em Fortaleza, foram confirmados 97.345 casos
e 189 6bitos. Ademais, para a febre Zika, a doenca foi incluida na lista de doencas de notificacdo
compulsdria a partir de 2016, quando foi associada aos casos de microcefalia, entdo, entre 2016
e 2020 foram confirmados 1.662 casos em residentes da cidade (FORTALEZA, 2022).

Desse modo, essas arboviroses ainda sdo bastante prevalentes no panorama de
saide do nosso pais, representando um desafio para controle, vigilancia epidemioldgica e

manejo clinico.
3.1.1 Aedes aegypti

A espécie Aedes aegypti € origindria do continente africano, considerado
atualmente um mosquito cosmopolita, encontrado principalmente em regides onde existem
atividades humanas intensas, pois apesar de se proliferarem em orificios de arvores e outros
recipientes naturais com dgua acumulada, sdo os recipientes artificiais criados por essas
atividades, como pneus, baldes, residuos plasticos, vasos de plantas e outros que possam
acumular dgua, os preferidos para a proliferacao dessa espécie (OLIVEIRA, 2017; ACIOLY,
20006).

O ciclo evolutivo desse género compreende 5 fases imaturas apds eclosdo do ovo
(metamorfose completa), sendo 4 larvarias e 1 de pupa, até a fase adulta, como demonstrado na
Figura 1. As fémeas da espécie sdo hematéfagas, necessitando do sangue para desenvolvimento
ovariano adequado e maturacdo dos ovos, sendo observada preferéncia antropofagica

(OLIVEIRA, 2017).

Figura 1: Ciclo de vida do Aedes aegypti

Fonte: BRASIL, 2008.
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Desse modo, a competéncia que o A. aegypti tem como vetor (adaptacdo ambiental
e as medidas de controle) e a transmissao vertical (transmissao viral para a prole), fazem dessa
espécie, um 6timo meio de transmiss@o para algumas das principais arboviroses existentes no
Brasil (CONSOLI; OLIVEIRA 1994).

O A. aegypti também pode ser considerado como uma espécie tropical ou
subtropical, pois ndo suporta invernos muito rigorosos, desse modo, apesar da grande dimensao
do Brasil, o pais demonstra-se como um habitat favordvel para o mosquito (ACIOLY, 2006).
Além disso, € notavel que condi¢des sociais (densidade populacional, atividade econdmica etc.)
e ambientais (umidade, temperatura etc.) sdo fortemente determinantes da sua capacidade
reprodutiva e dentre as condi¢cdes climaticas, destaca-se a precipitacio pluviométrica
(ACIOLY, 2006). Desse modo, observa-se que quando hd aumento das chuvas em determinada
regido, ha consequente aumento da densidade populacional do mosquito, visto que ocorre o

acumulo de 4dgua nos recipientes ao redor dos domicilios (EDMAN et al., 1998).

3.1.1.1 Medidas de controle vetorial

O controle do A. aegypti representa um desafio, pois apesar de haver politicas
direcionadas a isso, como a disponibilizacdo de recursos, implementa¢cdo de programas como
as acdes dos agentes de endemias, entre outros, existem fatores como os problemas de
infraestrutura das cidades (baixas coberturas das coletas de lixo; intermiténcia no abastecimento
e distribuicdo de dgua, etc.) e a deficiéncia de participacdo da populagdo que comprometem a
efetividade das medidas tradicionais de controle (COELHO, 2008). Além disso, apesar de haver
uma vacina contra a dengue disponivel no Brasil (Dengvaxia), a qual é fabricada pelo
laboratorio francés Sanofi Pasteur, o imunizante € vendido na rede privada, ndo esta disponivel
no Programa Nacional de Imunizagdes e apresenta algumas restricdes de uso, como a faixa
etaria e a aplicacdo ser recomendada somente em pacientes que ja contrairam a doenca
(PEIXOTO, 2022). No entanto, vale destacar a mais recente aprovacdo da ANVISA ao registro
da vacina Qdenga, da empresa Takeda Pharma Ltda., a qual € composta por quatro diferentes
sorotipos do virus causador da doenga, conferindo assim uma ampla prote¢do contra a dengue
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2023), contribuindo como uma

medida de preveng¢do com menos restricoes do que o imunizante anteriormente mencionado.
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Como estratégias de controle do mosquito, trés mecanismos gerais podem ser
destacados: o controle fisico, o qual consiste na ado¢ao de praticas capazes de eliminar o vetor
e os recipientes criadouros e/ou diminuir o contato do vetor com o ser humano; o controle
bioldgico, que € baseado na utilizagdo de predadores ou patdgenos capazes de reduzir a
populacdo do vetor; e o controle quimico, que utiliza substancias capazes de matar o A. aegypti
na fase larvaria ou de mosquito adulto (ZARA et al., 2016).

Na eliminacdo das larvas de A. aegypti sdo utilizados inseticidas sintéticos, tais
como organofosforados, piretroides e carbamatos, que sdo altamente t6xicos (SILVERIO etal.,
2020). Dito isso, vale destacar que o uso desses inseticidas pode resultar em resisténcia aos
inseticidas, nos quais se incluem a diminui¢do da taxa de penetracdo pela cuticula, detoxificacao
metabolica aumentada e diminuicdo da sensibilidade do sitio-alvo (BRAGA; VALLE, 2007)
além de polui¢ao ambiental, sendo problemas que podem constituir uma barreira para o controle

do vetor (SILVA et al., 2019), os quais somam-se com outros ja mencionados.

3.1.1.2 Agentes vegetais como medida de controle

E notdvel a contribuicio que o reino vegetal oferece ao fornecer uma variedade
enorme de substincias com valor agregado as suas possiveis aplicacdes como medicamentos,
cosméticos, agroquimicos etc. Deste modo, os importantes metabdlitos secunddrios existentes
na grande biodiversidade brasileira, e até mais especificamente, nordestina, se apresentam
como componentes vegetais de interesse para a pesquisa da atividade larvicida e inseticida
objetivando o controle do A. aegypti.

Além da possibilidade de atividade larvicida intrinseca dos metabdlitos secundarios
vegetais, caracteristicas como a seguranca frente a populacao e ao meio ambiente aumentam o
interesse na investigacdo desses componentes para uso no controle vetorial das arboviroses
(ZARA et al., 2016). Segundo um estudo realizado por Santos et al. (2010 apud ZARA et al.,
2016) cerca de 21 compostos naturais apresentaram atividade larvicida contra A. aegypti. Dito
1880, a investigacdo quanto a outros desses compostos pode aumentar os recursos disponiveis
para o controle vetorial do mosquito, como larvicidas a base de extratos vegetais, Oleos
essenciais e metabolitos secunddrios isolados, os quais representam opcdes alternativas a

utilizacdo de larvicidas sintéticos.
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3.2 Oleos essenciais

A Resolugdo da Diretoria Colegiada n°2 de 2007 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (2007) define os 6leos essenciais (OE) como produtos voléteis de origem
vegetal obtidos por processo fisico, como hidrodestilacdo por arraste com vapor de 4gua,
destilagdo a pressdo reduzida ou outro método adequado. De acordo com a International
Organization for Standartization (ISO, 1997), os 6leos essenciais possuem entre 20 e 60
componentes em concentragdes diferentes, o que contribui com potencial sinérgico entre esses
componentes.

Os OE podem ser biossintetizados em diferentes partes das plantas na forma de
metabolitos secundarios (substincias ndo essenciais, como para mecanismos de protecao, entre
outros), como em flores, brotos, folhas, frutas, galhos, casca, sementes e raizes (EL
ASBAHANI et al., 2015). Por conseguinte, os OE podem ser armazenados em células
secretoras de tricomas glandulares, cavidades e células epidérmicas e sua producdo, ou seja, a
composi¢do dos mesmos, pode variar de acordo com diversos fatores, como o método de
extracdo, época de colheita, parte da planta usada na extracdo, regido geografica, diferencas
genéticas, estdgio de maturacdo e condi¢des experimentais (DHIFI et al., 2016). Além disso,
possuem natureza hidrofébica, e, geralmente, apresentam densidade menor que a da dgua, boa
solubilidade em diversos solventes organicos, aspecto incolor ou levemente amarelado e odor
caracteristico.

Os OE compreendem uma mistura complexa de compostos volateis, representados
principalmente pelos terpenos e terpenoides. Os terpenos dividem-se majoritariamente em
monoterpenos, que representam mais de 80% da composi¢do dos Oleos essenciais, €
sesquiterpenos, enquanto os terpenoides, também designados de isoprenoides, consistem em
derivados oxigenados dos terpenos, como dlcoois, aldeidos, cetonas, acidos, fendis, éteres e
ésteres (EL ASBAHANI et al., 2015). A principal estrutura dos terpenos € o isopreno,
representado pela formula estrutural (CsHs)n, onde “n” representa o nimero de unidades de
isopreno ligadas. Desse modo, uma das classificagdes desse grupo de substincias € baseada na
quantidade de unidades de isopreno que formam a molécula, sendo, por exemplo, os
monoterpenos formados por duas unidades de isopreno (CioHis), enquanto os sesquiterpenos

s@o formados por trés unidades (CisHs2) (KHAYYAT; ROSELIN, 2018).
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3.2.1 Oleo essencial de Lippia origanoides Kunth

Lippia origanoides Kunth, de sinonimia Lippia sidoides Cham., popularmente
conhecida como alecrim-pimenta, ¢ uma planta pertencente a familia Verbenaceae e € relatada
na literatura como de maior ocorréncia na regido Nordeste do pais (BRASIL, 2018). O dleo
essencial oriundo de suas folhas € rico em timol e carvacrol (MELO et al., 2011).

Apesar de, como ja mencionado, muitas varidveis determinarem a composic¢ao dos
Oleos essenciais extraidos de uma mesma espécie, ainda mais em um pais de dimensdes tao
grandes quanto as do Brasil (diferencas de solo, temperatura e clima entre as regides), a revisao
realizada por Pereira Mordo et al. (2020), demonstrou que os principais constituintes em
estudos realizados com 6leos essenciais de L. origanoides (OELO) em diferentes periodos eram
o timol e o carvacrol (estruturas quimicas demonstradas na Figura 2), sendo, nos estudos

cearenses, maior a presenca de timol.

Figura 2: Estruturas quimicas do carvacrol e do timol

CHs OH CHj

OH
HaC CHs

CHg ch

carvacrol timol

Fonte: SOUZA; FERRAS-FREITAS; OLIVERIA, 2016.

Além disso, alguns estudos ja foram realizados visando a investigacdo da atividade
larvicida do OELO, como o realizado por Costa et al. (2005), ao observar o comportamento
bioldgico de larvas de Aedes aegypti e registrar a mortalidade de 100% das larvas em periodo
de apenas 10 minutos de tratamento. Além do estudo feito por Carvalho et al. (2003), que
demonstrou que a eficdcia larvicida do 6leo foi maior que a do inseticida organofosforado
Temefos.

Contudo, ¢ importante destacar que, apesar das vantagens oferecidas pelos dleos

essenciais, como sua baixa ou nenhuma toxicidade observada em mamiferos em condi¢des
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experimentais e sua carateristica biodegraddvel (SILVERIO er al., 2020), algumas
caracteristicas de instabilidade podem ser atribuidas a eles. Esses problemas ocorrem devido a
fatores tanto externos quanto internos, os quais favorecem reagdes quimicas de degradagao,
como a presenca de oxigénio durante o armazenamento levando a oxidagdo e a exposicao a luz
podendo levar a mudangas significativas na estrutura das substancias (EL. ASBAHANI et al.,
2015; KHAYYAT; ROSELIN, 2018), além da prépria volatilidade a temperaturas mais amenas
e da pouca solubilidade em 4gua.

Desse modo, pode-se destacar opgdes para contornar esses problemas de
estabilidade, como a utiliza¢do da tecnologia farmac€utica, como a nano e microencapsulacao
(SILVERIO et al., 2020). Entdo, estratégias de formulacdo demonstram-se como essenciais
para o uso seguro e eficaz dos OE como larvicida, além de possibilitarem uma liberacao lenta
dos componentes, com possivel diminui¢do da necessidade de reaplicac¢ao constante do produto

larvicida.

3.3 Encapsulacao de 6leos essenciais

Entende-se como encapsulacdo, uma tecnologia de aprisionamento de substancias
sOlidas, liquidas ou sdélidas, baseada em envolvé-las com uma parede de revestimento ou em
incorpord-las em matrizes com a utilizacdo de um ou mais materiais de parede, para a obtencao
de particulas (NAZZARO et al., 2012), havendo possibilidade da aplicacao dessa estratégia em
diversas dreas, como a farmacéutica, cosmética, alimenticias, agroquimica, entre outras.

Ao encapsular as substincias, pode-se observar vantagens como melhora no
manuseio, na estabilidade fisica, quimica e bioldgica, protecdo contra degradacdo pela luz ou
oxigénio, melhor distribui¢do, possibilidade de controle da desintegracio das particulas, entre
outros (MARTINS, 2022). Desse modo, a utilizacdo dessa estratégia é de bastante interesse
para a melhora das caracteristicas dos OE.

As técnicas de encapsulagcdo, geralmente, determinam as propriedades fisico-
quimicas das particulas obtidas, como o tamanho e a forma das particulas, a solubilidade, a
eficiéncia de encapsulagcdo e os mecanismos de liberacao, desse modo, ¢ de suma importancia
a escolha de uma técnica de encapsulacdo adequada as propriedades requeridas das particulas,

ao material a ser aprisionado e ao material de parede a ser utilizado (EZHILARASI ez al. 2012).
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Assim, o encapsulamento de um OE envolve importantes etapas de escolha da técnica de
encapsulacdo e do material de parede adequado as finalidades requeridas (MARTINS, 2022).
Pela possibilidade da produgao de capsulas na faixa de nanometros, técnicas como,
emulsificacdo, coacervagdo, complexacao de inclusdo, emulsificacdo-evaporagdo de solvente,
nanoprecipitacdo e técnica de fluido supercritico sdo consideradas de nanoencapsulagdo
(EZHILARASI et al., 2012), sendo processos mais comumente apresentados na literatura os
de: coacervacdo complexa, gelificacdo i0nica, layer-by-layer (LBL), emulsificacdo e secagem

por pulverizagdo.

3.3.1 Gelificagdo ionica

A gelificacdo i6nica é uma técnica fisico-quimica de producdo de particulas, que
consiste na formacgao de estruturas gelatinosas, geralmente de formato esférico e em dimensdes
nanométricas, que tem por base a interacdo entre as cargas opostas de um polimero e contra-
fons de um agente reticulante (MARTINS, 2022). Por ser atoxica, livre de solventes organicos,
simples, ndo requer altas temperaturas ou pH extremo, a técnica de gelifica¢do i0nica torna-se
de baixo custo em comparacdo com outras técnicas, como as citadas no tépico 3.3, e pode ser
empregada em diversas aplicagdes (VALLE et al., 2021), inclusive, destacam-se caracteristicas
favoraveis a aplicacdo da encapsulacio de OE, como o fato de ndo ser necessario o
aquecimento.

Os encapsulantes mais comumente empregados nos estudos de microencapsulacao
sdo hidrocoloides de gomas vegetais, gelatina, amido modificado, dextrinas, lipideos,
emulsificantes e algumas fontes alternativas como quitosana, obtida a partir da quitina, extraida

da casca de crustaceos (PEREIRA, 2007).

3.3.2 Alginato de sodio

Os alginatos sdo moléculas oriundas, principalmente, das paredes celulares de algas
marinhas marrons pertencentes a classe Phaeophyceae, das quais sao extraidas para diversas
aplicacdes. No entanto, apesar de menos frequente, também podem ser obtidos como produtos

de microrganismos dos géneros Pseudomonas e Azotobacter (MULLER, et al. 2011).
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Figura 3: Caracteristicas estruturais do alginato
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Fonte: Adaptado de DRAGET; TAYLOR, 2011)
Legenda: (a) mondmeros; (b) conformacgao da cadeia; (c) distribuicdo dos

blocos.

Sdo classificados como polissacarideos de conformagdo linear, compostos por
mondmeros de acido B-D-manurdnico (M) e 4cido a-L-gulurénico (G), os quais sdo unidos por
ligagdes do tipo a(1—4) glicosidicas, podendo possuir blocos homopoliméricos (GG e MM) e
heteropoliméricos (GM) nas suas cadeias (DRAGET; TAYLOR, 2011), como demonstrado na
figura 3.

O alginato em presenca de cations bivalentes como o de calcio formam hidrogéis,
filmes, esferas, micro e nanoparticulas, onde os mondmeros formadores do polissacarideo se
conformam de modo a criar uma estrutura tridimensional ao redor do fon bivalente
(reticulagdo), fazendo “zig-zags” ao longo da estrutura, sendo esse modelo proposto por Morris
e colaboradores e denominado de Modelo da Caixa de Ovo (Egg-box model) (GRANT et al,
1973). Desse modo, hd possibilidade para o encapsulamento de uma série de substancias, tais
quais os 6leos essenciais. Matrizes de ALG/Ca (microesferas) tém sido também empregadas

para a liberacdo de inseticidas (PAULA, et al. 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da pesquisa

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Farmacotécnica da Universidade

Federal do Ceara.

4.2 Materiais

Os materiais utilizados para producao das esferas foram: o polimero Alginato de
sédio; Cloreto de calcio como substincia reticulante e o Tween 20 (Polissorbato 20) como
agente emulsionante. O OELO foi fornecido pela PRONAT - Produtos Naturais LTDA. Para
constru¢do da curva de calibracdo de timol, extracdo, solubilizacdo e dilui¢do para as leituras
espectrofotométricas, foram utilizados Timol, Etanol, Lauril sulfato de sodio (L.S.S.) e Tween

20 como reagentes para andlise (PA).

4.3 Métodos

O timol foi escolhido como o marcador das andlises referentes ao OELO e a técnica
de espectrofotometria UV-Vis (Espectrofotdmetro UV-Vis SHIMADZU, modelo UV-1203)
foi o método analitico de escolha para as andlises realizadas no trabalho, sendo as leituras

realizadas no comprimento de onda de 275 nm (NORWITZ; NATARO; KELIHER, 1986).

4.3.1 Curva de calibracdo de timol

Para a constru¢do da curva de calibracdo, o timol puro foi dissolvido em etanol
absoluto e diluido em solucdo de L.S.S. na concentracdo 0,1% (p/v), sendo preparadas solugdes
com as concentragdes finais de timol de 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pg/mL, as quais foram
submetidas a leitura espectrofotométrica no comprimento de onda de 275 nm. Os resultados
foram tabulados em Excel para obtencao da equacdo da reta e do coeficiente de correlagdo (R?).

Outra curva de calibragdo foi construida pela dissolugdo de timol puro em etanol

absoluto e dilui¢cdo em solucdo de Tween 20 0,1% (p/v), sendo preparadas solucdes com as
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concentracdes finais de timol de 5, 30 e 60 pg/mL, as quais foram submetidas a leitura
espectrofotométrica no comprimento de onda de 275 nm. Os resultados foram tabulados em

Excel para obten¢ao da equagdo da reta e do coeficiente de correlacao (R2?).

4.3.2 Determinacgdo do teor de timol no OELO

Uma amostra de OELO também obtido de PRONAT - Produtos Naturais LTDA foi
enviada a Universidade Federal de Sergipe para andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS), realizada em cromatégrafo GCMS_QP 2010 ULTRA/
SHIMADZU.

Além disso, o OELO foi submetido a determinagcdo de teor de timol por
espectrofotometria no Laboratério de Farmacotécnica (UFC). Iniciou-se com a dissolucao de
0,05g de OELO em 100 mL de etanol absoluto (baldo volumétrico) e diluicio em mesmo
solvente para obtencdo de uma solu¢do com concentragdo de 40 pg/mL de OELO, a qual foi
analisada em espectrofotdmetro UV-Vis em 275 nm, utilizando-se da equagdo da reta obtida

com a curva de calibragdo para célculo de concentracgao.

4.3.3 Producao das esferas/beads com OELO

Para a producgdo das esferas, o método foi adaptado de Paula et al. (2010). Foram
preparadas 3 formulacdes com concentracdes de alginato de s6dio (ALG) diferentes. Desse
modo, preparou-se 3 solucdes de ALG nas concentracdes de 1,5%, 2% e 2,5% em &4gua
destilada. Seguiu-se para a preparacdo das respectivas emulsdes com a mistura de 0,1% de
OELO, 5% do tensoativo Tween 20 e as solu¢des de ALG em quantidade suficiente para 100
g, como disposto na Tabela 1.

Continuou-se com a emulsdo por meio de agitador mecanico por 15 minutos. As
emulsdes foram gotejadas por meio de bomba peristaltica com saida acoplada a ponteira de
micropipeta (200 pL), cada uma separadamente, em 500 mL de solugdes de cloreto de célcio a
5% sob agitacdo magnética e as esferas formadas foram deixadas por 15 minutos nessas
solucdes. Por conseguinte, foram lavadas por 3 vezes com dgua destilada, acondicionadas em

recipiente vazado e postas para secagem dinadmica com corrente forcada de ar em temperatura
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ambiente. Apds perder parte da umidade, as formulagdes foram dispostas em placas de Petri e

postas para secagem em dessecador acoplado a bomba a véacuo por 48 horas.

Tabela 1: Composi¢do das formulacdes preparadas

Quantidades utilizadas

Componentes
ALG 1,5% ALG 2% ALG 2,5%
OELO 0,1004 g 0,1017 g 0,1015 ¢
Tween 20 5,03 ¢ 502¢ 501¢g
Alginato de sédio 1,5% (q.s.p.) 100 mL - -
Alginato de sédio 2 % (q.s.p.) - 100 mL -
Alginato de sédio 2,5% (q.s.p.) - - 100 mL

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.4 Determinacdo de tamanho das esferas

Para a determinagdo de tamanho das esferas produzidas, foi utilizado o software
Image J, assim como uma impressora HP Deskjet Ink Advantage 2546. Cada formulacio foi
disposta em placas de Petri e as imagens foram digitalizadas pela mdquina impressora,
padronizando uma resolucdo de 200 dpi (pontos por polegada). As esferas tiveram suas dreas
medidas pelo software na unidade de pixels, a qual foi convertida para mm? utilizando o fator
de correcdo obtido pela realizacdo de calibragdo com tamanhos conhecidos e digitalizagdo
também padronizada em 200 dpi e posteriormente foram calculados os didmetros das esferas
(mm). Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (One way ANOVA) no programa
GraphPad Prism 6 para verificacdo de significincia da diferenca entre os tamanhos das

formulacdes.

4.3.5 Eficiéncia de encapsulagdo das esferas/beads

Foi coletada uma amostra de 250 mg de cada formulagdo produzida, sendo
realizadas trituracdes com 5 mL de etanol absoluto por 5 vezes para cada amostra com gral e
pistilo. Os respectivos volumes retirados a cada trituragdo foram colocados em baldes
volumétricos de 25 mL e completados também com etanol absoluto. De cada baldo volumétrico,

foi feita uma dilui¢do de 1:10, adicionado solu¢do de Tween 20 a 0,1% como diluente.
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Aliquotas dessa ultima solu¢do foram filtradas com seringa acoplada a um filtro com membrana
de abertura de 0,45 um e analisadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 275 nm,

sendo calculados as concentracdes a partir da equacao da reta obtida pela curva de calibracao.

4.3.6 Ensaio de liberacdo das esferas/beads

O ensaio de liberacao in vitro das esferas foi adaptado do estudo de Paula et al.
(2010). Em triplicata, foram colocadas amostras de 200 mg de cada formulagdo em frascos de
vidro e adicionados 10 mL de solu¢do de Tween 20 a 0,1 % (meio de liberacdo), os quais foram
mantidos em agitador orbital durante todo o processo. Foram retiradas aliquotas de 5 mL nos
tempos de 30, 60, 120, 180 e 240 minutos, sendo diluidas para 10 mL em baldo volumétrico
com a mesma solu¢do de Tween 20. O volume retirado de cada frasco era reposto com nova
solucdo de Tween 20 a 0,1%. As solucdes finais foram analisadas em espectrofotometro no
comprimento de onda de 275 nm.

Com o objetivo de analisar os tipos de liberacdo das esferas, foram calculados os
parametros de cinética de liberacdo, por meio do suplemento DDSolver da ferramenta Excel.
Os modelos cinéticos analisados foram: ordem zero (Equacdo 1); primeira ordem; Higuchi;

Korsmeyer-Peppas e Hixson-Crowell (DASH et al, 2010).
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5 RESULTADOS E DSICUSSOES

5.1 Curva de calibracao de timol

ApOs realizadas as leituras espectrofotométricas, foram obtidas as curvas de

calibragao ilustrada nos Graficos 1 e 2.

Grafico 1: Curva de calibragio de timol em L.S.S. 0,1 % em 275 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Equacao 2: Equacio linear da reta obtida pela curva de calibracdo de timol.

y =0,0073x + 0,0148

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para as curvas de calibragdo construidas, foram obtidas as equacdes das retas
(Equagdo 2 e 3, respectivamente) e valores de coeficiente de correlagdao (R?) correspondentes
de 0,9954 e 0,9973. Desse modo, segundo a Resolucao da Diretoria Colegiada n® 166 de 2017
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (2017), a qual dispdes sobre a validacdo de
métodos analiticos, o valor de R? obtido na curva encontra-se dentro das especificacdes do
quesito de linearidade disposto na RDC (acima de 0,990).

A segunda curva de calibracdo (Grafico 2) foi construida, pois foi testada uma

formulacdo em que se utilizava L..S.S. como tensoativo previamente e foi observada turvagao
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das amostras em testes de eficiéncia de encapsulacdo e de liberacdo, que pode se dar pela
interacdo do tensoativo anidnico com os fons de cdlcio de carga oposta. Desse modo, substitui-
se o L.S.S. da formulacdo por Tween 20, o qual € nao-idnico e percebeu-se a necessidade da
constru¢do da nova curva para melhorar a compatibilidade entre o método analitico e a

formulacao produzida.

Grifico 2: Curva de calibragao de timol em Tween 20 0,1 % em 275 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Equacao 3: Equacdo linear da reta obtida pela curva de calibrag¢@o de timol.

y = 0,0074x + 0,0269

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Determinacao do teor de timol no OELO

Foi recebido um laudo de andlise da amostra enviada a Universidade de Sergipe, o
qual evidenciou o timol como componente majoritdrio do OELO na concentragdo de 71,31%,
seguido de p-Cimeno (24,80%) e de cariofileno (3,73%). O teor de timol encontrado corrobora
com os resultados da revisdo realizada por Pereira Mordo et al. (2020) ndo s6 quanto ao
componente majoritdrio como na faixa de concentracdes de timol em espécies de Lippia

origanoides Kunth origindrias do estado do Ceara.
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A partir da leitura realizada com a solucao preparada com o OELO, foi estimado o
teor de timol como sendo de 79,17%, que € superior ao teor encontrado por CG-MS. O método
espectrofotométrico por UV nao € especifico e outros terpenos certamente estio interferindo a
ponto de ter tornado mais elevado o teor de timol estimado por este método, no entanto, ainda
estd dentro da faixa de concentragdes encontradas no estudo de Pereira Mordo et al, (2020)

antes mencionado.
5.3 Determinacao tamanho das esferas/beads produzidos

As figuras 4a, 4b e 4c demonstram as esferas produzidas para as diferentes
concentracdes de ALG ap0s o processo de secagem, sendo observada uma morfologia esferoide

para as trés formulacdes.

Figura 4: Esferas produzidas e respectivas imagens processadas

no software Image J.

(a). .
(b). .
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(c)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: (a) ALG 1,5%; (b) ALG 2%; (c) ALG 2,5%.

As esferas foram preparadas com concentracdes diferentes de alginato de sédio,
mas mantendo as concentragdes dos outros componentes, assim, pode-se analisar o efeito dessas
diferencas de concentracdo no tamanho médio das esferas. Com a metodologia utilizada, foi
possivel obter uma média das areas das esferas, assim como o desvio padrdo (DP) e coeficiente

de variacdo (CV), os quais estdo sumarizados no Tabela 2.

Tabela 2: Parametros do tamanho das particulas produzidas

Pariametros Formulagoes
medidos ALG 1,5% ALG 2% ALG 2,5%
Média (mm) 1,5318 1,6769 1,8202
DP (mm) 0,1199 0,2220 0,0905
CV (%) 7,8288 13,2416 4,9739

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao analisar os valores de média de didmetro obtidos, foi notada uma
proporcionalidade entre as concentragdes de alginato de sddio e o tamanho médio das esferas
produzidas, visto que a medida que se aumenta essas concentragdes nas formulagdes, também
€ observado um aumento no diametro. A hipétese dessa relagdo foi testada pela andlise de
variancia (one way ANOVA — p < 0,05), com grifico demonstrado no Grafico 3, sendo
verificado que h4 diferenca estatisticamente significante, com valor de p < 0,001. Essa relacao
também foi observada no estudo de Paula et al. (2010), em esferas com 6leo essencial de Croton

zehntneri Pax et Hoffm com concentragdes de ALG de 1,5%, 2,5% e 5%.
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Grafico 3: Grifico de Tamanho das esferas versus

Concentragdo de ALG nas formulagdes

One-way ANOVA
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Além disso, apesar de o estudo de Paula et al. (2010) comparar concentracdes de
ALG diferentes (1,5%; 2,5% e 5%), os resultados coincidiram com menor desvio padrdo no
tamanho das particulas para as esferas com 2,5% de ALG, o que corrobora como um critério

para escolha dessa formulagdo para estudos futuros a esse trabalho.
5.4 Eficiéncia de encapsulacao das esferas/beads

Calculando uma quantidade tedrica de solidos apos a secagem das esferas para as
formulacdes com 1,5%, 2% e 2,5%, consegue-se obter os respectivos valores tedricos de
3.063,48 pg, 2.832,26 pg e 2624,82 pg de timol. Desse modo, pode-se calcular a eficiéncia de
encapsulacdo (EE) a partir da seguinte equacao:

(EE) = (Concentracio obtida + Concentracio tedrica) » 100

Ap0s as leituras espectrofotométricas, foram calculadas as concentragdes de timol

obtidas e corrigidas quanto as dilui¢des, sendo os valores reais tabulados na Tabela 3, junto as
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concentracdes tedricas de timol para as amostras analisadas e com os respectivos valores de

eficiéncia de encapsulacao para cada formulacao.

Tabela 3: Quantidades de timol (reais e tedricos) e valores de Eficiéncia de

encapsulacio (EE) para as diferentes formulagdes.

Parametros Formulagbes
medidos ALG 1,5% ALG 2% ALG 2,5%
Timol real (g) 1513,69 1273,97 1650,68
Timol tedrico (g) 3063,48 2832,26 2624.,82
EE (%) 49,41 4498 62,88

Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo Martins (2022), de maneira geral, a eficiéncia de encapsulagcdo pode ser
influenciada por variados fatores, como a propor¢ao de polimero e dleo, a concentracdo de
polimero e parametros do processo (agitacdo, pH etc.). Desse modo, como tentou-se manter
condig¢des de preparo semelhantes variando apenas as concentracdes do polimero, foi percebido
que ha uma melhor recuperacdo do ativo vegetal para a formulacao com 2,5% de ALG, que
pode se dar por uma maior velocidade de reticulagdo quando sdo aplicadas maiores
concentracdes do polissacarideo formador da parede das esferas. No entanto, ndo foi observada
tendéncia de relacdo de linearidade entre o aumento de concentracdo de ALG nas formulagdes

e as respectivas EE.

5.5 Ensaio de liberacao in vitro

Para o ensaio de liberacdo, os resultados possibilitam a construcdo de um grafico
que relaciona a fracdo de timol liberado (%) das esferas versus o tempo (h) de liberacdo do
ensaio, que esta ilustrado na Grafico 4. Apds andlise de 4h de teste, pode-se verificar que a
formulacdo em que se obteve liberagdo mais lenta foi aquela com concentracdo de ALG 1,5%,
sendo liberado cerca de 17% do timol encapsulado. As esferas com ALG a 2% e 2,5%

apresentaram, no fim das 4h, fracdes liberadas semelhantes de 24,41 % e 23,24 %.
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Grafico 4: Perfil de liberagdo de timol versus tempo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados de liberagdao foram submetidos a andlise pelo DDSolver, possibilitando
definir em qual modelo matematico de cinética se encaixa melhor o perfil de liberacdo das
esferas produzidas. Os valores dos coeficientes de correlacio (r?) para os respectivos modelos
analisados estao descritos na Tabela 4. Assim, ao analisar os valores dos coeficientes, verificou-
se que o modelo de Korsmeyer-Peppas € o que se apresenta com melhor perfil de linearidade,
variando entre 0,9272 e 0,9973. Esse modelo € regido pela Equagio 3, onde “Mt/M” € a fracdo
de 6leo liberada em um tempo “t”, “K” € uma constante de liberacdo caracteristica do sistema

e “n” o expoente difusional (DASH et al, 2010), sendo este tltimo um indicativo do mecanismo

de libera¢ao do sistema analisado.

Mt/Moo = Kt" (Equagao 3)

Fonte: DASH et al, 2010.

Tabela 4: Coeficientes de correlacao (12) para os diferentes modelos cinéticos para as diferentes

formulacdes.
Formulacbes Coef.”lcient.es de correlacao (r?) .
Ordem 0 | Ordem 1 | Higuchi | Korsmeyer-Peppas | Hixson-Crowell
ALG 1,5% 0,8576 0,8724 0,9159 0,9562 0,8677
ALG 2,0% 0,8345 0,8525 0,8912 0,9272 0,8469
ALG 2,5% 0,9583 0,9691 0,9873 0,9973 0,9658

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O estudo realizado por Paula er al. (2010) relata que as esferas de alginato
produzidas apresentaram boa linearidade tanto para o modelo de Higuchi quanto para o de
Korsmeyer-Peppas.

Segundo a teoria cinética de liberacdo de substincias de amostras esféricas
elaborada por Ritger e Peppas (1987), que leva em consideracio o valor do expoente difusional
(n) obtido, quando n < 0,43, o mecanismo de liberacao se d4 por um fenomeno fickiano (Caso
I), que ocorre quando a liberacdo € governada por um processo de difusdo (pelo gradiente de
concentracdo). Quando o valor de “n” estiver entre 0,43 ¢ 0,89, o fendmeno é ndo-fickiano
(AnOmalo), ou seja, a liberagdo € governada por mecanismos conjuntos de difusdo e relaxacao
(mudanga na estrutura macromolecular do polimero para acomodar o fluido). Ademais, quando
n > 0,89, o fendmeno encaixa-se na liberacdo Caso II, quando a liberacdo é governada por
mecanismo de relaxacdo. Os parametros cinéticos obtidos pela andlise no DDSolver estdo

sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros cinéticos para as formulac¢des produzidas.

Parametros cinéticos
Formulacoes
N K
ALG 1,5% 0,0719 16,21
ALG 2,0% 0,1477 20,49
ALG 2,5% 0,1605 18,81

Fonte: Elaborado pelo autor.

Verificou-se um padrdo de liberacdo para as trés formulagOes, para as quais 0s
valores de “n” ficaram abaixo de 0,43, caracterizando a liberacdo por fenomeno fickiano, ou
seja, por um mecanismo de difusdo. Os valores de K estdo em concordancia com o observado
no gréfico do perfil de liberagcdo (Figura 8), visto que para a formulacdo de liberacao mais lenta
(ALG 1,5%) héa o menor valor de K correspondente (16,21), assim como para a formulacdo de
liberag@o mais rapida (ALG 2%) ha um respectivo valor mais alto de K (20,49). Portanto, ndo
foi observada uma linearidade que relacione o aumento da propor¢do do polimero com a

diminui¢do de fragdo liberada pelo tempo durante o teste.
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6 CONCLUSAO

A partir da sintese dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que
foi possivel utilizar o método analitico empregado pela avaliacdo da linearidade das curvas de
calibracdes construidas.

O dleo essencial de Lippia origanoides Kunt (OELO) foi analisado quanto ao seu
teor de timol, demonstrando-se dentro de faixa adequada para a planta de origem do estudo,
podendo ser utilizado para a producdo das esferas/bead:s.

Além disso, conseguiu-se confeccionar as esferas/beads pretendidos no estudo,
empregando trés concentracdes diferentes de alginato de sédio (ALG). Dito isso, foi observado
uma proporcionalidade que relaciona o aumento de propor¢do de ALG com o aumento do
tamanho das esferas obtidas. Também foi verificada a eficiéncia de encapsulacio para as trés
formulacdes, com a observacdo de melhor recuperacdo do ativo vegetal para aquela com 2,5%
de ALG, corroborando como um critério sua possivel escolha para estudos futuros e possivel
aplicacdo.

As cinéticas de liberacdo das formulacdes foram analisadas e verificou-se que se
enquadram no modelo de Korsmeyer-Peppas, concluindo-se que o mecanismo € regido por um
processo de difusdo para as trés formulagdes. A formulacdo com menor concentragdo de ALG
(ALG 1,5%) apresentou-se com uma liberagdo de timol mais lenta, no entanto, foi observada
um valor de coeficiente de determinagcdo melhor para ALG 2,5%. Desse modo, esta dltima
demonstra mais um critério favoravel a sua escolha para a realizacao de estudos futuros, como
de avaliagdo de estabilidade das formulacdes (por exemplo, pelo acompanhamento do
doseamento em periodos determinados) e de eficiéncia larvicida (testes de avaliacdo in vivo).

Portanto, o presente estudo cumpriu com os seus principais objetivos almejados,
contribuindo com a possiblidade de aplicacdo de medidas de controle vetorial contra o mosquito
transmissor de doengas ainda tao prevalente como a Dengue, a Zika e a Chikungunya que sejam
menos prejudiciais ao meio ambiente e aos organismos nao-alvo. Ademais, demonstrou a

possibilidade tanto de protecao quanto de controle de liberacao do ativo vegetal escolhido.
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