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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoparticulas biodegradaveis de Poli-e-caprolactona
(PCL) para encapsulamento do 6leo essencial da espécie Lippia alba utilizando dois tipos de
conservantes (NE e benzoato de sédio). A intencdo é formular sistemas de liberacdo controlada
que possam agir como eficientes larvicidas frente ao Aedes aegypti. A analise cromatogréfica
(CG-EM) do o6leo essencial in natura revelou uma composicdo majoritariamente
monoterpénica constituida por Carvona (54,54%) e Limoneno (21,49%). O dleo essential ndo
apresentou atividade antioxidante frente ao radical DPPH, nem enzimatica para a AChE. Testes
larvicidas foram realizados com o 6leo essencial in natura revelando CLsg e CLgo préximas a
106 e 130 pg.mL™?, respectivamente. O método de nanoprecipitagdo se mostrou eficiente,
resultando em elevado percentual de encapsulamento do 6leo essencial. Através das técnicas
de AFM e DLS foi possivel estimar o diametro médio das nanoparticulas desenvolvidas, o qual
foi estimado em torno de (136 + 2) nm para as nanoparticulas vazias e em torno de (266 + 6)
nm para aquelas com 0leo essencial encapsulado. O valor do potencial zeta ficou em torno de -
8,02 mV para pH = 4. Medidas de FTIR possibilitaram a identificacdo dos principais
estiramentos das moléculas majoritarias, além da constatacdo qualitativa da eficiéncia de
encapsulamento. Estudos de estabilidade foram realizados através do monitoramento do pH,
condutividade elétrica e eficiéncia de encapsulamento ao longo do tempo. Foi observado que
os sistemas avaliados (contendo 500 pg.mL™* de 6leo essencial encapsulado e conservante NE
ou benzoato de sddio) foram estaveis por 50 dias. Em contrapartida, o sistema contendo a
mesma concentracdo de 6leo e sem conservante permaneceu estavel por 30 dias. Os ensaios de
liberacdo controlada foram realizados em diferentes pH (4, 7 e 10), mostrando que a liberacéo
é mais rapida em pH neutro e basico, pois estes causam desestabilizacdo do sistema devido a
sua aproximacao com o ponto isoelétrico. Testes larvicidas foram realizados com o intuito de
avaliar o efeito da formulagéo frente as larvas do Aedes aegypti. Observou-se que a CLgo foi
mantida nos ensaios larvicidas. No entanto, o tempo de mortalidade das larvas foi menor que
aquele observado nas curvas de liberacdo. Esses dados sugerem uma possivel ingestdo das
nanoparticulas contendo oOleo encapsulado, mostrando que a formulacdo desenvolvida
representa uma alternativa eficaz de controle de larvas de A. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Lippia alba. Oleo essencial. Nanoencapsulagéo.



ABSTRACT

The aim of this work was to develop biodegradable nanoparticles of Poly-e-caprolactone (PCL)
to encapsulate the essential oil of Lippia alba species using two types of preservatives (NE and
sodium benzoate). The intention is to formulate controlled release systems that can act as
efficient larvicides against Aedes aegypti. The chromatographic analysis (GC-MS) of the
essential oil in natura revealed a composition mainly monoterpenic constituted by Carvone
(54,54%) and Limonene (21,49%). The essential oil presented no antioxidant activity against
the DPPH radical, nor was enzymatic for AChE. Larvicidal tests were performed with in natura
essential oil revealing CLsp and CLgo about 106 and 130 pg.mL™, respectively. The
nanoprecipitation method was efficient, resulting in a high percentage of encapsulation of the
essential oil. Through the AFM and DLS techniques, it was possible to estimate the average
diameter of the developed nanoparticles, which was estimated around (136 + 2) nm for empty
nanoparticles and around (266 + 6) nm for those with encapsulated essential oil. The value of
the zeta potential was around -8.02 mV for pH = 4. FTIR measures allowed the identification
of the main stretches of the majority molecules, besides the qualitative verification of the
encapsulation efficiency. Stability studies were performed by monitoring pH, electrical
conductivity and encapsulation efficiency over time. It was observed that the evaluated systems
(containing 500 pg.mL* of encapsulated essential oil and NE preservative or sodium benzoate)
were stable for 50 days. In contrast, the system containing the same concentration of oil and
without preservatives remained stable for 30 days. The controlled release assays were
performed at different pHs (4, 7 and 10), showing that the release was faster at neutral and basic
pH because they cause destabilization of the system due to its approximation with the isoelectric
point. Larvicidal tests were carried out with the purpose of evaluating the effect of the
formulation against larvae of A. aegypti. It was observed that CLgo was maintained in the
larvicidal assays. However, the mortality time of the larvae was smaller than that observed in
the release curves. These data suggest a possible ingestion of nanoparticles containing
encapsulated oil, showing that the proposed formulation is an effective alternative for A. aegypti
larvae control.

Keywords: Aedes aegypti. Lippia alba. Essential oil. Nanoencapsulation.
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1. INTRODUGCAO

As doencas virais humanas transmitidas pelo vetor Aedes aegypti, como dengue, zika e
chicungunha, vém causando sérios problemas de salde publica, principalmente em paises
subdesenvolvidos. Ainda ndo foram desenvolvidos medicamentos para o tratamento e nenhuma
vacina eficaz para uso humano. Torna-se necessario, portanto, a busca por produtos
alternativos, principalmente aqueles baseados em recursos naturais explorados de forma
sustentavel e com uso de nanotecnologia, visando o controle da densidade populacional das
larvas, uma vez que o uso continuo de inseticidas quimicos vem causando resisténcia desses

mosquitos.

Uma alternativa aos agrotoxicos convencionais tem sido o uso de 0Oleos essenciais
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas, os quais possuem substancias capazes de
agir por repeléncia, inibicdo de alimentacdo, deformidades e mortalidade de microorganismos
em diversas fases. Por isso, a procura por ativos naturais vem se intensificado, visando o
controle alternativo de microorganismos, tornando-os potencialmente apropriados para uso em
programas de manejo integrado de pragas, aléem de apresentar baixissima toxicidade e
possibilidade de resisténcia de pragas (COSTA et al., 2005).

O género Lippia é amplamente conhecido e estudado por apresentar componentes
quimicos variados, contendo metabolitos especiais que despertam a curiosidade de varios
pesquisadores. A Lippia alba, conhecida popularmente como “erva-cidreira”, € uma planta
extensivamente utilizada como alternativa terapéutica. Devido ao seu amplo potencial
farmacoldgico, esta espécie vem sendo objeto de pesquisa em diferentes areas, além do
constante interesse comercial originado pela diversidade de seus componentes quimicos
(JULIAO et al., 2003). No entanto, devido & elevada instabilidade dos dleos essenciais frente a
fotodegradacdo e volatilidade, uma das alternativas para preservar suas propriedades ativas até
0 momento de sua exposicdo ao meio se da através de técnicas de encapsulamento. Esta técnica
permite proteger e compartimentalizar o agente ativo no interior de nano/microparticulas que
atuam como materiais de parede, aumentando a estabilidade quimica das substancias e

prolongando o tempo de atividade.

Durante o processo de liberagdo controlada, a exposicdo do principio ativo pode
acontecer pelo rompimento do material de parede, atingindo o meio externo. Neste ponto, é

muito importante conhecer as concentragOes letais do ativo encapsulado para que esta
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concentracdo minima seja liberada no momento de exposigdo, garantindo a eficicia da
formulacdo desenvolvida (SOPPIMATH; AMINABHAVI; KULKARNI, 2001).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo extrair, identificar e quantificar os
constituintes quimicos do 6leo essencial da erva cidreira coletados na regido do Amazonas,
afim de avaliar seu potencial bioativo frente as larvas testadas. Além disso, foi desenvolvido
um sistema adequado de nanoparticulas polimérica biodegradaveis baseadas em poli-e-
caprolactona (PCL) para servir como carreador do 6leo essencial, protegendo-o do meio externo
até o momento de sua liberacdo. Visando o maior tempo de estabilidade do sistema, foram
testados dois conservantes (NE e benzoato de sddio). Adicionalmente, alguns parametros de
estabilidade como eficiéncia de encapsulamento, pH, turbidez e condutividade elétrica também
foram avaliados ao longo do tempo para determinar qual o sistema que mantém suas
propriedades fisicas por mais tempo. Por fim, o sistema mais estavel foi testado contra as larvas

do Aedes aegypti para avaliarmos a eficacia da formulacgéo final desenvolvida.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver nanoparticulas poliméricas biodegradaveis para servirem de carreadores
do dleo essencial da espécie Lippia alba visando o combate de larvas do Aedes aegypti através

da liberacdo controlada do ativo natural.

2.2 Objetivos Especificos

I.  Extrair o 6leo essencial das folhas da Lippia alba por hidrodestilago;

Ii. Caracterizar as propriedades fisicas do 6leo essencial in natura, como indice de
refracdo, densidade, rendimento e cinética de extracdo;

Iii. Determinar a composicdo quimica do dleo essencial através da anélise de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM);

IV. Avaliar as atividades antioxidante (DPPH) e enzimatica (AChE) do dleo essencial;

V. Estimar as concentragdes letais CLso e CLoo do dleo essencial in natura frente as larvas
do Aedes aegypti;

Vi. Desenvolver um sistema de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis apropriado para
encapsular o 6leo essencial;

Vii. Caracterizar morfologicamente as nanoparticulas através da técnica de Microscopia de
Forca Atbmica (AFM) e determinar a distribuicdo de tamanhos dos diametros, indice de
polidispersividade e potencial zeta;

Viii. Utilizar a técnica de FTIR para caracterizar as formulacdes sob o ponto de vista da
estrutura molecular e também para avaliar qualitativamente a eficiéncia de
encapsulamento do 6leo essencial;

IX. Realizar testes de estabilidade a 25°C do sistema contendo o 6leo essencial encapsulado
(eficiéncia de encapsulamento, pH, turbidez e condutividade elétrica) utilizando
diferentes conservantes;

X. Avaliar a eficacia da formulacéo desenvolvida frente as larvas de Aedes aegypti.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma das principais vertentes de pesquisas atuais esta relacionada ao combate/controle
de vetores de doencas utilizando metodologias que interrompam o ciclo de reproducdo e, ao
mesmo tempo, sejam menos agressivas ao homem e ao meio ambiente. Além disso, a insercéo
de nanotecnologia nessas metodologias tem se tornado um fator primordial para agregar valor
e eficacia aos métodos desenvolvidos. Abaixo sera abordada uma breve revisdo bibliogréfica
sobre (i) o vetor Aedes aegypti, (ii) as caracteristicas particulares da espécie Lippia. Alba, (iii)
6leos essenciais como possiveis alternativas no combate de pragas, e também uma breve

introducéo sobre (iv) o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis.

3.1 O vetor Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Os paises em desenvolvimento tém sofrido consideravelmente com as doencas
transmitidas pelo vetor A. aegypti. O comportamento das espécies de mosquito é estritamente
urbano e holometabolo, isto €, passa pelas seguintes fases: ovo, larva (quatro estagios), pupa e
adultos. Sdo encontradas em praticamente todas as regides do mundo, apresentando ampla
incidéncia nos climas tropicais e subtropicais, onde as condic¢des climaticas continuas permitem
sua rapida proliferacdo e sobrevivéncia (FORATTINI, 1995). A Figura 1 ilustra o ciclo
evolutivo do A. aegypti.

Figura 1: Mudanca de fases que comp&em o ciclo evolutivo do Aedes aegypti.
FONTE: https://www.arca.fiocruz.br/handle/icict/15830, acesso em: 28 de marcgo
2018.
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Dentro da tematica da entomologia médica, esses insetos sdo 0s que mais tém atraido a
atencdo da salde publica no cenario mundial, pois sdo responsaveis pela transmissdo de
diversas doencas infecciosas a espécie humana, em especial, a dengue, febre amarela, febre
chikungunya, zika, entre outras arboviroses (FORATTINI, 1995).

Atualmente, a dengue é a arbovirose mais importante do mundo, tendo como agente
causador um arbovirus do género Flavivirus pertencente a familia Flaviviridae. Hoje existem
cinco sorotipos virais bem caracterizados, sendo que o0s sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-
3 séo encontrados em maior abundancia no Brasil nos Gltimos 15 anos; o DENV-4 é comumente
encontrado na Costa Rica e Venezuela, e o sorotipo DENV-5 foi identificado em 2007 na

Malasia, e até o momento ndo foi registrado no Brasil (MAMANI, 2014).

A dengue é considerada um dos maiores problemas no contexto da satde publica a nivel
mundial e coloca em constante ameaca a saude de milhGes de pessoas que residem em &reas
urbanas, suburbanas e rurais, especialmente nos paises tropicais onde a temperatura e a umidade
favorecem a proliferacdo do mosquito vetor. Por essa razdo, existe nesses paises uma grande
necessidade de estudo e prevencéo desta epidemia. Estudos tém provado que o clima influencia
a distribuicdo do mosquito da dengue, sendo fortemente influenciada em periodos de estagéo
chuvosa, aumentando nos periodos de maior precipitacdo e em climas quentes, nos quais a
fémea adulta digere o sangue mais rapidamente e se alimenta mais frequentemente, aumentando
a intensidade da transmissdo. Estas caracteristicas fazem com que maior importancia tenha sido
dada a regido Norte do Brasil, que vem registrando elevados indices das doencas causadas pelo
A. aegypti nos ultimos anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Segundo o Ministério da Salde, dos 61 municipios do Amazonas, 11 estdo em alerta
para dengue, zika e chikungunya. Conforme a pesquisa, a capital do Amazonas, juntamente
com as cidades de Humaita e Itacoatiara estdo entre 0os municipios em situacdo de alerta. No
Amazonas, a maior parte dos criadouros encontrados estavam em deposito de agua, seguido por
depositos de lixo domiciliar (AMAZONAS, 2018).

Diante deste fato, torna-se preocupante o aumento da ocorréncia de grandes epidemias
da doenca no mundo, alem de fatores como o saneamento basico precario e o crescimento
desordenado das cidades que potencializam a proliferacdo dessa espécie de mosquitos
(DONALISIO; GLASSER, 2002). Diversas pesquisas estdo sendo realizadas na busca por
novos metodos de controle contra 0 A. aegypti, pois ndo existe vacina para a doenca, e a melhor
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forma de combaté-la é atacando o proprio vetor, principalmente eliminando os locais onde
ocorre oviposi¢do e o desenvolvimento das larvas. Uma alternativa que vem sendo bastante
estudada na Ultima década tem sido o uso de plantas, as quais possuem acgéo inseticida, larvicida
e repelente capazes de alterar o desenvolvimento do mosquito. Esse método de controle tem se

mostrado eficaz, de menor impacto ao meio ambiente e & saide humana (OLIVEIRA, 2008).

Ha registros de diversos estudos de 6leos de origem vegetal que apresentam atividade
larvicida sobre o A. aegypti realizados pelo grupo de pesquisa NANOPOL (Laboratério de
Polimeros Nanoestruturados), da UFAM. Trabalhos realizados por Silva et al (2018) testaram
oOleos essenciais de Piper aduncum e Piper hispidinervum em nanoparticulas de gelatina, dos
quais apresentaram consideraveis taxas de mortalidade sobre as larvas em tempos de 24, 48 e
72 h. O o6leo essencial das espécies de Lippia origanoides e Licaria puchury-major foram
avaliados contra trés pragas comumente encontradas em paises tropicais e subtropicais, entre
elas as larvas A. aegypti, mostrando que esses 0leos essenciais também apresentam expressivas
bioatividades (AZEVEDO et al., 2018; MAR et al., 2018).

3.2 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo compostos liquidos volateis, provenientes do metabolismo
secundario das plantas, e que exercem fungdes necessarias de autodefesa e de atracdo de
polinizadores. Sdo extraidos a partir de material vegetal e dotados de aroma intenso, coloracao
incolor ou ligeiramente amarelada. Podem ser chamados de 6leos volateis, 6leos etéreos ou
esséncias devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, como volatilidade, que os diferem dos
oOleos fixos. Sdo solUveis em solventes organicos apolares e possuem uma solubilidade limitada
em agua, apresentando densidade inferior. Sdo substancias sdo instaveis a presenca de ar, luz,
calor, umidade e metais (SIMOES et al., 2003).

Denominam-se tricomas glandulares as “bolsas” onde o0s Gleos essenciais ficam
armazenados e, dependendo da familia da planta, os 6leos essenciais podem ocorrer em
estruturas secretoras especializadas. No caso da Lippia alba, Santos e colaboradores (2004)
observaram que o Oleo essencial esta presente nos tricomas secretores capitados, nos
tricomastectores simples e ainda nas celulas do parénquima. Deve-se ressaltar que a

composigdo quimica de um o6leo volatil, obtida de um mesmo 6rgdo de uma mesma espécie
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vegetal, pode variar consideravelmente influenciando no seu rendimento. Dentre estes fatores
podemos destacar os climéticos, composi¢do do solo, idade e desenvolvimento da planta,

periodo e condigcdes de armazenamento.

No geral, os 0leos essenciais sdo formados por misturas complexas de mono e
sesquiterpenos (10 e 15 atomos de carbono) de fenilpropandides, acrescidos de moléculas

menores, como alcoois, aldeidos e cetonas de cadeias curtas

A demanda por 0leos essenciais estd em franca ascensdo por serem produtos em
crescente valorizacdo, sendo empregados em diversas areas, como na industria farmacéutica
para adicionar sabor ou cheiro ou suprimir sabor menos desejavel. Na industria de alimentos
vém sendo usados como aromatizantes. Na industria cosmética sdo empregados como fixadores
para a composicao de perfumes. No setor agricola, no controle alternativo de pragas e doencas
e na moda, sdo liberados durante a utilizacdo das pecas em couro, bolsas, cintos e roupas. Além
disso, o0s o6leos essenciais vém sendo encapsulados nos mais diferentes tipos de

micro/nanoparticulas visando o estudo em diferentes aplicagcdes tecnologicas.

No setor agricola, por exemplo, o desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana
carreadas com o 6leo essencial de orégano tem apresentado eficiéncia fungicida no combate de
agentes fingicos como Alternaria alternata, substituindo o uso de fungicidas sintéticos. Esses
fungicidas tradicionais vem causando grandes prejuizos nas frutas e vegetais frescos pés-
colheita, resisténcia aos patdégenos, bem como o acimulo de residuos quimicos no solo e na

agua, além de efeitos cancerigenos na saude humana (YILMAZ et al., 2019).

Na area alimenticia o uso do nanoencapsulamento de compostos ativos, como o 6leo
essencial de Rosmarinus officinalis, tem apresentado a capacidade antioxidante e
antimicrobiana em carnes bovinas, estendendo a preservacdo de carne, diminuindo as
substancias indesejaveis e 0 uso de antioxidantes sintéticos, que vem sendo questionado devido
ao seu potencial efeito colateral (HADIAN et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rosemary
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3.3 Lippia alba

A espécie Lippia alba é uma planta medicinal originaria da América do Sul e Central,
mas também encontrada na India, Australia e sul dos Estados Unidos (Figura 2) (ATTI-
SERAFINI, 2002). No Brasil, essa espécie é amplamente distribuida e conhecida como falsa-
melissa, erva-cidreira, erva-cidreira-brasileira, salva-limédo, alecrim-do-campo, dentre outras
(HENNEBELLE et al., 2008).

i e =

Figura 2: Distribuicdo mundial de Lippia alba.
FONTE: http://www.discoverlife.org/ acesso em: 28 de marco 2018.

A familia Verbenaceae compreende aproximadamente 100 géneros, dentre eles esta o
de Lippia descrito por Linnaeus em 1753, reunindo atualmente cerca de 200 espécies, podendo
ser classificadas como herbéaceas, subarbustivas e até arvores de pequeno porte, alcangando até
1,5 m de altura (Figura 3) (JOLY, 1987).

Figura 3: Lippia alba.
FONTE: HENNEBELLE et al., 2008.
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O oleo essencial produzido por essa espécie vem sendo utilizado em industrias de
quimicos agricolas e na medicina por apresentar propriedades sedativas, ansioliticas,
antiulcerosas, antiflngicas, antimicrobianas, antioxidantes, antiespasmodicas e anti-
inflamatdrias, além de ser utilizada em forma de chas, macerada, em compressas, banhos ou
extratos alcodlicos (MOREIRA et al., 2002). De acordo com a Central de Medicamentos
(CEME), a L. alba é dita como uma das espécies mais utilizadas pela populacéo brasileira
devido as suas propriedades medicinais atribuidas aos 6leos essenciais contidos em suas folhas
(ATTI-SERAFINI, 2002).

Diversos autores tém mostrado através de analises de cromatografia gasosa que a
constituicdo quimica do Oleo essencial da L. alba pode ser alterada em funcdo do local de
cultivo. Estudos feitos por Gomes e colaboradores (1993) analisaram a composicao quimica do
6leo essencial da L. alba no estado do Parana, sendo encontrados y-terpineno (46,71%), p-
cimeno (8,65%), B-cariofileno (7,23%), Mirceno (1,32%), Genarial (0,69%) e Neral (0,39%).
Na Colémbia, Stashenko e colaboradores (2003) analisaram métodos de extracdo dos 6leos
volateis da L. alba e identificaram cerca de 39 componentes, sendo a Carvona (51,0%) o
componente majoritario. Estudos também revelam que até plantas provenientes da mesma
regido apresentam composicao quimica diferenciada, sugerindo que além de fatores ambientais,
fatores genéticos podem alterar a composicédo final do 6leo essencial (STASHENKO et al.,
2003).

3.3.1 Variacdo quimica da espécie Lippia alba

A composicdo do 6leo essencial da L. alba é altamente variavel, sugerindo a existéncia
de quimiotipos cuja composicdo nem sempre € coincidente e, por essa razdo, muitos autores
tentaram classificar os quimiotipos da L. alba de acordo com os constituintes majoritarios
(HENNEBELLE et al., 2008). Como resultado de varias analises morfoldgicas e quimicas,
pode-se descrever a existéncia de trés quimiotipos para esta espécie, cada um com uma
atividade biologica especifica. O primeiro quimiotipo foi caracterizado por elevados teores de
mirceno-citral, tendo acdo calmante, analgésico e espasmolitica. Similarmente, o segundo
quimiotipo limoneno-citral mostrou atividades ansioliticas e espasmodicas. Por outro lado, o
terceiro quimiotipo limoneno-carvona esta relacionado com atividade mucolitica e com
distdrbios gastrointestinais (YAMAMOTO et al., 2008).
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O uso adequado da espécie L. alba sugere aplicacGes promissoras e seu extensivo uso
empirico vem despertando o interesse de pesquisadores em estabelecer explicac@es cientificas
para tais atividades farmacoldgicas, o que tem resultado na confirmacdo de algumas dessas

atividades, bem como na deteccdo de outras propriedades importantes.

3.3.2 Propriedades biologicas do 6leo essencial da Lippia alba

Os oOleos essenciais, assim como outros extratos naturais de plantas, vém sendo
considerados como alternativas importantes sob o ponto de vista fitoquimico, particularmente
devido a sua grande variabilidade na composicéo quimica. Além do uso de plantas medicinais
para fins terapéuticos, estudos comprovam que a espécie L. alba possui grande potencial
biocida. Peixoto et al (2015) avaliou o potencial do 6leo essencial da L. alba sobre o carrapato
da espécie Rhipicephalus(Boophilus) microplus, responsavel por inimeras perdas econémicas
na pecuaria bovina. Os autores observaram que os quimiotipos Citral, Carvona e Limoneno
apresentaram efetiva atividade larvicida com CLso=7,0 mg/mL, CL50=29,8 mg/mL e CLso=

31,2 mg/mL, respectivamente.

Através de andlises quimicas, um outro estudo realizado com o 6leo essencial da L. alba,
juntamente com um grupo de plantas medicinais brasileiras, reportou sua atividade contra o
fungo Candida albicans, através da presenca de compostos com conhecida atividade
antimicrobiana, incluindo o 1,8-cineole, Geranial, Germacreno-D, Limoneno, Linalool e
Mentol (DUARTE et al., 2005). Em outras pesquisas relacionadas a atividade antimicrobiana,
0 Oleo essencial da L. alba mostrou-se altamente efetivo contra uma bactéria gram-negativa
Aeromonas frequentemente encontrada em muitas espécies de animais aquaticos (DE SOUZA
etal., 2017).

Através de diversas literaturas, sdo nitidas as vantagens da utilizacdo de inseticidas
naturais alternativos quando comparados ao emprego de produtos sintéticos, visto que séo
obtidos de recursos renovaveis, rapidamente degradaveis e apresentam varias substancias que
atuam simultaneamente, fazendo com que o desenvolvimento de resisténcia das pragas a essas
substancias ocorra de forma lenta e, ainda, sua obtencédo € geralmente de facil acesso (SENA,
2008). Neste contexto, &€ oportuno investir no desenvolvimento de um produto biodegradavel
empregando nanotecnologia como uma ferramenta para obtencdo de resultados compativeis

quanto a estabilidade, determinacéo das doses letais, avaliacdo da liberagdo controlada a partir


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/aeromonas
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de encapsulamentos em nano/microparticulas, determinacdo de mecanismos de prolongamento

da acdo do ativo e reducdo de toxicidade.

3.4 Nanotecnologia

O emprego da nanotecnologia no desenvolvimento de produtos tem permitido amplicar
suas aplicagdes nas mais variadas &reas da pesquisa, impactando diretamente o
desenvolvimento tecnoldgico e econdmico. O principio dessa ciéncia é que 0os materiais na
escala nanométrica podem apresentar propriedades quimicas, fisico-quimicas e
comportamentais diferentes daquelas em maior escala. Vale ressaltar que essas propriedades
podem variar de acordo com o tamanho e a forma das particulas (DURAN; CAPPARELLI;
MORAES, 2006).

3.4.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas podem ser desenvolvidas para atuarem como sistemas
carreadores de substancias ativas. Essas substancias ativas podem ser encapsuladas, adsorvidas
ou dispersas nas mesmas. Dependendo da maneira como sdo produzidas, o termo nanoparticula
pode ser divididos em nanocéapsulas e nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a
composicao e organizacao estrutural, sendo ambos sistemas carreadores (EL-SAY; EL-SAWY,
2017).

As nanocapsulas sdo constituidas por uma parede polimérica disposto ao redor de um
nacleo oleoso, enquanto que as nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica onde o
agente ativo pode estar disperso ou aderido, entretanto ndo apresenta nucleo oleoso em sua
composicdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIRNATH; AMINABHAVI, 2001).

Estes sistemas funcionam como estratégias eficientes para transportar a substancia ativa
ao seu local de acdo atraves da escolha de um carreador e da rota adequada, tendo como
objetivos principais o de proteger o seu contetdo de fatores ambientais (luz, umidade, oxigénio
e interagGes com outros compostos), liberacdo controlada e sob estimulos, tais como mudanca
de pH, rompimento fisico, intumescimento, dissolucdo etc. Além disso, o encapsulamento

também pode mascarar o sabor e/ou odor desagradavel e aumentar o tempo de atuacdo do
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composto ativo, prolongando seu efeito. Neste caso, o tipo de nanoparticula e o local em que a
substancia ativa estara (adsorvido na superficie ou ndo) dependerdo das caracteristicas finais
desejadas, como aplicacdo, tamanho, distribuicdo de tamanho, grau de biodegradacdo e

compatibilidade do polimero com a substancia ativa.

O nanoencapsulamento polimérico de compostos naturais, como 0s 6leos essenciais, em
geral, vem sendo desenvolvido por uma série de pesquisadores com o intuito de melhorar a
estabilidade quimica, aumentar a atividade destas substancias e reduzir a volatilizacdo dos
mesmos, melhorando seus potenciais biologicos. Neste contexto, pode ser citado um estudo
feito por Abreu e colaboradores (2012), que encapsularam o éleo essencial da Lippia sidoides
utilizando polimeros biodegradaveis para o desenvolvimento de um sistema a ser aplicado
contra larvas de A. aegypti, apresentando maior eficicia quando comparado com os resultados
obtidos para o 6leo in natura.

3.4.2 Matérias primas utilizadas como materiais de parede no desenvolvimento de

nanoparticulas

Basicamente, as nanoparticulas poliméricas sdo constituidas por um material polimérico
apropriado, tensoativo, substancia ativa, além do solvente organico que € utilizado no processo
de preparacdo para se obter a formacdo das particulas e, posteriormente, descartado. No caso
de sistemas poliméricos biodegradveis, o uso de um conservante apropriado também é

indicado.

Existem vérios tipos de materiais poliméricos utilizados no preparo de nanoparticulas.
Esses materiais vém sendo amplamente investigados para possiveis aplicagdes em sistemas de
liberacdo controlada. Os materiais de parede poliméricos podem ser naturais, tais como a
quitosana, gelatina e amido e, dentre os sintéticos, podem ser citados os poliésteres alifaticos,
polianidridos e poliortoésteres. Entretanto, os poliésteres alifaticos vem sendo muito utilizados
devido a sua disponibilidade, biocompatibilidade, facilidade em incorporar uma ampla
variedade de compostos bioativos e biodegradaveis, uma vez que a principio ndo causam danos
ou impactos ao meio ambiente, (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010a; SINHA et
al., 2004).
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Os tensoativos, também chamados de surfactantes ou emulsificantes, sdo fundamentais
para evitar agregacdo das nanoparticulas apds o preparo, como também durante o
armazenamento por promoverem estabilizacdo fisica e/ou quimica. Sdo normalmente
constituidos por grandes moléculas que apresentam simultaneamente segmentos hidrofébicos
(parte apolar) e hidrofilicos (parte polar), denominados de anfifilicos, promovendo a
estabilidade da emulsdo através da reducdo da tensao interfacial em funcéo de sua adsor¢do na
interface. Como resultado desta estrutura anfifilica, o grupo terminal polar das moléculas dos
emulsificantes interagem com as moléculas de agua, enquanto que o grupo apolar interage com

0 principio ativo a ser encapsulado (LENZI et al., 2003).

Os tensoativos, além de atuarem na reducdo da tensdo interfacial, favorecendo a
estabilizacdo, é responsavel por manter um filme entre as fases (goticula e a fase externa)
exercendo uma barreira fisica que impede fendmenos como floculacao e coalescéncia (BAIS et
al., 2005).

Para a escolha do solvente organico mais adequado, deve-se levar em consideracdo a
menor toxicidade, a capacidade de solubilizar o principio ativo e o polimero, ja que alguns
métodos exigem utilizacdo de solventes organicos misciveis em agua e outros ndo. Na maioria
dos casos, a acetona é o solvente de escolha. Outros solventes como o etanol e o acetato de etila
podem ser escolhidos para dissolucdo do 6leo ou do composto bioativo (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010a).

A inclusdo de um conservante na formulacdo é um fator essencial na estabilizacdo, uma
vez que os constituintes da formulacédo, na presenca de agua, podem permitir a proliferacdo de
uma variedade de microorganismos. Os conservantes impedirdo o crescimento e multiplicagdo
desses microorganismos, interferindo no metabolismo microbiano através de varios
mecanismos (modifica¢do da permeabilidade da membrana celular, liberacdo dos constituintes

celulares, inibicdo do metabolismo celular etc.) (ANVISA, 2004).

Um conservante ideal ndo deve ser adicionado a um produto para mascarar qualquer
deficiéncia nos processos de fabricacdo, e sim, ser uma parte integrante da formulagéo
escolhida, apresentando uma concentracédo baixa, ter amplo espectro de atividade, ter atividade
bactericida, ndo ser irritante, apresentar alta solubilidade em &gua e possuir compatibilidade
com os demais componentes da formulagdo (ALLEN; LOYD; POPOVICH, 2013). No presente
trabalho, por exemplo, o conservante NE (que € uma mistura de Phenoxyethanol/2-Methyl-2H-
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Isothiazolin-3-one) é considerado um poderoso biocida usado em uma ampla gama de
aplicacdes industriais, utilizado para controlar o crescimento microbiano em solugdes aquosas.
O benzoato de sodio geralmente é usado como conservante quimico com propriedades
fungicidas e bactericidas, prevenindo a degradacéo causada por esses microorganismos durante
0 armazenamento. Esses conservantes sao reconhecidos como conservantes seguros pelo Food
and Drug Administration dos Estados Unidos (REN et al., 2014).

3.4.3 Métodos de obtencdo de nanoparticulas

Embora muitas metodologias de sintese de nanoparticulas poliméricas sejam reportadas
na literatura, todas elas séo baseadas em dois principais grupos: polimerizacdo de monémeros
dispersos e dispersdo de polimeros pré-formados. Todavia, a dispersdo de polimeros pré-
formados é um dos métodos mais comumente aplicados para o preparo das nanoparticulas
poliméricas. Neste grupo ha diversas técnicas, dentre as quais se destacam as que utilizam
polimeros sintéticos, tais como emulsificagdo-evaporacdo do solvente (dupla emulséo

evaporacdo do solvente), salting-out, emulsificacdo-difusdo do solvente e nanoprecipitacéo.

O método da dupla emulsdo é adequado para o nanoencapsulamento de ativos com
carater hidrofilico. O método constitui-se em duas etapas. Primeiramente acontece a
homogeneizacdo sob alta agitacdo de duas fases imisciveis, a fase aquosa contendo um
tensoativo disperso e a fase organica composta por polimero e ativo e dissolvido em solvente
organico apolar. A mistura do polimero com o ativo solubilizado é emulsionada com a solucao
contendo o agente tensoativo formando entdo, uma emulsdo do tipo éleo em agua (O/A). A
segunda etapa se da pela evaporacdo do solvente organico realizada geralmente por rota-
evaporacao, ocorrendo a precipitacdo do polimero na fase externa aquosa e, consequentemente,
a formacdo das nanoparticulas.

Os métodos salting-out e emulsificacdo-difusdo do solvente sdo bem semelhantes. No
salting-out, o solvente organico deve ser hidromiscivel em solu¢do, como a acetona (SOUTO,;
SEVERINO; SANT, 2012). No entanto, na emulsificacdo-difusdo do solvente, o solvente
organico deve ser parcialmente miscivel em agua como, por exemplo, alcool benzilico (MORA-
HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010b). Sendo assim, o polimero e o ativo devem ser

solubilizados sob vigorosa agitacao neste solvente. Na fase aquosa, em ambos os metodos deve-
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se conter um tensoativo para a estabilizacdo da emulsdo. Porém, no salting-out, esta fase deve-
se apresentar saturada com um n&o-eletrélito como, por exemplo, a sacarose ou um eletrolito,
como o cloreto de magnésio. Posteriormente, a emulsao é diluida em um volume adequado de
agua que permite a difusdo do solvente para a fase orgénica, ocorrendo a precipitacdo do
polimero e formag&o das nanoparticulas. Para esta metodologia, ativos lipofilicos apresentam
maiores percentuais de inclusdo do que ativos hidrofilicos (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010a).

Em contrapartida, a técnica mais utilizada para encapsulamento de ativos € a de
nanoprecipitacdo ou deslocamento do solvente. Esta técnica se baseia na precipitacdo do
polimero pré-formado ap6s a adicdo de uma solucdo organica polar do mesmo em um nao
solvente como a agua. Procede-se a dispersdo da fase organica na fase aquosa sob agitacao
magnética, ocorrendo uma emulsificacdo espontanea na formulacdo pela rapida difusdo do
solvente que, posteriormente, é eliminado através da evaporacdo sob pressdo reduzida (FESSI
et al., 1989; SOPPIRNATH; AMINABHAVI, 2001).

3.4.4 Mecanismos de liberacéo

Um sistema de liberacdo controlada é aquele em que o agente ativo € liberado
independentemente de fatores externos e com uma cinética bem estabelecida. Os materiais
poliméricos geralmente liberam o agente ativo através de alguns mecanismos de liberacao que,
na pratica, podem atuar simultaneamente (LOPES; LOBO; COSTA, 2006). Séo eles:

v Liberacéo controlada por difusdo: Este mecanismo esta relacionado quando o agente
ativo rodeado pelo material de parede, difunde-se lentamente através deste. A taxa de
liberacdo depende das propriedades quimicas do agente ativo e do material encapsulante,
assim como, algumas propriedades fisicas do material, como estrutura e porosidade
(SANDER; BIZERRA; SILVA, 2015).

v Liberacao ativada por degradacdo/erosdao: No processo de erosao, o controle quimico
acontece atraves da degradacdo do material de parede, onde a taxa de liberacdo é
dependente da escolha do mesmo (SANDER; BIZERRA; SILVA, 2015).
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v Ativacdo: No mecanismo de ativacdo, hd uma quebra das cadeias poliméricas pela
clivagem de suas ligagOes intermoleculares, de forma que durante este processo de
degradacédo acontece a liberacdo do agente ativo. Nos sistemas controlados por solvente
existe a dispersdo ou dissolucdo do agente ativo na matriz polimérica, a qual pode ser
hidrofébica ou hidrofilica. A liberagdo do agente ativo pode envolver processos de
expansao do polimero, tornando o material mais plastico (SANDER; BIZERRA,; SILVA,
2015). Vale ressaltar que, quando sdo utilizadas matrizes poliméricas hidrossoluveis,

ocorre geralmente uma liberacdo do ativo de forma mais rapida.

3.4.5 Modelos de liberagdo controlada

Através da investigacdo do perfil de liberacdo de agentes ativos em nanoparticulas
poliméricas foram propostos alguns modelos matematicos para descrever as caracteristicas de

liberacdo. Existem varios modelos que representam perfis de liberacéo:

v" Ordem zero: Baseia-se na liberacdo lenta do agente ativo a partir de matrizes sem que
ocorra sua desagregacdo, ou seja, as formas ndo sdao modificadas (LOPES; LOBO;

COSTA, 2006). Este modelo pode ser expresso pela seguinte equacéo:

Q: = Qo + Kot

onde:

Qt é a quantidade do agente ativo liberado no tempo t;

Qo € a quantidade inicial do agente ativo no meio de liberagdo;

ko é a constante de liberacdo de ordem zero expressa em unidades de

concentracdo em funcéo do tempo;

Num perfil de liberagcdo de ordem zero, a velocidade de difusdo do agente ativo do
interior para o exterior da matriz polimérica é inferior que a respectiva velocidade de
dissolugdo, formando uma solucdo saturada permitindo a cedéncia constante do agente ativo.
Porém, a aplicacdo deste modelo apresenta diversas limitacGes devido aos poucos fatores de
ajuste ao modelo (LOPES; LOBO; COSTA, 2006).
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v" Primeira ordem: A cinética de primeira ordem é caracterizada por apresentar a liberacéo
do agente ativo de forma proporcional entre a quantidade interna e externa da matriz e
também quando a matriz polimérica usada no sistema ndo sofre intumescimento

(MANADAS et al., 2002). Esse processo € representado pela seguinte equacéo:

Kt
2,303

logQ; =logQ, +

onde:
Q. € aquantidade do farmaco liberado no tempo t;
Q, € a quantidade inicial do farmaco na solucéo;

K, é a constante de liberacdo de primeira ordem.

v" Higuchi: A equacdo de Higuchi (1961) é empregada constantemente para representar a
velocidade de liberacdo controlada do agente ativo a partir de sistemas matriciais como um
processo de difusdo baseada na lei de Fick. A equacdo de Higuchi é expressa como fracao

de massa liberada:
fr = Kyt'/?

onde:
Ky corresponde a constante de liberagdo de Higuchi;

f+ quantidade do agente ativo liberado.

A equacéo de Higuchi apresenta limitacdes fortes na interpretacdo dos mecanismos de
liberacdo controlada, principalmente no uso desta relacdo em sistemas que apresentam a

capacidade de intumescimento (Lopes et al., 2005).

v" Korsmeyer-Peppas: O modelo matematico elaborado por Korsmeyer-Peppas (1983) é
relacionado com a liberacdo do agente ativo ao longo do tempo. E utilizada para descrever
de forma simplificada os mecanismos de liberacdo onde ocorre uma difuséo do agente ativo
(transporte Fickiano) controlada pelo relaxamento das cadeias poliméricas (transporte de
caso 1) (RITGER; PEPPAS, 1987). Neste modelo a relacédo entre a velocidade de liberacéo

e 0 tempo é expressa pela equacéo:
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M _ kem

M

onde:

K é a constante de difuséo;

n € o expoente de liberacdo que, de acordo com o valor numérico que assume, caracteriza o
mecanismo de liberacdo do agente ativo;

M, é a quantidade do agente ativo liberada no tempo t;

M,, € a quantidade total do agente ativo em um tempo infinito;

A’;—f é a fracdo do agente ativo liberado ao longo do tempo t.

)

Peppas (RITGER; PEPPAS, 1987) utilizou o valor de n para caracterizar os diferentes

mecanismos de liberacdo como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Interpretacdo dos mecanismos de liberag8o por difuséo

Expoente de Mecanismo de
Liberacéo (n) difusdo do agente Caracteristicas
ativo
n=0,43 Difusdo Fickianoou  Quando o tempo de difusdo é muito mais lenta
Caso | que o tempo de relaxacdo da cadeia polimérica.
n=0,89 Intumescimento do  Quando o tempo de difusdo é muito mais rapida
polimero ou Caso Il comparado com o tempo de relaxacdo das
cadeias, que ocorrem simultaneamente.
0,43<n<0,89 Difusdo anémala (ndo  Ocorre quando os tempos de difusdo e de

Fickiano) tanto de relaxacdo das cadeias poliméricas sdo
difusdo e relaxamento  comparaveis.
(erosdo)

Esse modelo geralmente é aplicado quando o mecanismo de liberagcdo do agente ativo
ndo é bem conhecido ou quando resulta da combinacdo de dois fendmenos aparentemente
independentes (MANADAS et al., 2002).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Oleo essencial

4.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas da espécie L. alba foram coletadas no Setor de Plantas Medicinais e Hortalicas
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), situada na Rodovia AM-010 de

Manaus-Itacoatiara, no Km 30, sendo supervisionada pelo Dr. Francisco Célio Maia Chaves.

As plantas foram colhidas rente ao solo no més de julho de 2017 as 10 h e mantidas na
sombra para secagem até atingirem massa constante. Apds a secagem foram armazenadas em
sacos plasticos até 0 momento da extracdo do Oleo essencial. As exsicatas foram identificadas
por meio de comparacdo com material vegetal existente na colecdo do herbério do laboratorio

de Botanica - Embrapa, onde se encontram depositadas sob o0 n° 191732.

4.1.2 Extracdo de 0Oleo essencial

As folhas coletadas da espécie L. alba foram secas e extraidas para obtencdo do 6leo
essencial no Laboratorio de Polimeros Nanoestruturados - NANOPOL e submetidas a
hidrodestilacdo em aparelho do tipo Clevenger modificado, durante 2h30min, a 100 °C,
contadas a partir da observacédo da saida das primeiras gotas do 6leo essencial. Em um bal&do de
vidro com capacidade de 4 L foram adicionados 150 g de folhas secas trituradas e 1,5 L de agua
destilada. Apds a extracdo, o volume do 6leo essencial foi quantificado com o auxilio de uma
micropipeta, armazenado em frasco &mbar e adicionado sulfato de sddio anidro para retirar as
possiveis gotas de dgua presentes no 6leo essencial. Em seguida, o éleo essencial foi mantido a

-18°C até o momento das analises.

4.1.3 Determinacdo das propriedades fisicas do 0leo essencial

Para a determinac&o da cinética de extracdo foi observada a variacdo do volume do 6leo
essencial obtido a cada 30 min com o intuito de avaliar e definir a condicdo operacional mais

adequada em relacdo ao tempo de extracéo a ser utilizado nos experimentos.


https://www.embrapa.br/
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A densidade relativa do 6leo essencial foi estimada em temperatura ambiente utilizando
dois tubos capilares lavados e secos. Um deles foi preenchido com agua destilada (m1) e o outro
com 6leo essencial (m2), tendo suas massas determinadas. Outro tubo capilar permaneceu vazio
(m) para obter a diferenca de massa dos tubos capilares cheios e vazios. O valor da densidade
foi obtido de acordo com a equacao:

_ (m2—-m1)
(m1 —m)

O rendimento do 6leo essencial foi expresso pela relacdo entre a massa do 6leo obtido
apoOs o0 processo de extragdo e o material vegetal, sendo que valor final foi expresso em
percentual (GIRARD, 2007).

O indice de refracdo, conforme sugerido pela Farmacopeia Brasileira (2010), foi obtido
no Laboratério de Polimeros Nanoestruturados- NANOPOL utilizando um refratbmetro da

marca Atago Master Refractometer.

4.1.4 ldentificacdo quimica e quantificagdo dos componentes do 6leo essencial da
Lippia alba por Cromagrafia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG/EM)

A identificacdo dos constituintes do dleo essencial da L. alba foi realizada no Centro de
Apoio Multidisciplinar (CAM) - Central Analitica/UFAM. O 06leo essencial foi submetido a
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrdmetro de Massas (CG-EM), em equipamento
Thermo, modelo Trace GC Ultra, coluna capilar Tr-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) utilizando
hélio como gés de arraste a 1.0 mL.min. O volume injetado foi de 2 pL de 6leo puro diluido
em 1 mL de acetato de etila. A temperatura foi de 250°C no injetor e a temperatura do forno foi
programada em 40°C (4min), aumentando até 240°C, com acréscimo de 4°C a cada minuto e

em seguida aumentando até 280°C a uma taxa de 10°C durante 2 min.

Os indices aritméticos foram calculados utilizando a Equacéo de van der Dool-Kratz,
relacionando os tempos de retencdo das substancias presentes nos 0leos essenciais com 0s
tempos de retencdo de uma série homologa de n-alcanos alifaticos (C7-Cso) € por comparagéo
do indice aritmético com dados da literatura (ADAMS, 2007). Além disso, a identificacdo dos
constituintes quimicos também foi realizada por comparacgdes entre 0s espectros de massas

experimentais e os existentes na biblioteca (NIST, 2016).
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4.1.5 Atividade antioxidante do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrizil hidrazil)

A capacidade sequestrante do radical livre DPPH" do dleo essencial foi avaliada usando
0o método DPPH (MOLYNEUX, 2004) e realizada no Laboratério de Polimeros
Nanoestruturados-NANOPOL. Preparou-se uma solugdo metanolica DPPH (100 uM) e, a partir
de uma concentracgdo de 1 mg. mL™ do padrdo Trolox, uma aliquota de 10 uL foi adicionada a
microplaca com 190 pL do radical DPPH (100 puM). O padréo Trolox foi utilizado como
controle positivo (1000 pg — 3,9 pg. mL?). A mistura foi mantida no escuro a temperatura
ambiente por 30 min com posterior leitura da absorbancia em 515 nm utilizando um leitor de
microplacas de 96 pocos (Biotek, ELX 800). O resultado foi obtido por equivaléncia a Trolox

através da relacdo absorbancia versus concentragao.

4.1.6 Ensaio enzimatico inibitorio de acetilcolinesterase (AChE)

A inibicdo de AChE in vitro foi preparada pelo método espectrofotométrico descrito por
Senol (2015) e realizada no Laborat6rio de Polimeros Nanoestruturados-NANOPOL. O 6leo
essencial foi testado em concentragBes de 31,2; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pg. mL™. Em
seguida, foram adicionados 150 uL de tampao de fosfato de s6dio 0,1 mM (pH 8,0), 20 puL de
DTNB 0,2 M, 20 pL de solugdes de 6leo essencial ¢ 20 uL de solugdo de 0,2 M de AChE em
microplaca de 96 pogos a 25°C. Ap6s 15 min foi adicionado um volume de 10 pL de AChI (0,2
M) para que a reagéo fosse iniciada. Utilizando um leitor de microplacas de 96 pogos (Biotek,
ELX 800) em 405 nm, foram realizadas leituras de absorbancia no intervalo de 5 em 5 min,
durante 0,5 h. O Clso foi calculado utilizando a taxa do ensaio inibitério AChE versus a
concentragdo da amostra em 15 min. O ensaio foi realizado em triplicata e a neostigmina foi

utilizada como controle positivo (31,250-1.000 pg. mL™Y).

4.1.7 Bioensaio Larvicida do 6leo in natura

O bioensaio larvicida foi conduzido no Laboratorio de Malaria e Dengue/LMD-CSAS
(INPA) para testar a concentragdo letal do dleo essencial in natura da L. alba (SILVA et al.,
2018).
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Grupos de 10 larvas no 3° estagio larval foram colocados em copos plasticos (100 mL)
contendo inicialmente 1 mL de &gua destilada e 100 puL do alimento larval e 100 pL das

concentragdes larvicidas (150 a 70 mg. mL™) do 6leo essencial solubilizado em DMSO.

O experimento foi realizado em triplicata contendo cinco réplicas. DMSO (1 mL) e Bti
(1 mg. mL1) foram usados como controle negativo e positivo, respectivamente. Os dados foram
analisados utilizando o programa POLOPC® (LeOra Software Berkeley, CA) para estimar 0s
valores de CLso e CLgo, que representa a concentracéo letal, ou seja, a concentracao larvicida
necessaria para matar 50% e 90% dos individuos da populagdo com limite de confianga de 95%.

4.2 Desenvolvimento das nanoparticulas encapsulantes

Existem diversas metodologias empregadas no desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas biodegradaveis (CRUCHO; BARROS, 2017). O método utilizado neste trabalho
foi 0 método de nanoprecipitacdo que, de acordo com Lassalle (2007), € uma técnica simples,
de facil realizacdo e que tem sido amplamente utilizada na preparacdo de nanoparticulas
encapsulantes de diversos ativos (BRAMOSANTI et al., 2017; GAONKAR et al., 2017).

Uma vez escolhido o método de sintese das nanoparticulas, uma atencdo maior foi dada
a formulacdo dos sistemas. Um dos polimeros utilizados para a sintese de nanoparticulas foi a
poli-e-caprolactona (PCL) pelo fato de ser um poliéster biocompativel, biodegradavel em meio
biolégico, custo relativamente baixo e comumente utilizado em sistemas de liberacdo
controlada (VILLANOVA, JANAINA C. O; OREFICE, RODRIGO L.; CUNHA, 2010).

Fatores como capacidade de solubilizacdo dos constituintes da fase organica,
miscibilidade em &gua, seguranca e toxidade foram os critérios de escolha para a sele¢cdo do
solvente organico mais adequado. O solvente organico escolhido foi a acetona por ser um dos
solventes com baixo potencial toxico segundo a classificacdo dos solventes residuais da

International conference on Harmonisation (IHC).

Oliveira (2008) utilizou como fase oleosa 0 6leo de copaiba, obtendo nanoparticulas da
ordem de 130 nm, utilizando apenas um agente tensoativo (Tween®80). Esta emulséo foi entéo
submetida a testes de centrifugacdo, confirmando estudos feitos por Kanig (2001) que
mostraram ser possivel desenvolver formulacGes estaveis utilizando apenas um dnico

tensoativo. Diante destas perspectivas, optou-se pela utilizacdo de um tensoativo hidrofilico, o
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Tween®80, que confere estabilizacdo estérica entre as nanoparticulas, reduzindo a possibilidade

de coalescéncia, bem como pela superacdo da for¢a da gravidade atuante nesses glébulos pelo

movimento browniano, evitando processos de instabilidade (TADROS et al., 2004).

4.2.1 Sintese das nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacao

Para obtencdo de nanoparticulas por nanoprecipitacdo, a metodologia descrita por

Christofoli et al (2015) foi utilizada, com algumas modificacdes. Toda a metodologia

experimental foi realizada no Laboratorio de Polimeros Nanoestruturados -NANOPOL.

A metodologia utilizada pode ser descrita em trés etapas:

a)

b)

Na primeira etapa foram preparados dois sistemas de nanoparticulas, um sem o dleo
essencial da L. alba, e outra contendo o 6leo essencial encapsulado. Para a sintese
das nanoparticulas sem ativo, duas solucbes foram preparadas, uma chamada de fase
organica composta por poli-e-caprolactona (PCL) e um solvente organico (acetona)
e outra, chamada de fase aquosa, composta do tensoativo ndo ionico (Tween®80) e
agua destilada.

Na segunda etapa, a fase organica foi aquecida em 40°C até solubilizacdo completa
do polimero e, ao final da dissolucdo, a solucédo foi entdo resfriada a temperatura
ambiente por 15 min, vertida na solu¢do aquosa por gotejamento e seguida da
evaporacdo do solvente por rotaevaporacdo. O ajuste do pH final do sistema com
realizado utilizando-se uma solugéo de HCI 1M. Dois tipos de conservantes foram
testados, NE (Fenoxietanol/2-metil-2H-isotiazolin-3-ona) e benzoato de sodio.

Na terceira etapa, para encapsulamento do 6leo essencial, o0 mesmo foi incorporado
na solugdo aquosa seguindo o mesmo procedimento da etapa b, com agitagédo
constante, até formar uma solucéo coloidal turva. A Figura 4 ilustra este método de

preparacao.
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Figura 4: Representagdo esquematica da preparagdo da formulagdo pela técnica de nanoprecipitacéo.

As concentragfes dos constituintes da formulagdo desenvolvida, bem como as

condicdes experimentais, estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdes utilizadas na preparacao da formulagdo das nanoparticulas

Fase Componentes Concentracao
poli-e-caprolactona 0,159

Organica 6leo essencial 500 pg. mL?
acetona 15 mL
Aquosa tween 80 0,059
agua destilada 30 mL

4.2.2 Microscopia de Forca Atémica (AFM)

As topografias das nanoparticulas vazias e carreadas com o 6leo essencial foram obtidas
no Laboratério de Optica de Materiais — OPTIMA/UFAM, em um Microscopio de Forca
Atdmica (Innova, Bruker), com area de (10 x 10) ug, operando em modo contato utilizando
cantilevers de nitreto de silicio. As medicfes foram realizadas em 296 + 1K e 40 + 1% de HR
com 512 x 512 pixels a uma taxa de varredura de 1Hz. A distribui¢cdo dos diametros médios
das nanoparticulas foi estimada usando o programa ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND;
ELICEIRI, 2012).



38

4.2.3 DLS e Potencial Zeta

A distribuicao dos diametros das nanoparticulas e o indice de polidispersdo (PDI) foram
obtidos através da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering),
utilizando um equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK)
disponivel no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica - UFAM. A formulacdo das
nanoparticulas vazias foi diluida em agua mili-Q em uma proporc¢édo de 1:100 [v/v]. As leituras
foram realizadas em triplicata e as medidas efetuadas sob &ngulo de espalhamento de 90°. Neste
mesmo equipamento os valores do potencial Zeta (em mV) foram determinados pela anélise de

mobilidade eletroforética em um intervalo de pH de 3 a 10, em triplicata, a 25 °C.

4.2.4 Espectroscopia na Regiéo do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises para caracterizacdo estrutural a nivel molecular da formulagdo e avaliagéo
qualitativa da eficiéncia de encapsulamento do O&leo essencial da L. alba
foram realizadas no centro de pesquisa HUB-Tecnologia e Inovacgédo da Universidade Estadual
do Amazonas-UEA em espectrofotometro Shimadzu IR Prestige-21 com software IRsolution
versdo 1.6. no intervalo de 1000 a 4000 cm™.

4.2.5 Eficiéncia de encapsulamento para sistemas abertos

A eficiéncia de encapsulamento do 0leo essencial foi analisada por espectroscopia UV-
vis (Global Trade Technology, modelo UV-5100) baseada em trabalhos anteriormente
reportados, com algumas modificacdes (GHASEMISHAHRESTANI, 2015; SILVA et al.,
2018). Inicialmente foi realizada uma varredura com o oleo essencial in natura da L. alba,
obtendo o pico méaximo de absorgdo em A= 328nm. A curva de calibragdo foi previamente
desenvolvida com diferentes concentrages do ativo em metanol (1,9 a 1000 mg. mL?). As
solucBes foram analisadas em triplicata por espectroscopia de UV-vis e as médias das areas dos
picos referentes a cada concentracdo foram plotadas em um grafico de absorbancia versus
concentragdo. A equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo linear foram calculados pela

analise da regressao linear para a obtencdo da curva de calibragcdo, como mostrado na Figura 5.
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Figura 5 : Curva de calibracéo do éleo essencial de Lippia alba.
FONTE: Préprio autor.

Para o calculo da eficiéncia de encapsulamento, as nanoparticulas vazias e com 6leo
essencial encapsulado foram separadas por centrifugacdo (DAIKI, modelo DTR20.000) a
12000 rpm durante 20 min. O sobrenadante foi retirado e usado para determinar a quantidade

de dleo essencial livre. A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada usando a formula:

(Concentracio inicial do 6leo essencial— Concentracao do 6leo livre)

x 100

EE (%) =

Concentracio inicial do 6leo essencial

4.2.6 Liberacdo controlada do dleo essencial nanoencapsulado

Estudos de liberacdo de 6leo essencial in vitro foram realizados em membrana de dialise
contendo 15 mL do sistema coloidal, e suspensa em &gua a 25°C em diferentes pHs (4, 7,
10). Porcdes de 2 mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo, e a concentragéo do
0leo essencial nesta aliquota foi medida por absorbancia usando um espectrofotémetro UV-
vis. A quantidade de dleo essencial liberada foi determinada através da curva de calibracdo. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

A partir dos dados de liberagdo obtidos, foi realizada a analise dos mecanismos
envolvidos no processo de liberagdo, utilizando o modelo tedrico descrito por Korsmeyer-

Peppas do qual segue um comportamento anémalo.



40

4.2.7 Estudo de estabilidade

Entendendo que particulas coloidais apresentam tendéncia para sofrerem agregacao ou
coalescéncia ao longo do tempo, mesmo utilizando-se de conservantes apropriados, procedeu-
se a avaliagdo das nanoparticulas carreadas com o 6leo essencial a fim de avaliar a estabilidade
fisica da formulacdo em funcdo do tempo. No geral, € importante saber reconhecer quais
parametros fisicos estdo relacionados a desestabilizacdo do sistema coloidal, sabendo

correlacionar as informaces obtidas atraves de cada analise em particular.

A formulacéo foi armazenada a 25°C em uma incubadora Biochemical Oxygen Demand

(B.0.D) da marca Solid Steel sendo os parametros pH e condutividade avaliados por 50 dias.

4.2.7.1 Avaliagdo do pH

O valor do potencial Hidrogenionico (pH) dos nanossistemas foi determinado inserindo-
se o eletrodo (pHmetro KASVI) diretamente na amostraa 25°C, ndo sendo necessaria diluicdo
prévia devido a fluidez das emulsdes (ANVISA, 2004).

4.2.7.2 Avaliacdo da condutividade elétrica

Para determinar a condutividade elétrica, o eletrodo do condutivimetro (marca BEL
ENGINEERING, modelo W12D) foi inserido diretamente nos nanossistemas, a 25°C.

4.2.8 Eficiéncia larvicida da formulacao

O bioensaio larvicida foi conduzido no Laboratério de Malaria e Dengue / LMD-CSAS
(INPA) com o objetivo de avaliar a propor¢do necessaria para a mortalidade total das larvas em
um determinado periodo de tempo.

O bioensaio com as nanoparticulas contendo o 6leo essencial encapsulado foi realizado
apenas para a formulacdo mais estavel, ou seja, aquela que apresentou maior eficiéncia de
encapsulamento em funcao do tempo. Grupos de 10 larvas no 3° estagio larval foram colocadas
em copos plasticos (100 mL) contendo inicialmente 10 mL da formulacdo e em seguida foram
utilizadas diferentes proporcoes de agua (pH=7)/formulacédo (1:1; 1:0,6; 1:0,4; 1:0,25; 1:0,1)
em cada grupo larval. A formulacdo vazia (sem 6leo essencial encapsulado) foi usada como

controle negativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta sessdo sera dividida em cinco etapas distintas: (i) os resultados encontrados em
relagdo ao estudo do 6leo essencial in natura da L. alba, assim como a sua eficacia frente as
larvas de A. aegypti, (ii) o desenvolvimento e caracteriza¢do das nanoparticulas poliméricas e
incorporacgdo do 6leo essencial, (iii) a avaliagdo da estabilidade das nanoparticulas, (iv) o ensaio
de eficacia das nanoparticulas contendo o 6leo essencial encapsulado frente as larvas de A.
aegypti.

5.1 Caracterizacao do 0leo essencial da L. alba

5.1.1 Determinacdo das propriedades fisicas

A Figura 6 mostra a cinética de extracdo do 6leo essencial utilizada para encontrar o

tempo ideal de hidrodestilacdo em funcdo do volume de 6leo extraido.
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Figura 6 : Cinética de extracdo das folhas de Lippia alba.

Verificou-se que o tempo de extracédo ideal foi de 120 min, tendo em vista que, apos
este periodo, ndo houve variacdo significativa do volume do 6leo essencial extraido até o tempo

méaximo observado de 160 min. Outros trabalhos utilizando a mesma espécie e metodologia de
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extragdo reportam que ndo houve alteragdes de rendimento no tempo de 120 min. Desta
maneira, 0 tempo de extracdo encontrado neste trabalho é considerado ideal para extracdo dos

componentes volateis presentes neste 6leo esséncial.

A densidade do 6leo essencial foi calculada em 0,936 g/cm®. O rendimento do 6leo
essencial apos processo de hidrodestilacdo foi de 0,62% (m/m) de acordo com a quantidade de
massa vegetal utilizada. Santos et al (2016) utilizou a mesma quantidade de folhas da mesma
espécie e encontrou um rendimento de 0,21%, demostrando que o rendimento pode variar

significativamente devido aos fatores genéticos e ambientais.

O indice de refracdo foi de 1,492, estando dentro da faixa prevista por Farmacopeia
brasileira (2010) (1,450 — 1,590).

5.1.2 Determinagdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial

O perfil cromatogréafico (Figura 7) do 6leo essencial da L. alba permitiu a identificacdo
de 10 constituintes quimicos, dos quais 82,9% sdo monoterpenos e 11,1% sdo sesquiterpenos.
Como componentes majoritarios foram encontrados Carvona (54,5%) e Limoneno (21,5%),
permitindo classificad-la como quimiotipo Il (limoneno-carvona). A Tabela 3 mostra 0s
constituintes quimicos identificados no éleo essencial da L. alba e seus respectivos percentuais,
além de seus indices de retencdo. A Figura 8 mostra as férmulas estruturais dos constituintes

identificados.
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Figura 7: Perfil cromatografico do 6leo essencial de Lippia alba.
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Figura 8: Estruturas quimicas presentes no 6leo essencial de Lippia alba.
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Alguns trabalhos reportados mostram a constituicdo quimica do dleo essencial da L.

alba semelhante a encontrada no presente trabalho, no entanto, mudancas quantitativas séo

observadas nas plantas de L. alba cultivadas em diferentes regides apresentando variagdes na

sua porcentagem (CASTRO; MING; MARQUES, 2002; SILVA et al., 2006).

Tabela 3: Substancias identificadas no 6leo essencial da Lippia alba e seus respectivos percentuais

Picos Constituintes IA 1A lit. (%)
exp.
1 Acetato de butila 801 807 3,24
2 Mirceno 990 988 3.61
3 Limoneno 1026 1024 21.49
4 y-terpineno 1049 1054 1.06
5 Linalol 1100 1095 0.68
6 Carvona 1244 1239 54,54
7 Piperitetona 1340 1340 1,51
8 o - Copaeno 1377 1374 1.86
9 E-cariofileno 1420 1417 3.25
10 Germacreno D 1483 1480 4.80
11 d-cadineno 1525 1522 1.20
Total 97,24
Total de monoterpenos 82,89
Monoterpenos hidrocarbonetos 26,16
Monoterpenos oxigenados 56,73
Total de sesquiterpenos 11,11
Outros compostos 3,24

Segundo Gobbo-Neto (GOBBO-NETO; LOPES, 2007) variacBes qualitativas e

guantitativas na composi¢do quimica do 6leo essencial podem estar sujeitas a diversos fatores

tais como o local de plantio, condi¢des de cultivo, variagdes climaticas, horario de colheita,

demandas fisioldgicas tais como reproducdo, crescimento e defesa da planta. Por outro lado,

essas variages podem ser causadas por diversidades no meio ambiente, como deficiéncia de

nutrientes, luz, temperaturas extremas e a presenca e/ou auséncia de microrganismos

patogénicos, apresentando variagdes significativas na constituicdo quimica do oleo essencial

mesmo sendo plantas da mesma espécie.
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Pino e Ortega (1996) caracterizaram o 0leo essencial das folhas da L. alba coletadas na
regido de Guira de Melena (Cuba) e os principais constituintes identificados foram: Carvona
(40,00%), p-guaieno (9,84%), Piperitenona (8,26%) e Limoneno (5,76%). Estudos realizados
por Silva et al (2017) relataram a presenca de trés quimiotipos na regido nordeste do Brasil
(Ceara), dentre eles o quimiotipo Il (limoneno-carvona) relatada em janeiro de 2014

apresentando como compostos majoritarios Carvona (58.99%) e Limoneno (20.06%).

5.1.3 Atividade antioxidante do radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrizil hidrazil)

Para determinar a capacidade sequestrante de radicais livres de uma amostra foi
utilizado o método de DPPH: . O efeito da acao antioxidante do radical DPPH- é devido a sua
habilidade de capturar hidrogénio (SHEKHAR; ANJU, 2014). O resultado alcancado apds a
determinacéo da atividade antioxidante do 6leo essencial na concentragdo de 1 mg. mL™? néo
revelou valor significativo para o radical DPPH-, mesmo utilizando uma concentragdo maior.
De maneira semelhante, Puertas-Mejia e colaboradores (2002) utilizaram uma concentracao de
2,8.10 > mg. mL* de 6leo essencial de L. alba apresentando uma baixa atividade, o que esta
relacionado aos componentes majoritarios do 6leo essencial de quimiotipo Il (limoneno-
carvona), que ndo apresentam grupos fendlicos e flavondides, intimamente associados a sua
atividade antioxidante. No entanto, pode ocorrer uma interacéo entre 0s compostos do proprio
6leo que podera resultar na “hidrogenacdo” do atomo de oxigénio formando um grupo hidroxila
capaz de demonstrar atividade e, para que isso ocorra, € necessario que haja uma alta

concentracdo da matriz, no caso o 6leo essencial.

5.1.4 Ensaio inibitério de acetilcolinesterase (AChE)

A AChE é uma enzima chave do sistema nervoso de microorganismos, atuando no
encerramento dos impulsos nervosos por catalisar a hidrdlise do neurotransmissor acetilcolina.

Com a inibigdo da AChE, aumenta-se o nivel de acetilcolina nas sinapses ocasionando a morte
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dos microorganismos (GUTIERRES et al., 2014). Para o ensaio de acetilcolinesterase, o 6leo
essencial testado ndo apresentou valor significativo de atividade enzimatica na concentracdo de
1 mg. mL?. Segundo ABDELGALEIL et al monoterpenos como o Limoneno apresentam
atividade inibitoria da AChE enquanto que a Carvona tem fraca inibi¢do. Sugere-se que, mesmo
0 Oleo apresentando o composto Limoneno em sua composicdo, a presenca da Carvona
(representando mais de 50% da constituicdo quimica total do 6leo estudado), ndo permitiu a
inibicdo frente a AChE na concentracao testada. Para que o 6leo essencial estudado apresentasse
atividade inibitdria sobre a AChE, seria requerido altas concentragdes para ser considerado um
forte inibidor (LOPEZ; PASCUAL-VILLALOBOS, 2010).

5.1.5 Bioensaio Larvicida do 6leo in natura

De acordo com Biasi e Deschamps, trabalhos estdo sendo realizados com o objetivo de
testar o efeito biocida dos 6leos essenciais de diversas espécies aromaticas, inclusive do género
Lippia sobre insetos. Através dos resultados obtidos a partir de ensaios laboratoriais descritos
na Tabela 4, o 6leo essencial de L. alba in natura pode ser considerado um agente alternativo

eficaz no controle das larvas do A. aegypti.

Tabela 4: Valores de CLso e CLgo do 6leo essencial de Lippia alba in natura contra larvas Aedes aegypti

. CLso = DP CLgot DP
Espécie | Tempo (h) . (LCI-LCS) . (LCI-LCS)
(Mg.mL™) (Mg.mL™)
Aedes
. 72 105.9+£0.1 103.3 -108.5 129.7£0.1 1255-135.1
aegypti

Através dos bioensaios de dose foram encontrados os valores das concentracGes letais
CLso e ClLgo através da andlise pelo programa POLOPC® (LeOra Software Berkeley, CA),
respeitando o intervalo de confianca no nivel de significancia de 95%. A investigacdo de
toxidade larval demonstrou que o 6leo essencial apresenta capacidade larvicida moderada com
concentracéo letal consideravel de (105.9 + 0.1) e (129.7+ 0.1) ug. mL* para CLso e ClLugo,

respectivamente.

Nos resultados apresentados anteriormente em relagdo & capacidade de sequestro de

DPPH e atividade inibitéria da AChE nas concentraces testadas, ndo foram observados valores
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significativos que demonstram a eficiéncia deste 6leo na atividade antioxidante e enzimatica.
No entanto, estudos realizados por Vera et al (2014) também reportam propriedades larvicidas

e inseticidas do 6leo essencial de L. alba.

Foi reportado um estudo sobre a Carvona (48.60%) e Limoneno (11.30%) isolados,
realizado por Govindarajan et al (2012). Os autores verificaram um efeito toxico significativo
contra as larvas de C. quinquefasciatus, A. aegypti e A. stephensi obtendo valores de CLso de
19.33, 23.69, e 25.47 mg. mL™ para a Carvona isolada, e valores de CLsode 8.83, 12.01 e 14.07

mg. mL* para o o Limoneno isolado.

Outro estudo realizado por Botas et al (2017) reporta que o constituinte Limoneno
(25.7%), na sua forma isolada e retirado do 6leo essencial da Baccharis reticularia, exibiu
pronunciada propriedade larvicida contra o A. aegypti. Foi observada baixa mobilidade larval,
superficie corporal enrugada, alteracbes na cabeca, térax, sifdo e nas cuticulas do abdémen.
Outros autores também confirmam pronunciadas atividades larvicidas e inseticidas do

Limoneno isolado frente ao A. aegypti, A. albopictus, Sitophilus oryzae, entre outros.

A interacdo sinérgica entre os principais constituintes majoritarios com os constituintes
de menores concentragfes do 6leo essencial também pode ser uma alternativa para a
mortalidade larvicida, aumentando a eficacia através de uma variedade de mecanismos,
podendo agir por absorcdo através da cuticula (efeito de contato), sistema respiratorio
(fumigacdo) ou por ingestdo através do sistema gastrointestinal (CANTRELL et al., 2010;
SOUZA et al., 2012).

5.2 Caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas

5.2.1 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

Foi possivel verificar que ambos os tipos de nanoparticulas (vazia e carreadas com o
ativo) apresentam morfologia quase esferica e estdo bem dispersas, como mostrado na Figura
9. O tamanho médio das nanoparticulas vazias foi de 136 £ 2 nm com indice de
polidispersividade de 0,14. A distribuicdo do tamanho das nanoparticulas carreadas com o 6leo
essencial apresentou tamanho médio de 266 £ 6 nm com um indice de polidisperséo de 0,22,

sendo possivel verificar o aumento do didmetro médio das mesmas devido ao encapsulamento
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do 6leo essencial nas nanoparticulas (YILMAZ et al., 2019). Este resultado indicou que o dleo

essencial pode ser encapsulado com sucesso na formulacéo e metodologia propostas.
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Figura 9: Imagens de topografia para (a) nanoparticulas de PCL vazias e (b) nanoparticulas carreadas com 6leo
essencial.



49

5.2.3 Andlise de DLS e Potencial Zeta

A anélise por DLS também foi utilizada com o intuito de avaliar o didmetro médio das
nanoparticulas. As nanoparticulas vazias apresentaram tamanho médio entre 236 e 275 nm com
indice de polidispersédo de 0,2. Esses valores estdo de acordo com os citados por Schaffazick
(2003), que estabelece que particulas que apresentam diametros medios inferiores a 300 nm e
indices de polidispersdo iguais ou abaixo de 0,2 apresentam uniformidade e uma boa
estabilidade na forma de sistema coloidal. Geralmente, quanto menor o tamanho das
nanoparticulas dispersas, maior a estabilidade do sistema (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O potencial zeta é um parametro importante a ser considerado em sistemas coloidais,
sendo um indicativo de estabilidade do polimero formador das nanoparticulas, pois esta
correlacionado com as cargas superficiais das mesmas (SCHAFFAZICK et al., 2003). A Tabela
5 mostra a variacao do potencial zeta em func¢do do pH. Simultaneamente, esta analise também

permitiu correlacionar esses valores com o tamanho das nanoparticulas vazias.

Tabela 5: Tamanho médio das nanoparticulas e potencial Zeta em diferentes pH

pH Potencial zeta Tamanho de PDI
(mV) particulas (nm)
3 -5,37 £ 0,06 244,0+0,4 0,24
4 -8,02 + 0,07 243 +5 0,18
5 -3,6 £0,2 236+ 1 0,24
6 -2,8+0,9 275+ 4 0,34
7 -16+0,1 252 +3 0,27
8 -15+0/4 269 + 2 0,34
9 -1,2+0,2 227+ 1 0,27
10 -0,9+0,6 238+ 3 0,24

Observa-se que o didmetro médio das nanoparticulas vazias determinados pela técnica
de DLS apresentaram-se superiores aqueles obtidos pela técnica de AFM. Essa alteracdo pode
se dar devido ao fato das andlises feitas por DLS serem realizadas em funcéo do pH. Além
disso, antes de realizar-se as analises de AFM, as nanoparticulas passaram por um processo de

secagem, o qual também poderia ter influenciado no tamanho médio de seus diametros.

A andlise do potencial zeta é um indicativo que determina que tipos de estabilidade
ocorrem em sistemas coloidais. Na estabilidade estérica o emulsificante se junta a superficie

das particulas, deixando-as estaveis; geralmente sdo observadas em sistemas coloidais com
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baixo potencial zeta. J& a estabilidade eletrostatica ocorre quando ha repulsdo entre as particulas
devido a elevada carga superficial, dificultando a aglomeracéo do sistema coloidal (CAMPELO
etal., 2017).

Quanto maior for a repulsdo de cargas entre dois glébulos préximos, menor a sua
interacdo e, portanto, menor a tendéncia a floculacéo e coalescéncia. Assim, valores iguais ou
maiores a 30 mV (em modulo) sdo importantes para a estabilidade fisico-quimica de uma
solucdo coloidal, pois indica que a forca repulsiva da dupla camada iénica é superior a forca
atrativa de van der Waals, evitando uma possivel floculacdo (ROLAND et al., 2003).

O valor de potencial zeta das nanoparticulas vazias (Tabela 5) tém, em modulo, maior
carga superficial em pH = 4, conferindo boa estabilidade das dispersdes coloidais. O ponto onde
0 potencial zeta é zero € chamado de isoelétrico, isto €, o ponto no qual o sistema coloidal é
menos estavel, sendo verificado aproximadamente em pH = 10, significando que
encontrariamos instabilidade entre valores de pH entre 5 e 10, gerando possiveis agregacdes do

sistema em funcao das colisdes com outras nanoparticulas.

Os valores negativos do potencial zeta é devido a presenca de radicais carbonilicos
presentes na estrutura polimérica. E importante ressaltar que estas nanoparticulas foram
preparadas empregando-se tensoativo ndo iénico na formulacédo e, de acordo com a literatura,
a cadeia hidrocarbbnica do tensoativo interage com as regiGes hidrofébicas da parede
polimérica, provocando a exposicdo dos radicais da cadeia do tensoativo com a fase aquosa.
Isso pode induzir cargas negativas na superficie das nanoparticulas, diminuindo o valor do
potencial zeta e apresentando o mecanismo de estabilizacdo por impedimento estérico. Desta
forma, a estabilizacdo eletrostatica ndo é o principal mecanismo de estabilizacdo do sistema
desenvolvido (DA ROSA et al., 2015).

5.2.4 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As analises de FTIR sdo importantes para a caracterizacdo de sistemas encapsulados
pois permite a verificacdo de possiveis interacGes entre o Oleo e os carreadores. O 0leo
essencial, nos processos de encapsulamento, podem ser adsorvidos, dissolvidos ou dispersos
quimicamente na matriz polimérica (CRUPI et al., 2007; SPRICIGO et al., 2008).
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A Figura 10 mostra os espectros de FTIR do 6leo essencial in natura, das nanoparticulas

vazias e das nanoparticulas carreadas com 6leo essencial da L. alba.
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Figura 10: Espectro de FTIR do 6leo essencial de Lippia alba (curva vermelha), nanoparticulas carregadas com
0leo essencial (curva verde) e nanoparticulas sem o 6leo essencial (curva azul).

No espectro do 6leo essencial in natura (em vermelho) sdo observadas bandas em
diversos comprimentos de onda, as quais estdo relacionadas aos modos vibracionais das
ligacGes moleculares dos constituintes quimicos do 6leo essencial. As bandas encontradas entre
1500 e 1000 cm™ sdo de complexas descrigBes. Pelo fato de os espectros representarem uma
mistura de componentes, algumas bandas podem estar sobrepostas, o que dificulta a sua
interpretacdo. Por outro lado, a riqueza de grupos funcionais presentes nas pequenas moléculas
dos constituintes dos 6leos essenciais traz dificuldades de interpretacdo de bandas. No entanto,
foi possivel encontrar bandas gerais, que descrevem os principais grupos funcionais presentes
nos constituintes dos 6leos essenciais. Devido ao elevado nimero de constituintes quimicos,
optamos por identificar os principais modos vibracionais encontrados nos constituintes
majoritarios, Carvona e Limoneno. Na regifo de 3333 cm™ é observado um estiramento da
ligacdo H2C=R presente no Limoneno, e em 3080 cm™ foi observada uma banda relacionada
ao alongamento C—H de alcenos. Em 2925 cm™ foi localizada uma banda atribuida ao
alongamento assimétrico (-CH). Além disso, na regido de 2729 cm™ observa-se uma banda

fraca atribuida a estiramento C—H resultante de vibragdes de alcenos, e uma banda em 1676 cm’
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! devido ao estiramento de carbonila insaturada presente na Carvona. Nas regides de 1440 e
1369 cm foi observada uma deformagao angular CH,—CHs relacionada aos carbonos primarios
ou secundarios. Em 1246 e 1110 cm™ foram observadas bandas relacionadas & presenca da
ligagdo C=0, caracteristicas de cetona (GUALDRON et al., 2013; RAMAMOORTHY; RAJIV,
2014; ZHANG et al., 2017).

Nos espectros correspondentes as nanoparticulas vazias (em azul) e carreadas de 6leo
essencial (em verde) é possivel observar perfis semelhantes. A banca localizada em 1639 cm™
é atribuida aos grupos éster do PCL. Na regido de 1383 cm™ foi localizada uma banda
correspondente a deformacio axial de C—O, e na regido de 2361 cm™ foi encontrada uma banda
atribuida a CO- referente a interferéncia no equipamento de analise (GHORBANI et al., 2015;
KIM et al., 2013).

O interessante nesta andlise € a verificacdo de que as bandas estreitas e intensas
caracteristicas do Oleo essencial observadas na Figura 10 ndo aparecem nos espectros das
nanoparticulas vazias e nem das carreadas, confirmando que o 6leo essencial esta encapsulado
dentro das nanoparticulas. Como a eficiéncia de encapsulamento foi elevada (conforme sera
mostrado adiante), o percentual de dleo essencial ndo encapsulado ndo foi suficiente para dar
sinal de absor¢do durante a medida, ou foi rapidamente evaporado durante a coleta de dados, j&
que se trata de um 6leo volatil constituido, em sua maioria, por monoterpenos. Vale ressaltar
que a eficiéncia de encapsulamento foi confirmada momentos antes da analise de FTIR para
garantir que tais medidas fossem feitas em sistemas estaveis. O interessante é que esta técnica
de FTIR pode representar uma eficiente ferramenta qualitativa para a verificacdo do
encapsulamento de ativos em nanoparticulas. Por essa razdo, ao analisar os espectros de FTIR
das nanoparticulas poliméricas contendo 6leo essencial da L. alba e das nanoparticulas vazias,
foram observados perfis similares, ou seja, confirma-se qualitativamente o encapsulamento do

bioativo.

5.2.5 Eficiéncia de encapsulamento para sistemas abertos

O monitoramento da eficiéncia de encapsulamento foi realizada para todas as
formulacdes até que o percentual de ativo atingisse 70% de eficiéncia, percentual considerado
relativamente alto e representativo, conforme descreve Xing et al (2005). E importante ressaltar

que a avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento foi realizada ao longo do tempo para sistemas
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abertos e mantidos a 25°C, ou seja, a solugcdo armazenada em incubadora foi submetida as
aberturas constantes do frasco, e exposi¢do ao ar e a luz.

Para a formulagdo contendo o conservante NE foi observada a eficiéncia de
encapsulamento inicial de ~100% e, para o sistema contendo o conservante benzoato de sodio
houve uma eficiéncia de aproximadamente 95%, o0 que revela que o processo de
encapsulamento realizado pelo método de nanoprecipitacdo foi altamente eficiente (Figura 11).
Estudos realizados por Perez (2015) confirmam altas taxas de eficiéncia de encapsulamento em
nanoparticulas de PCL através do método de nanoprecipitacdo, com variacdo de 96 a 99% de
eficiéncia. Assim como (GRILLO et al., 2012), trabalhando com o mesmo polimero, obteve
eficiéncia de encapsulamento de 98%. Desde modo, os resultados obtidos através da eficiéncia

de encapsulamento estéo dentro do esperado para a formulagéo proposta.
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Figura 11: Monitoramento da eficiéncia de encapsulamento das formula¢Ges em fungéo do tempo.

Para o sistema contendo o 6leo essencial sem adicdo de conservante a eficiéncia de
encapsulamento caiu consideravelmente em exatamente 30 dias, com uma eficiéncia final de
66%. Esse fato ocorreu devido a degradagédo das nanoparticulas, ja que a presenca do oxigénio
dentro do sistema pode favorecer a proliferacdo de microorganismos que ocorrem durante o
armazenamento da formulacdo. Além disso, a avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento para
a formulacdo sem conservante foi interrompida em 30 dias também devido as altera¢Ges de suas
propriedades organolépticas, como cor e odor.
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Com a adicdo dos conservantes NE e benzoato de sédio, a formulacdo passou a
apresentar estabilidade em tempo prolongado, de 30 dias (sem conservantes) para 50 dias (com
conservante). E possivel observar que a eficiéncia de encapsulamento para as formulagfes
contendo 0s conservantes apresentaram comportamentos semelhantes de diminuicdo de
eficiéncia de encapsulamento ao longo do tempo. Ambas as formulagdes, com NE e com
benzoato de sddio, atingiram 70% de eficiéncia de encapsulamento simultaneamente, registrada
apos 50 dias de analise. Também € importante ressaltar que os conservantes utilizados nédo
interferiram na estabilidade dos sistemas, e auxiliaram para que 0s mesmos tivessem seu tempo

de estabilidade prolongado.

5.2.6 Liberacao controlada do 6leo essencial nanoencapsulado

Diante da crescente poluicdo ambiental que temos vivenciado nos Gltimos anos, sabe-se
que o pH da chuva “normal” € levemente acido, em torno de 5,6 e esse valor decai, tornando o
pH mais &cido quando a chuva entra em contato com éxidos de nitrogénio (NO e NO3) e de
enxofre (SO») liberados pela queima de combustivel das industrias e automdveis (LISBOA,
2007). Esses dados foram importantes para os ensaios de liberacdo controlada, uma vez que o
vetor A. aegypti apresenta um ciclo de vida aquético que é influenciado pela qualidade dos

reservatorios de agua.

Este vetor costuma se reproduzir em reservatdrios de aguas limpas, ainda que possa se
adaptar as novas circunstancias impostas pelo homem como a polui¢do da adgua. Esse fato nos
leva a propor a realizacdo de um teste de liberacdo controlada para verificar como as
nanoparticulas liberam o éleo essencial ao longo do tempo, e em diferentes pH (4, 7, 10),
simulando o pH das possiveis aguas disponiveis para a reproducdo do A. aegypti. O sistema
escolhido para o ensaio de liberacdo controlada foi aquele com conservante NE. Essa escolha
se deu ao fato de comportamentos continuados ao londo do tempo quando os parametros fisicos
pH e condutividade elétrica foram avaliados. Tais resultados serdo mostrados nos préximos
topicos. A Figura 12 mostra as curvas de liberagdo controlada ajustadas ao modelo Korsmeyer-
Peppas. A linha horizontal tracejada representa o valor de referéncia da CLgo obtido no

bioensaio larvicida do 6leo essencial in natura para as larvas do A. aegypti.
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Figura 12: Liberagdo controlada do 6leo essencial da L. alba.

A liberacdo do dleo essencial da L. alba foi avaliada por um periodo de 270 min. Como
o desenvolvimento larval acontece entre 4 e 5 dias, seria interessante que a CLgo fosse atingida
dentro desse intervalo. A Figura 12 mostra que a CLgo foi atingida em todos os ensaios de
liberacdo controlada, independente do pH. No entanto, foi observada uma diferenca
significativa no tempo de liberacdo dessa concentracdo em relacdo ao pH = 4. Em pH neutro e
basico, a CLgo foi atingida ap6s 50 min de liberacdo. No entranto, em pH acido essa

concentracdo foi atingida ap6s 180 min.

Os perfis de liberacdo do 6leo essencial em pH = 7 e pH = 10 sdo semelhantes, sendo
rapido nos primeiros minutos e gradual apds aproximadamente 25 min. O tempo maximo para
que a concentracdo maxima de 6leo essencial seja liberada das nanoparticulas foi de 270 min,
atingindo a concentracgdo aproximada de 400 mg. mL* em pH = 7 e pH = 10. Diferentemente,
a concentracdo maxima de 6leo essencial liberado em pH = 4 ficou em torno de 160 mg. mL*
apos 270 min. Dessa forma, é possivel observar que a liberacdo do Oleo encapsulado é
influenciada pelo pH do meio, sendo liberado de forma mais eficiente e rapida em pH neutro
ou basico. De acordo com os dados de potencial zeta, foi observado que o pH de melhor
estabilidade para o sistema é o 4cido (pH = 4). Dessa forma, quando a formulacao é submetida
a esse pH ndo é observada uma desestabilizacdo instantanea do sistema. No entanto, quando a

formulacdo é submetida a pH neutro ou basico observa-se maior eficiéncia de liberagdo
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provavelmente devido a desestabilizacdo do sistema por estar mais proximo do ponto
isoelétrico. Variados fatores podem induzir desestabilizagdo devido as mudancas de pH. Como
consequéncia podem ocorrer alteracfes nas forcas de atracdo de Van der Waals e movimento
browniano das nanoparticulas. Além disso, quando um sistema comeca a desestabilizar é

possivel observar fenébmenos como floculagéo e coalescéncia (GOODWIN, 2004).

Os dados da cinética de liberacdo da formulacdo testada em diferentes valores de pH
mostraram melhor adequagdo dos dados experimentais ao modelo de Korsmeyer-Peppas
(KORSMEYER; PEPPAS, 1983). Apo6s o ajuste das curvas ao modelo proposto, foram
observados valores de n entre 0,63 e 0,67, os quais revelam que os sistemas liberam o 6leo
essencial pelo mecanismo de liberacdo de transporte andmalo (ndo Fickiano), tanto por
mecanismo de difusdo quanto por relaxamento das cadeias poliméricas. Os parametros obtidos
pelo ajuste das curvas ao modelo de Korsmeyer-Peppas estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Pardmetros da cinética de liberagéo in vitro de acordo com o modelo de Korsmeyer-Peppas

parametros  pH4 pH7 pH 10
K 3,77 11,83 10,07
n 0,67 0,63 0,66
R? 0,9604 0,9604 0,9801

5.3 Estabilidade das formulacdes

O estudo de estabilidade preliminar de formulag¢6es ndo tem a intencao de estimar a vida
atil do sistema, e sim auxiliar na triagem das mesmas. O teste de centrifugacdo em 13000 rpm
comprovou a estabilidade preliminar da formulacdo, ndo sendo observada separacdo de fases
ou formacdo de corpo de fundo nas nanoemulsdes. No teste de centrifugacdo a forca da
gravidade age sobre o sistema fazendo com que as nanoparticulas se movam no seu interior,
simulando um aumento na forca de gravidade, aumentando assim a mobilidade das
nanoparticulas e acelerando possiveis instabilidades, sendo observadas em forma de separagédo

de fases, precipitacdo das nanoparticulas e/ou coalescéncia (ANVISA, 2004).

Ap0s a analise de estabilidade preliminar através do ensaio de centrifugacéo, estudos de
estabilidade da formulacdo foram realizados a 25°C, sendo avaliados os parametros fisicos pH
e condutividade elétrica ao longo do tempo. Nesses ensaios de estabilidade foram monitorados
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(i) o nanossistema vazio (sem O6leo essencial encapsulado) e sem conservante, (ii) o
nanossistema contendo 06leo essencial encapsulado e conservante NE e (iii) o nanossistema
contendo Gleo essencial encapsulado e conservante benzoato de sodio. A finalidade de tal
avaliacdo de estabilidade foi verificar possiveis alteracdes referentes a desestabilizacdo dos
sistemas, além de verificar qual a formulagdo mais estdvel ao longo do tempo para ser
empregada no bioensaio de eficacia contra as larvas A. aegypti. Por essa razdo os parametros
fisicos como pH e condutividade elétrica foram avaliados ao longo do tempo para que pudessem
ser correlacionados aos dados de eficiéncia de encapsulamento afim de buscar indicios de como

as formulagdes se desestabilizavam ao longo do tempo.

5.3.1 Avaliacdo do pH em funcédo do tempo

O monitoramento do pH representa uma importante ferramenta para a avaliacdo da
estabilidade de sistemas coloidais, uma vez que alteracbes em seu valor podem indicar a
ocorréncia de fenébmenos que comprometem a qualidade do produto final. Além disso, essas
mudancas de valores de pH também podem estar relacionadas a saida dos ativos encapsulados
nas nanoparticulas, indicando também a desestabilizacdo da formulagdo. A Figura 13 mostra a

variacdo de pH das formulacGes avaliadas.
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Figura 13: Avaliacdo do pH ao longo do tempo para os sistemas avaliados.
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Todas as formulagfes foram inicialmente mantidas em pH = 4, de acordo com os dados
obtidos por potencial zeta. Observou-se que os valores de pH das formulagbes foram

aumentando ao longo do tempo.

Para a formulacdo vazia (sem 6leo essencial e sem conservante), 0 aumento de pH
chegou a 4,9 apds 18 dias. A formulacdo sem conservante atingiu o pH = 6, estando estavel por
30 dias. As formulacGes contendo conservantes também apresentaram aumento de pH em
funcdo do tempo, porém alcancaram uma estabilidade de 50 dias de estabilidade. Para a
formulacdo contendo o conservante NE, as nanoparticulas apresentaram pH inicial 4 e alcangou
0 pH = 6,9 ap0s 50 dias de avaliacdo. Para a formulacdo contendo o conservante benzoato de
sodio, o pH inicial foi de 4 aumentando para pH 6,2. Além disso, a formulacdo contendo
benzoato de sodio apresentou um comportamento de diminuicdo brusca de pH ap6s 25 dias de
analise. Embora ainda ndo se possa explicar com precisdo esse comportamento, ele pode estar

relacionado as interacGes entre os constituintes da formulacéo.

O aumento do pH ao longo do tempo é um indicativo de instabilidade da formulacéo.
Correlacionando a variacdo do pH com a eficiéncia de encapsulamento, observamos que,
enquanto a eficiéncia diminui, os valores de pH aumentam. Podemos atribuir esse fato a
degradacdo polimérica, a qual pode se dar pela alteracdo na sua estrutura quimica, pelo
relaxamento da cadeia polimérica, pelas quebras das unidades monoméricas ou ainda através
da cisdo aleatéria de uma ligacdo em alguma posicdo ao longo da cadeia polimérica
(degradacao) (NOBES; MARCHESSAULT, 1999). Além disso,essa degradacdo faz com que
0 6leo essencial seja liberado das nanoparticulas, diminuindo a eficiéncia de encapsulamento e
alterando o pH da formulacdo. Por outro lado, 0 aumento do pH em funcdo do tempo e a
desestabilizacdo das nanoparticulas corroboram com os dados de potencial zeta, mostrando que

a desestabilizacdo dos sistemas tende a atingir o pH do ponto isoelétrico.

5.3.2 Avaliacdo da condutividade elétrica em fungdo do tempo

Os valores da condutividade elétrica das formulagdes em funcdo do tempo estdo

apresentados na Figura 14.
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Figura 14: Avaliacéo da condutividade elétrica dos sistemas avaliados.

Apo6s a adicdo dos conservantes, percebeu-se que as condutividades elétricas dos
sistemas foram alteradas, no entanto, sem causar desestabiliza¢cdo dos mesmos em funcdo da
eficiéncia de encapsulamento. Os conservantes utilizados nas formulacdes podem ser
considerados como organico (no caso do NE) e rico em ligacdes covalentes, e i6bnico (no caso
do benzoato de s6dio). Sabe-se que compostos idnicos se dissociam em céation e anion quando
adicionados em agua. Dessa forma, o benzoato de sddio se dissociou em solucéo, e os cations
provenientes deste conservante podem ter interagido quimicamente com os portadores de carga
negativos disponiveis no sistema, fazendo com que a condutividade elétrica tenha diminuido
para aproximadamente 460 pS.cm™. Por outro lado, o sistema contendo o solvente NE
apresentou condutividade inicial em torno de 1890 uS.cm?, a qual foi observada acima da

condutividade inicial dos sistemas vazio e com 6leo encapsulado sem conservante.

Todas as formulacGes avaliadas apresentaram aumento gradual da condutividade
elétrica ao longo do tempo, com excecdo da formulacdo vazia (sem 6leo essencial). Acredita-
se que 0 aumento da condutividade esteja relacionado a desestabilizacdo do sistema e liberagédo
do 0leo essencial. De acordo com os dados de CG/EM, o 6leo essencial da Lipia alba é rico em
compostos contendo grupos eletronegativos ao quais, em solu¢do, podem aumentar a

condutividade elétrica.
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Os ensaios de estabilidade relacionados a avaliacdo do pH e da condutividade elétrica
em funcdo do tempo mostraram que ambos os sistemas contendo os conservantes NE e benzoato
de sodio apresentaram estabilidade e comportamentos préximos ao longo do tempo. Esses
dados nos mostram que os dois conservantes poderiam ser utilizados nas formulacGes
apresentadas, uma vez que a adicdo dos mesmos ndo ocasionou desestabilizacdo de seus
respectivos sistemas, além de contribuirem para 0 aumento da estabilidade ao longo do tempo.
No entanto, o sistema contendo o conservante NE apresentou comportamentos continuados ao
longo do tempo em funcdo da eficiéncia de encapsulamento, pH e condutividade elétrica
(diminuicdo brusca de valor de condutividade elétrica). Por esse motivo, essa formulagéo foi a
escolhida para o ensaio de eficécia larvicida.

5.4 Bioensaio larvicida da formulacéo contendo o 6leo essencial encapsulado

Estudos demonstram pronunciado potencial larvicida de Oleos essenciais contra as
larvas de A. aegypti. No entanto, devido a baixa solubilidade desses 6leos em agua, a sua
aplicabilidade é limitada. Assim, o uso do micro/nanoencapsulamento representa uma
alternativa tecnoldgica contra as larvas do A. aegypti, mantendo a eficcia biolégica do dleo
essencial e prolongando sua atividade (KANIS et al., 2012).

A formulacdo contendo o 6leo essencial da L. alba e conservante NE foi submetida ao
bioensaio larvicida utilizando diferentes proporcées de agua/formulacdo, conforme mostra a
Tabela 7. Foi possivel avaliar a proporcao necessaria para a mortalidade total das larvas em um
determinado periodo de tempo, e correlacionar esses dados com a concentracgdo letal e ensaio
de liberagdo. O valor da CLeo alcangado no bioensaio frente as larvas da A. aegypti foi
encontrado em torno de 129,7 mg. mL™. O ensaio de eficacia mostrou elevada atividade da
formulacdo frente as larvas, uma vez que sua liberacdo ocorreu de forma progressiva e
controlada, liberando a concentracdo necessaria para a observacdao da mortalidade. Em todos
0s bioensaios, as nanoparticulas vazias foram utilizadas como controle negativo e ndo
ocasionaram mortalidade frente as larvas, indicando que o efeito observado nas formulagdes se

deve realmente ao 6leo essencial e ndo a qualquer outro composto presente na formulacéo.
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Tabela 7: Ensaio de eficacia larvicida da formulacdo contendo conservante NE e em diferentes proporcoes

agua/formulagéo

24 h 48 h
Concentracao | Concentragao M T (%) Concentracao M T (%)
(mg. mL?) (VIv) (VIv)
500 OMUEED | gae | gnpegg | TOTUEER | g6 0,0+ 0,0
sem diluicdo sem diluicdo
250 1:1 10,0 | 100,0+0,0 1:1 0,0 0,0+0,0
125 1:0,6 8,7 87+1 1:.06 13 13+1
62,5 1:0,25 7,7 77+1 1:0,25 1,7 17+1
31,2 1:.0,4 1,7 17+1 1.0,4 4,7 47+2
15,6 1:.0,1 0,3 3005 1.0,1 0,0 0,0+0,0
-- Controle 0,0 0,0+0,0 Controle 0,0 0,0+0,0

M: nimero médio de larvas mortas obtido em triplicata; T(%): Percentual de larvas mortas.

Os resultados avaliados demonstraram que a formulacdo sem diluicdo e a diluida na
proporcdo 1:1 (250 mg. mL™) resultaram em 100% de mortalidade larval apds analise de 24 h.
Esses dados corroboram com aqueles encontrados no ensaio larvicida do 6leo essencial in
natura uma vez que, tanto a formulacdo sem diluicdo quanto a diluida na proporcdo 1:1 (250

mg. mL1) apresentam concentragGes de 6leo encapsulado superiores a CLgo.

A diluicdo 1:0,6 resultou em 100% de mortalidade das larvas apds 48 h. Uma vez que a
concentracéo de 6leo essenciual na diluicdo 1:0,6 (125 mg. mL™) esta na faixa da CL90, foi
possivel observar maior percentual de mortalidade nas primeiras 24 h (87 £+ 1)%, atingindo
100% de mortalidade em 48 h. DiluicGes abaixo de 1:0,6 ndo resultaram em 100% de
mortalidade das larvas apds 48 h. No entanto, a diluicdo 1:0,25 apresentou um expressivo

potencial larvicida apds 24 h de analise, chegando a quase 80%.

Esses dados possibilitaram a elucidacdo de importantes hipdteses acerca da mortalidade
das larvas. A primeira delas esta relacionada ao fato da obtencdo da CLso e CLgo Somente apds
72 h de anlise. No entanto, a mortalidade das larvas foi verificada, para algumas concentracdes,
logo nas primeiras 24 h. 1sso nos leva a pensar que a formulacdo contendo nanoparticulas éleo
essencial encapsulado pode apresentar diferentes mecanismos de interacdo com as larvas
quando comparado com o0 mecanismo de interacdo das mesmas com o 0leo essencial in natura.
Podemos sugerir que tamanho das nanoparticulas permitiu a entrada das mesmas atraves da
membrana celular larval, interferindo nos processos fisioldgicos por toxicidade. Isso pode ser
constatado pois o valor da CLgo foi comprovado no ensaio de eficécia, no entanto, o tempo de
mortalidade foi consideravelmente diminuido (de 72 h no baioensaio do 6leo essencial in natura

para 24 h no bioensaio de eficacia da formulagéo contendo 6leo essencial encapsulado). Alguns
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autores relatam que a maioria das larvas ingerem maiores propor¢des de material organico
particulado até em torno de 50 um (J et al., 2012), permitindo a incorpora¢do de bioativos em
nanoparticulas e facilitando a ingestdo pelas larvas (EISENBERG; WASHBURN;
SCHREIBER, 2000).

Os estudos com a aplicacdo de nanoparticulas biodegradaveis para formulacbes de
larvicida ainda é pouco explorado, porém, nesse trabalho pode-se observar que a toxicidade do
6leo essencial da L. alba foi mantida apds a sua encapsulacdo. Com base nesses estudos pode-
se observar que o encapsulamento de compostos naturais e biodegradaveis se torna uma
alternativa interessante para aplicacdo larvicida e por ser um método que néo utiliza solventes
nocivos ao ambiente. Finalmente, o ensaio de eficacia da formulacdo contendo 6leo essencial
encapsulado permitiu a proposic¢éo de uma aplicacao para essa formulagdo. Como os resultados
mostram que essa formulacdo pode ser diluida até a proporcdo 1:0,25 para a obtencdo de
eficacia larvicida em até 24 h, seria uma boa alternativa para o controle larvicida doméstico,

podendo ser adicionado em pratos de vasos de plantas, canaletas externas, lixeiras etc.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi empregado um conjunto de técnicas para desenvolver uma
formulacdo contendo o dleo essencial de L. alba encapsulado em nanoparticulas produzidas a
base de PCL para agirem como larvicidas frente o A. aegypti.

No processo de extracdo por hidrodestilacdo, o 6leo essencial de L. alba apresentou um
grande potencial em rendimento e densidade. Devido & sua abundéncia em diversas areas do

pais, sua aplicacdo como larvicida poderia se tornar viavel.

O resultado obtido na analise cromatografica identificou como componentes
majoritarios do 6leo essencial a Carvona e o Limoneno. Embora nédo se tenha encontrado acéo
antioxidante e enzimatica do Oleo essencial, ficou evidenciada sua acdo larvicia. Esta
propriedade larvicida deve-se muito provavelmente aos componentes majoritarios da L. alba
que, de acordo com a literatura, tem grande potencial larvicida, ou também por meio da sinergia

entre 0s varios compostos do 6leo essencial existente na planta.

A eficiéncia de encapsulamento para as formulagbes contendo 0s conservantes
apresentaram comportamentos semelhantes ao longo do tempo. Ambas as formulagbes, com
NE e com benzoato de sddio, atingiram 70% de eficiéncia de encapsulamento simultaneamente,
registrada ap0ds 50 dias de analise. A liberagdo do 6leo essencial da L. alba foi avaliada por um
periodo de 270 min. O ensaio de eficacia mostrou elevada atividade da formulacdo frente as
larvas, uma vez que sua liberacdo ocorreu de forma progressiva e controlada. Podemos sugerir
que tamanho das nanoparticulas permitiu a entrada das mesmas através da membrana celular
larval, interferindo nos processos fisiolégicos por toxicidade. Isso pode ser constatado pois 0
valor da CLgo foi comprovado no ensaio de eficacia, no entanto, o tempo de mortalidade foi
consideravelmente diminuido (de 72 h no bioensaio do 6leo essencial in natura para 24 h no
bioensaio de eficacia da formulacdo contendo 6leo essencial encapsulado). Com base nesses
estudos pode-se observar que o encapsulamento de compostos naturais e biodegradaveis se
torna uma alternativa interessante para aplicagdo larvicida, além da formulagdo proposta ndo
apresentar componentes quimicos nocivos ao ambiente. Como 0s resultados mostram que essa
formulacéo pode ser diluida até a proporcédo 1:0,25 para a obtengéo de eficécia larvicida em até

24 h, seria uma boa alternativa para o controle larvicida doméstico.
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