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RESUMO

Os compostos bioativos encontrados no 6leo essencial (OE) de Piper nigrum apresentam
diversas atividades bioldgicas, como atividade anti-inflamatoria, antioxidante,
antibactericida, antifungica e inseticida. No entanto, os compostos sdo limitados pela
volatilidade e rapida degradacdo do OE. Para superar esses e outros obstaculos e
prolongar a eficacia dos compostos ativos, 0 OE de Piper nigrum foi encapsulado em
nanoparticulas biodegradaveis, que tinham como material de parede a gelatina e a poli-e-
caprolactano (PCL). Desse modo, o objetivo deste trabalho € caracterizar as
nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, sintetizadas no intuito de servirem de
nanocarreadores do OE de Piper nigrum. Primeiramente, extraiu-se o OE por
hidrodestilacdo e realizou-se um estudo de cinética de extracdo e de suas propriedades
fisicas. A analise de CG/EM do OE in natura revelou uma composi¢do majoritariamente
constituida por E-cariofileno (34,87%), sabineno (14,96%), silvestreno (14,17%) e a-
pineno (5,28%). As técnicas de DLS, MEV e AFM foram utilizadas para realizar a
caracterizagdo morfoldgica das nanoparticulas. Por DLS as nanoparticulas carreadas e
vazias apresentaram um tamanho médio de 316 nm e 285 nm respectivamente. Por AFM
as nanoparticulas carreadas e vazias apresentaram um tamanho médio de 208 nm e 196
nm. A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para determinar a eficiéncia do
encapsulamento medida em concentragdo absoluta de 500 pg.mL™ (95,8%) e para 0s
ensaios de liberacdo controlada do OE em diferentes pH. Através das analises de
Potencial Zeta constatou-se uma Otima estabilidade das nanoparticulas. Por meio dos
espectros de FTIR, Raman e AFM-IR, realizou-se uma analise quimica. O AFM-IR
mostrou-se ser uma técnica eficaz na caracterizacdo de nanocépsulas, conseguindo
verificar o encapsulamento do OE e chegar na identificacdo de um valor aproximado da
espessura do material de parede das nanoparticulas carreadas (<25nm). As medidas de
Peak-Force Tapping forneceram uma andlise da area superficial das nanoparticulas por
meio de imagens de adesdo. Portanto, esses dados fornecem um amplo entendimento das
caracteristicas das nanoparticulas contendo OE, mostrando que a formulacdo de
nanoparticulas representa uma alternativa eficaz no uso do OE de Piper nigrum.

Palavras-chave: Piper nigrum. Nanoencapsulamento. Morfologia. Peak-Force Tapping.



ABSTRACT

The bioactive compounds found in the essential oil (EO) of Piper nigrum present
biological activities, such as anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial, antifungal and
inseticide activities [1]. However, the compounds are limited by the volatility and rapid
degradation of the EO. To avoid this and prolong the efficacy of the active compounds,
the EO of Piper nigrum was encapsulated in biodegradable nanoparticles, which had as
wall material gelatin and poly-¢e-caprolactan (PCL). Thus, the objective of this research
Is to characterize the biodegradable polymeric nanoparticles, synthesized as nanocarriers
of Piper nigrum EO. Firstly, the EO was extracted by hydrodistillation and a study was
made of its extraction kinetics and its physical properties. The GC/MS analysis of OE in
natura revealed a composition mostly consisting of E-caryophyllene (34.87%), sabinene
(14.96), silvestrene (14.17) and a-pinene (5.28%). The DLS, SEM and AFM techniques
were used to perform a morphological characterization of nanoparticles. By DLS the
charged and empty nanoparticles had an average size of 316 nm and 285 nm respectively.
By AFM the charged and empty nanoparticles had an average size of 208 nm and 196
nm. The UV-Vis spectroscopy was used to determine the encapsulation efficiency
measured at an absolute concentration of 500 pg.mL™ (95.8%) and for the controlled
release of EO at different pH. Through Zeta Potential analysis, an excellent stability of
the nanoparticles was found. Using the FTIR, Raman and AFM-IR spectra, a chemical
analysis was performed. The AFM-IR proved to be an effective technique for nanocapsule
characterization, being able to verify the encapsulation of the EO and to identify an
approximate value of the thickness of the wall material of the nanoparticles (<25nm). The
Peak-Force Tapping measurements provided an analysis of the surface area of
nanoparticles by adhesion images. Therefore, these data provide a broad understanding
of the characteristics of OE-containing nanoparticles, showing that nanoparticle
formulation represents an effective alternative in the use of Piper nigrum OE.

Keywords: Piper nigrum. Nanocapsulation. Morphology. Peak-Force Tapping.
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1. INTRODUCAO

A pimenta preta (Piper nigrum), conhecida popularmente como pimenta-do-reino,
é uma planta trepadeira, pertencente a familia Piperaceae (RAVINDRAN et al., 2012).
Essa planta é composta de terpenos de grande aplicabilidade e suas diferentes partes
podem ser usadas como cosméticos, remédios, conservantes, inseticidas e larvicidas,
impulsionando a utilizag&o de produtos naturais nos mais diversos setores e a pesquisa
cientifica em torno de plantas medicinais.

O oleo essencial (OE) extraido da Piper nigrum é uma mistura de um grande
nimero de compostos quimicos volateis e devido a grande diversidade quimica de
componentes, este Oleo apresenta uma gama de atividades bioldgicas, bem como:
atividade antifangica, anti-inflamatéria (AHMAD et al., 2012), antimicrobiana
(PRAKASH et al., 2018), antioxidante (BAGHERI, MANAP e SOLATI, 2014) e até
mesmo atividade larvicida (Samuel et al., 2016), tornando-se uma boa alternativa de
compostos naturais a serem utilizados pela industria farmacéutica.

No entanto, propriedades do OE como volatilidade, fotodegradagéo,
biodisponibilidade e solubilidade, podem ser um empecilho para determinadas
aplicacdes. Em consequéncia disso, surge a necessidade de apegar-se a estratégias de
encapsulagdo do bioativo em nanoparticulas poliméricas (NPP).

As NPPs sdo sistemas amplamente utilizados como veiculos de liberacdo de
farmacos, principalmente por melhorar a estabilidade e absor¢do dos componentes
bioativos, por meio de uma liberacdo controlada e protegida de reacdes adversas. Deste
modo, as NPPs exercerao a tarefa de preservar as propriedades do bioativo até o momento
de sua exposicao ao meio.

Dentre os diversos polimeros utilizados como material de parede de NPPs, tem-
se um grande interesse na gelatina e na poli-e-caprolactano (PCL), ambas aprovadas pela
Food and Drug Administration (FDA). O interesse no uso desses polimeros para materiais
é baseado no fato de que: a gelatina é biodegradavel, ndo-toxica, facil de reticular e tem
um imenso potencial a ser usado para a preparacao de sistemas coloidais de liberacdo de
farmacos (GHASEMISHAHRESTANI et al., 2015; SILVA et al., 2018). JAa PCL é um
excelente polimero para encapsulacdo de OE por ser um poliester alifatico semicristalino,
que é considerado um material biocompativel e bio-reabsorvivel com alta permeabilidade
as drogas (XIAO, XU e ZHU, 2017).
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A associacgdo de tais polimeros como materiais de parede esta diretamente ligada
ao tamanho de nanoparticulas que se formam por meio desta juncdo, acarretando em
modificagbes em todo sistema. Com isso, no sentido de relatar as caracteristicas dessas
nanoparticulas no intuito de auxiliar a empregabilidade das mesmas, é de extrema
importancia conhecer a concentracdo liberada do OE em diferentes meios, informacoes
morfolodgicas, quimicas e até mecanicas.

Essa dissertacdo explora uma compreensédo das caracteristicas das nanoparticulas
de gelatina do tipo B e PCL, tendo em vista a aplicabilidade futura dessas nanoparticulas
de controle sustentaveis baseadas em OE.

Desse modo, um estudo de cinética de extracdo do OE foi realizado e os seus
componentes volateis foram determinados e quantificados, utilizando a técnica de
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG/EM). Apés a
formulacdo das NPPs, medidas de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e potencial
Zeta foram realizadas, trazendo informacdes de tamanho, indice de polidispercéo (PDI) e
carga das nanoparticulas. A caracterizacdo das nanoparticulas via Microscopia de
Varredura Eletronica (MEV) e Microscopia de Forca Atdmica (AFM) considerou 0s
aspectos morfoldgios das NPPs carreadas e vazias. Realizou-se uma anélise quantitativa
de eficiéncia de encapsulamento (EE) e também um estudo de liberacdo controlada do
OE em diferentes pH, utilizando um espectrofotdmetro no Ultravioleta Visivel (UV-Vis).
Por meio de uma anélise qualitativa de Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR), Raman e Infravermelho acoplado a Microscopia
de Forca Atbmica (AFM-IR) constatou-se a presenca do OE no nucleo das NPPs e
também identificou-se os grupos funcionais presente nos espectros destas nanoparticulas.
Por fim, medidas de Peak-Force Tapping foram obtidas no intuito de avaliar a
adesividade da area superficial das nanoparticulas. As técnicas utilizadas trouxeram
informacdes que correlacionaram-se durante o estudo de caracterizacdo desses

nanocarreadores.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar nanoparticulas poliméricas biodegradaveis, sintetizadas no intuito de

servirem de nanocarreadores do 6leo essencial de Piper nigrum.

2.2. Objetivos Especificos

i. Extrair o OE das sementes de Piper nigrum pelo método de hidrodestilagéo;
ii. Caracterizar as propriedades fisicas do 6leo essencial in natura;

iii. Identificar e quantificar os constituintes volateis do OE por meio de
Cromatografia Gasosa (CG/EM);

iv. Sintetizar nanoparticulas poliméricas biodegradaveis carreadas do OE de Piper

nigrum e ndo carreadas;

v. Determinar o tamanho médio, o indice de polidispersdo (PDI) e a carga das

nanoparticulas via DLS e Potencial Zeta.
vi. Caracterizar a morfologia das nanoparticulas via MEV e AFM,;

vii. Avaliar a Eficiéncia de Encapsulamento (EE) e a liberacdo do 6leo essencial

via Espectroscopia UV-Vis;

viii. Realizar a caracterizacdo quimica das nanoparticulas através da
Espectroscopia de FTIR, de Raman e de uma analise local por Infravermelho
através de um AFM-IR;

iX. Fazer medidas de Peak-Force Tapping para o estudo de Adesdo das

nanoparticulas carreadas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O oleo essencial (OE) de Piper nigrum tem sido apontado como um composto de
grande potencial para aplica¢fes promissoras em diferentes areas, tais como na inddstria
de alimentos, cosmética, agricola e farmacéutica. Porém, mesmo apresentando diversas
atividades bioldgicas de grande interesse, o0 OE ainda possui empecilhos para
determinadas aplicagdes, consequéncia de algumas de suas propriedades, tais como: baixa
solubilidade em &gua, alta volatilidade, baixa biodisponibilidade, e instabilidade no
sistema alimentar. Com isso, é necessario o desenvolvimento de alguns sistemas de
transporte para o OE, como o sistema de nanoparticulas poliméricas (NPP) desenvolvidas
neste trabalho. Atualmente, existem inlmeras técnicas que auxiliam no estudo da
caracterizacéo dessas NPPs carreadas, que investigam a morfologia, a liberacéo do agente
ativo e algumas propriedades determinantes para criacdo de novos produtos. A seguir,
uma breve revisdo bibliografica sobre (i) o OE de Piper nigrum, (ii) o
nanoencapsulamento de OEs, (iii) as particularidades das NPPs, (iv) os mecanismos de
liberacdo controlada desse sistema e (v) alguns tipos de caracterizacdo fisico-quimica das

nanoparticulas.

3.1. Piper nigrum

O género Piper, pertencente a familia Piperaceae, € um género que consiste em
cerca de 2.000 espécies (GULZAR et al., 2013). Sua importancia no setor alimenticio e
na medicina tradicional expressa-se na alta producdo mundial de algumas de suas
espécies, dentre elas, destaca-se a Piper nigrum, uma das especiarias mais conhecida do
mundo (ZHU, MOJEL e LI, 2017).

A pimenta preta (Piper nigrum), conhecida popularmente como pimenta-do-reino,
é uma planta trepadeira, arbustifera perene (Figura 1), amplamente cultivada em regides
tropicais (RAVINDRAN et al., 2012). Suas sementes sdo utilizadas ha séculos como
condimento no preparo de alimentos, e na medicina popular, em preparac6es do tipo
cataplasmas, pomadas e cremes para o tratamento de diversos agravos na saude (AHMAD
etal., 2012).
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Figura 1: Foto da espécie Piper nigrum.
Fonte: (REYES, 2008)

A Piper nigrum é nativa do sul da India e do Sri Lanka, porém, hoje ja se encontra
distribuida nos dois hemisférios. De acordo com Khan et al. (2020) tanto a
autopolinizacdo quanto a polinizacdo cruzada podem ocorrer em P. nigrum e os frutos
maduros e verdes desta espécie sdo a fonte de pimenta branca e pimenta preta,
respectivamente.

Atualmente, a pimenta preta € o alimento principal para temperos, capaz de propor
um sabor muito peculiar de ardéncia, cuja principal substancia envolvida na ardéncia
desta pimenta é a piperina. Essa substancia é um alcal6ide pungente da pimenta preta, sua
molécula apresenta, sobretudo, carbonos e hidrogénios, com duas funcfes éter e uma
funcdo amida. Isso quer dizer que a molécula é quase apolar e, portanto, quase insoluvel
em 4agua (CARNEVALLI e ARAUJO, 2013).

Assim como as sementes da pimenta preta, 0 OE desta espécie também apresenta
uma infinidade de atividades bioldgicas devido aos seus multicomponentes. O OE
produzido pela espécie de Piper nigrum, varia de 1,2% a 3,5% de sua totalidade, rico em

monoterpenos e sesquiterpenos (TRAN, et al., 2019).

3.1.1. Oleo Essencial de Piper nigrum

Os OEs sdo compostos derivados de material vegetal com grande complexidade
de hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos), sendo detentor de uma gama de variedade

de componentes em diferentes concentragdes. Estes 6leos sdo liquidos volateis, extraidos



19

das plantas (folhas, raizes, sementes, frutos, flores ou troncos), dotados de aroma intenso,
coloragéo incolor ou ligeiramente amarelada (HOSSEINI et al., 2013; PATHANIA et al.,
2018).

Existem diversas técnicas de extracdo de OE, como a hidrodestilacdo, a
microextracdo em fase solida, a extracdo de fluido supercritica, a evaporacdo de sabor
assistida por solvente e a técnica de purga e armadilha. A hidrodestilacdo é um dos
métodos mais utilizados para a extracdo de OEs (MYSZKA, LEJA e MAIJCHER, 2018).

No entanto, ha a necessidade de medidas cautelosas durante a extracdo e
armazenamento do OE, tendo em vista que estes Gleos estdo suscetiveis a uma rapida
degradacdo. Conforme Paredes et al. (2016), os compostos ativos encontrados em OE,
em sua maioria, sdo sensiveis a modificacdo quimica sob efeito de alguns fatores externos,
bem como: temperatura, luz, oxigénio etc.

O OE de P. nigrum (Figura 2) € comumente empregado na industria de alimentos,
bebidas e cosméticos. Alguns de seus componentes volateis incluindo a- e f-pineno,
limoneno, mirceno, linalol, a-felandreno, sabineno, E-cariofileno e germacreno-D séo
responsaveis pelo sabor e aroma, dando énfase em caracteristicas quimicas e sensoriais

bem particulares que ganham notoriedade dos tais setores (TRAN et al., 2019).

Figura 2: Foto de Sementes e OE de pimenta preta.
Fonte: (Adaptado de Lopes, 2015)

Segundo Abdulazeez et al. (2016), o OE de pimenta preta, desempenha um papel
significativo no processamento de alimentos, salde e nutricdo ao prevenir ou retardar a
deterioracdo de alimentos devido as propriedades antioxidantes e antimicrobianas

apresentadas por alguns de seus constituintes quimicos que se sobressaem.
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3.1.2. Composicdo Quimica do Oleo Essencial de P. nigrum

Os OEs séo uma soma de constituintes volateis e, portanto, os efeitos destes 6leos
devem ser uma totalidade de efeitos de todos os componentes e suas interagcdes. No
entanto, 2 ou 3 componentes podem ser responsaveis por até 85% da mistura total em
comparagdo com 0s menores e, assim, contribuir para a principal propriedade da mistura
(ZHAI et al., 2018).

De acordo com Islam et al. (2015), o OE da pimenta preta € uma mistura de 20 a
50 componentes em concentracbes bastante diferentes; seus hidrocarbonetos
monoterpenos sao responsaveis por cerca de 70 a 80% dos volateis, com quantidades
menores de hidrocarbonetos sesquiterpenos (20 a 30%) que parecem possuir 0s principais
atributos desejaveis do sabor da pimenta. Embora os terpenos oxigenados sejam
constituintes relativamente menores, compreendendo menos de 4%, contribuem para o
odor caracteristico do dleo.

Porém, Costa et al. (2010), na identificacdo da composic¢éo quimica do OE de P.
nigrum, verificou que os constituintes compdem 42,5% de monoterpenos ndo oxigenados
e 3,2% de monoterpenos oxigenados, 31,5% de sequiterpenos ndo oxigenados e 20,1%
de ndo-oxigenados. Isto indica que existe uma variacdo grande entre a presenca de alguns
constituintes volateis, bem como as suas concentracoes.

No OE analisado por Costa et al. (2010), obtido por hidrodestilagdo, 17
constituintes volateis foram identificados, tendo como componentes majoritarios, o E-
cariofileno (24,2%), o oxido de cariofileno (20,1%), o sabineno (19,9 %) e limoneno
(13,0%). J& Menon et al. (2002), que obteve OE de Piper nigrum também por
hidrodestilagdo, encontraram 55 constituintes volateis, tendo como majoritarios o
sabineno (26,8%), o p-pineno (3,8%), o mirceno (8,3%), o limoneno (20,2 %) e o E-
cariofileno (21,7%). Para Wang (2018), no seu OE obtido por extracdo assistida através
microondas ultrassdnica verde e sem solventes (UMAE), 30 constituintes volateis foram
identificados, e os majoritarios foram o 3-A-careno (33,2%), o limoneno (19,2%), o f-
pineno (14,0%), o a-pineno (8,6%) e o E-cariofileno (13,0%).

Com a observagdo da composi¢do quimica do OE de pimenta preta obtida por
diferentes autores, constatou-se que a variag¢do dos constituintes volateis € comum devido
a fatores que véo do cultivo a extracdo. De acordo com Pedro et al. (2013), vérios fatores
podem afetar a composicéo final do OE, como o processo de extracdo, tanto o tipo como

as condigOes deste processo, a secdo da planta (6rgéo) utilizada para extracdo, a variagao
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sazonal de fatores ambientais bem como: as condi¢fes da natureza durante o0 ano e o
periodo em que a planta é colhida. Os nutrientes disponiveis para o crescimento das
plantas tambem tém um papel crucial na definigdo da bioquimica. Todas esses incognitas
justificam a existéncia de OEs com diferentes composi¢Ges do mesmao material (mesma

planta).

3.1.3. Propriedades Bioldgicas do Oleo Essencial de P. nigrum

Normalmente as propriedades bioldgicas apresentadas pelos OEs séo
determinadas pela sinergia de seus componentes e nem sempre sdo ditadas pelos
compostos majoritarios.

A familia Piperaceae, fornece desde muito tempo, uma fonte de medicamentos e
temperos alimentares. Os metabdlitos secundarios de diferentes espécies do género Piper
tém sido utilizados para varias atividades bioldgicas, incluindo até atividades repelentes
de insetos (COSTA et al., 2010).

Na espécie de P. nigrum, os principios ativos encontrados, especialmente a
piperina, possuem acdo anti-inflamatdria, antioxidante, analgésica dentre outras capazes
de otimizar processos cicatriciais, circulacdo sanguinea, bem como combater os sinais do
envelhecimento ocasionados por radicais livres quando consumida em quantidades
apropriadas (RAKMAI et al., 2016).

Para Myszka, Leja e Majcher (2018), os metabdlitos secundarios de P. nigrum
desempenham um Otimo papel defensivo contra infec¢es por microbios, insetos e
animais. As Piperamidas apresentam acgdo inseticida, o p-cariolofileno apresenta
atividade anestésica, o nerolidol que é um famoso metabdlito secundario, pode ser usado
até mesmo para controlar acaros.

Para Samuel (2016), diferentes partes de P. nigrum podem ser usadas como
agentes de controle de drogas, conservantes e biocidas. A pimenta-do-reino ou 0 OE dessa
espeécie pode ter potencial larvicida para o controle do vetor da malaria em locais onde o
manejo da fonte larval acrescenta beneficios sob os auspicios do controle integrado do
vetor.

Conforme Carnevalli e Aradjo (2013, apud CHAUDHRY; TARIQ, 2006) O OE
da pimenta preta pode ainda vir a formar uma importante plataforma para o
desenvolvimento barato, seguro e eficaz de medicamentos naturais, no controle de

bactérias resistentes que sdo constantemente uma ameaca a saude humana.
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Devido a grande diversidade quimica de componentes, varias fungdes bioldgicas
importantes sdo atribuidas aos OEs. Na tabela 1, uma lista de atividades biologicas da P.

nigrum é apresentada.

Tabela 1: Diferentes Atividades Bioldgicas do OE de P. nigrum.

Atividades
antiapoptético antispermatogénico
antibacteriano antiespasmaodico
atividade inseticida anti-inflamatorio
atividade larvicida atividade anti-metastatica
antifangico antioxidante
analgeésico antirritico

Fonte: (AHMAD et al., 2012) com modificacOes.

Dessa forma, é nitida a diversidade de atividades bioldgicas apresentadas pelo OE
de pimenta preta, possibilitando aplicacdes promissoras no setor alimenticio, como
conservantes naturais, na producao de inseticidas menos danoso ao ambiente e até mesmo

na produgdo de novos medicamentos.

3.2. Nanoencapsulamento de Oleos Essenciais

Os OEs tém sido tradicionalmente usados em diferentes aplicagdes, incluindo
tratamento de varias doencas. Seus constituintes quimicos e caracteristicas fisico-
quimicas os possibilitam a apresentar diversas atividades bioldgicas (ZHAI, LIU, et al.,
2018; ABDULAZEEZ, SANI, et al., 2016). No entanto, esses Oleos sdo volateis e
guimicamente instaveis na presenca de ar, luz, umidade e altas temperaturas. Com isso, a
nanoencapsulacdo desses 6leos é um procedimento promissor, fornecendo uma liberacao
lenta e controlada do agente ativo.

A nanoencapsulacdo é uma abordagem viavel e eficiente da nanotecnologia que
tem recebido muita atengédo de pesquisadores, especialmente no campo farmacéutico e da
biotecnologia. A nanoencapsulacdo envolve o uso de servico de entrega, conhecido como
nanotransportadores ou nanocarreadores para encapsular substancias ou moléculas
bioativas, fornecendo a funcionalidade de liberacdo controlada do nucleo. Os
nanocarreadores protegem os bioativos de fatores ambientais como pH, oxigénio, luz etc.,

preservando suas propriedades organolépticas e fisico-quimicas, servindo como barreira



23

entre o bioativo e 0 meio ambiente. Além disso, 0s nanocarreadores podem aumentar o
potencial antimicrobiano de compostos bioativos, como OE, aumentando as interagoes
celulares entre eles e 0os micrébios como resultado do tamanho muito pequeno que
melhora a captacéo celular (IDRIS et al., 2015).

O sistema de entrega é capaz de transportar o OE (agente ativo que estara
encapsulado) através da membrana celular e liberar para atuar no lado interno da
membrana citoplasmatica. Além disso, os materiais encapsulantes fazem uma blindagem
entre o OE e a matriz alimentar e o entrega em locais direcionados especificos (fases ricas
em agua, onde os microorganismos proliferam preferencialmente) com estabilidade e
dispersabilidade aprimoradas (PAREDES et al., 2016).

De acordo com Rao e Sowbhagya (2017) a nanoencapsulagdo fornece vérias
vantagens sobre a microencapsulacdo, dentre elas, o aumento da dispersibilidade em
agua, limitando o sabor e a degradacdo e/ou evaporacdo do aroma e contornando as
interacOes de moléculas de aroma volatil na matriz alimentar sem afetar as propriedades
organolépticas do produto alimentar.

Suscintamente, as vantagens da nanoencapsulacdo de OEs sdo: facilidade de
manuseio, estabilidade, protecdo contra oxidacdo, melhor distribuicdo, solubilidade,
liberacdo controlada, com menos ou nenhum efeito adverso sobre as propriedades
organolépticas de itens alimentares aplicAveis com maior biodisponibilidade e aumento
da area de superficie por unidade de volume. Portanto, as nanoparticulas interagem com
mais eficiéncia com a célula. (PRAKASH et al., 2018).

No entanto, had também uma preocupacdo relacionada ao tamanho das
nanoparticulas carreadoras. Esses nanotransportadores podem obter acesso a ambientes
indesejados com consequéncias prejudiciais, podendo atravessar o envelope nuclear de
uma célula e causar dano genético ndo intencional e mutacdes (RAWAT et al., 2006).

Consideram-se técnicas de nanoencapsulacéo, as que produzem carreadores na
escala nanométrica (10-1000 nm), destacando-se a emulsificacdo, coacervacao,
complexacdo e nanoprecipitacio (ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Os veiculos
comumente preparados para encapsulamento de OE, sdo as nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS), lipossomos e as nanoparticulas poliméricas (NPP) (ASBAHANI et al.,
2015).

As NLS representam uma classe de particulas coloidais compostas por lipidios
solidos na temperatura ambiente e corporal. Sdo os portadores coloidais usados como um

sistema alternativo aos portadores tradicionais existentes, como emulsées, lipossomas e
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micro e nanoparticulas poliméricas. Este sistema tem sido amplamente utilizado como
agente transportador para compostos hidrofobicos instaveis. O didmetro médio das NLS
esta na faixa de 50 a 1000 nm. (GESZKE-MORITZ e MORITZ, 2016)

Os lipossomas sdo estruturas esféricas compostas por uma ou mais bicamadas
fosfolipidicas, moléculas anfifilicas que possuem cabeca hidrofilica e duas cadeias
hidrofébicas apolares em forma de vesiculas que rodeiam uma fase aquosa. Os
lipossomas sao bicamadas lipidicas globulares de 50 a 1000 nm em didmetro que servem
como Vveiculos de entrega convenientes para compostos biologicamente ativos. Eles
podem ser usados como agentes transportadores para moléculas lipofilicas e hidrofilicas.
(BOZZUTO e MOLINARI, 2015; DARAEE et al., 2014)

As NPPs sdo sistemas coloidais compostos por polimeros naturais, sintéticos ou
semissintéticos. Considerando os mecanismos de encapsulamento, o OE pode ser
aprisionado, disperso, dissolvido dentro ou adsorvido nas nanoparticulas. Seu diametro
médio esta na faixa de 50 a 1000 nm. (GUTERRES, ALVES e POHLMANN, 2007)

Todos esses veiculos carreadores sdo promissores no encapsulamento de
bioativos, promovendo a liberacdo controlada e a entrega no sitio de acdo especifico, com
uma eficiente absorcéo através das células, cada um com limitacoes especificas. As NLS,
por exemplo, possuem alta polidispersividade, baixa capacidade de carreamento e
aglomeracdo; os lipossomos, dos trés veiculos, possuem a menor estabilidade. J& as NPPs
apesar da capacidade de encapsular diferentes tipos de substancias e da capacidade de

protecdo, podem apresentar algum grau de citotoxicidade dependendo do polimero.

3.3. Nanoparticulas Poliméricas

Como relatado anteriormente, as NPPs sdo particulas coloidais de tamanho
submicrométrico, amplamente utilizadas para a protecdo de agentes ativos dos
interferentes externos, por meio de um material de parede, permitindo o direcionamento
para sitios especificos desses ativos liberados controladamente.

As NPPs séo consideradas veiculos de encapsulamento simples para aplicacoes
de administracdo de medicamentos devido a ampla aplicabilidade em todos os aspectos
do campo e ao desenvolvimento de sintese menos complexo. Banik, Fattahi e Broown
(2015) relatam que as NPPs sdo uma das estratégias organicas mais estudadas para
nanomedicina. Para Pascoli et al. (2018) Esses nanoprodutos séo adequados como

portadores de agroquimicos devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
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toxicidade, podendo transportar muitas classes de agroquimicos, incluindo herbicidas,
inseticidas, fungicidas, acaricidas, e fertilizantes.

Conforme Pedro et al. (2013), o encapsulamento de OE em NPPs apresenta varias
vantagens, como: liberacdo controlada, maior solubilidade aparente em &gua,
citotoxicidade reduzida e atividade antimicrobiana aprimorada dentre outras.

De acordo com Soppimath et al. (2001) as NPPs sdo classificadas como
nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas apresentam dois compartimentos, uma
parede polimérica e um nucleo, geralmente oleoso, ou seja, 0 0leo estara confinado pela
parede polimérica. Ja as nanoesferas sdo sistemas matriciais, nesse caso 0 6leo encontra-
se disperso na particula polimérica, ndo sendo possivel identificar um nucleo

diferenciado. A figura 3 ilustra essas classificagdes das NPPs.

(a) Nanocapsulas (b) Nanoesferas
ce A
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() Material polimérico
(] Nucleo oleoso
O Composto bioativo

Figura 3: Representacdo Esquemaética de Nanocépsulas e Nanoesferas. (a) nanocépsula | - ativo
dissolvido exclusivamente no nucleo; nanocépsula Il - ativo adsorvido na membrana polimérica,
contendo também um nucleo oleoso. (b) nanoesfera | - ativo retido na matriz polimérica, ndo ha
presenca de um nucleo oleoso; nanoesfera Il - ativo adsorvido ou disperso na matriz polimérica.
Fonte: (Adaptado de Delgado, 2013).
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3.3.1. Métodos de obtencao de Nanoparticulas Poliméricas

Vérias técnicas podem ser usadas para a producdo de NPPs. Conforme Rao e
Geckeler (2011), a escolha do método depende de uma série de fatores como tamanho de
particula, distribuicdo de tamanho, area de aplicacdo, mecanismo de liberacdo e etc.
Segundo Crucho e Barros (2017) os métodos de preparacdo podem ser divididos em dois
grupos: os baseados na polimerizacéo de mondmeros e 0s que se aproveitam de polimeros
pré-formados (Figura 4).

Polimerizagdo de Polimeros
Mondémeros Pré-formados
() Polimerizagdo Interfacial Emulsificacdo - evaporacdo de solvente
() Polimerizagdo por meio de emulsdes Emulsificacdo - difusao de solvente

. Polimerizacao Radical livre

) Salting-out
Viva/Controlada

Nanoprecipitagdo

Dialise

Figura 4: Técnicas de Obtencéo de NPPs.
Fonte: Autor

O método usado na formacéao das NPPs deste trabalho pode ser considerado uma
combinacdo de véarias metodologias, se aproximando do sistema de emulsificacdo por
evaporacdo do solvente, com algumas contribui¢des do sistema de nanoemulsdo. Com
isso, reuniu-se algumas informaces da literatura, desses métodos de desenvolvimento

de nanoparticulas, que foram divididas conforme a classificacdo apresentada na figura 4.

3.3.1.1. Obtencdo por Polimerizacdo de Monémeros

1) Polimerizagéo Interfacial
A polimerizacdo interfacial envolve a polimerizagdo por etapa de dois monémeros
ou agentes reativos, que sdo dissolvidos respectivamente em duas fases imisciveis e a

reacao ocorre na interface dos dois liquidos (GAO et al., 2004).
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Para Fernandes (2016) a polimerizacdo interfacial consiste em um método de
preparacdo de NPPs, onde a polimerizagdo do mondmero ocorre apenas na interface da
gota. Geralmente esta polimerizacdo é uma reacdo de policondensacdo entre dois
mondmeros altamente reativos que sdo dissolvidos em dois liquidos imisciveis como
mostram Raaijmakers e Benes (2016). Xu et al. sintetizaram com éxito nanoparticulas

hidrofébicas de Polianilina por este método de polimerizacéo interfacial.

2) Polimerizacdo por Meio de Emulsbes

Esse sistema pode ser dividido em macroemulsées, microemulsdes e
nanoemulsdes, que sdo dispersdes coloidais (tamanho de gota <100 nm) (ESFANJANI e
JAFARI, 2017). Para Rao e Sowbhagya (2017) as nanoemulsdes séo sistemas de nao-
equilibrio com uma tendéncia espontanea a separar-se nas fases constituintes. No entanto,
as nanoemulsdes possuem uma estabilidade cinética relativamente alta, mesmo durante
varios anos, devido ao seu tamanho muito pequeno, essencialmente a consequéncia da
estabilizacdo estérica significativa entre goticulas.

Conforme Pathania et al. (2018) as nanoemulsdes sdo emulsdes ativamente
estaveis nas quais moléculas de surfactantes sdo usadas para estabilizar fases Agua/Oleo
ou Oleo/Agua, reduzindo sua tensdo superficial e as vezes usando co-surfactante. O
sistema é obtido através de um equipamento de alto cisalhamento. Existem inimeras
razdes pela utilizacdo de nanoemulsdes, dentre elas, destaca-se a alta estabilidade e a
baixa taxa de turbidez, o que torna atraente esses sistemas de entrega. Benjemaa et al.
(2018) nanoencapsulou o OE de Thymus capitatus como conservante natural de alimentos
por meio do método de nanoelmuséo. Ja& Ghasemishahrestani et al. (2015) sintetizaram
nanoparticulas de gelatina com extrato de plantas sintonizaveis também por este método.

A producdo de nanoemuls@es pode ser amplamente classificada como abordagens
de alta energia ou baixa energia, dependendo do principio subjacente. De acordo com
Anandharamakrishnan (2014), as abordagens de alta energia interrompem as fases oleosa
e aquosa em minusculas goticulas wusando dispositivos mecanicos como
homogeneizadores de alta pressdo, microfluidificadores e sonicadores. Em abordagens de
baixa energia, as condi¢cbes ambientais (temperatura ou composicdo) sdo alteradas, por

exemplo: métodos de inversdo de fase e emulsificagdo espontanea.

3) Polimerizacdo Radical Livre Viva/Controlada
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Conforme Oliveira (2011) as reac@es de polimerizacéo via radicais livres ocorrem
basicamente ao longo de trés etapas:

Iniciacdo - sdo gerados os radicais livres que ddo inicio a reacéo de polimerizagéo;

Propagacéo - ocorre o crescimento da cadeia polimérica, por intermédio de
seguidas incorporacdes de monémeros a espécie ativa em crescimento;

Terminacdo - ocorre a perda de atividade da espécie ativa em crescimento.

Farcet, Nicolas e Charleux (2002) por meio deste método sintetizaram NPPs de
poli-(butil acrilato). De acordo com Allouche (2013), propriedades adequadas de
nanoparticulas podem ser obtidos através da otimizacdo de diferentes parametros nesse
método, como a natureza e a concentracdo do monémero, surfactante e iniciador, mas

acima de tudo o tipo e concentracdo do agente mediador (controle).

3.3.1.2. Obtencéo por Polimeros Pré-formados

1) Emulsificacéo - Evaporacédo de Solvente

O método de emulsificacdo - evaporacdo de solvente envolve a emulsificacdo da
solucdo polimérica em uma fase aquosa e a evaporacdo do solvente polimérico. Desta
forma, um ativo € disperso na rede da matriz polimérica (PAREDES, ASENCIO, et al.,
2016).

Allouche (2013) relata que solventes como diclorometano e cloroférmio séo os
mais utilizados, mas podem ser substituidos por acetato de etila, que possui um teor toxico
menor, podendo adaptar-se de maneira mais eficiente a sintese de sistemas de liberacdo
controlada aonde o encapsulamento de farmacos geralmente estd envolvido.
Nanoparticulas poliméricas contendo ciclosporina foram desenvolvidas com éxito

utilizando este método por Jaiswal, Gupta e Kreuter (2004).

2) Emulsificagdo — Difuséo de Solvente

Consiste na formacdo de uma emulsdo convencional O/A entre um solvente
parcialmente miscivel em &gua contendo o polimero e a droga e uma solugdo aquosa
contendo um surfactante. (CRUCHO e BARROQOS, 2017). Nanoparticulas de poli(acido
latico-co-acido glicolico) contendo o estradiol foram sintetizadas por meio deste método
(ESMAEILI, ATYABI e DINARVAND, 2008)

Nesta técnica, a fase organica composta pelo solvente miscivel em agua com o

polimero ja dissolvido é previamente saturada em agua, e a fase aquosa saturada com
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solvente. Ao adicionar 4gua neste sistema, as NPPs precipitam, permitindo a difuséo do
solvente para a fase aquosa. (FERNANDES, 2016)

3) Salting-out

Nanoparticulas podem ser preparadas usando esta técnica de emulsdo que evita
surfactantes e solventes clorados e envolve processo entre dois solventes misciveis para
separacdo de fases (D'MELLO, SUDIP e DAS, 2009).

A emulsdo, pode portanto, ser formada com um polimero dissolvido nas goticulas
de solvente. A precipitacdo de particulas é induzida, como no processo de difusdo de
solvente, diluindo a emulsdo e adicionando uma grande quantidade de agua na fase
continua para reduzir a concentracao de sal e causar a extragdo do solvente das goticulas
(ALLOUCHE, 2013). Por meio deste método, nanoparticulas de poli (6xido de etileno)

foram desenvolvidas por Jaeghere et al. (1999).

4) Nanoprecipitagéo

O método de nanoprecipitacdo baseia-se na emulsificacdo espontanea da fase
interna organica que contém o polimero dissolvido, o farmaco e o solvente organico na
fase externa aquosa. A técnica de nanoprecipitacdo envolve a precipitacdo de um
polimero a partir de uma solucdo organica e a difusdo do solvente organico no meio
aquoso. (PAREDES et al., 2016). Esta técnica é baseada na deposicao interfacial devido
ao deslocamento de um solvente com o ndo solvente (HORNIG, HEINZE, et al., 2009).

O método de nanoprecipitacdo, cuja vantagem é a formacao espontanea, simples,
eficiente e reproduzivel de pequenas particulas que exibem uma alta capacidade de carga
de drogas, € muito usado para formular NPPs destinadas a aplicagbes cutaneas,
(GUTERRES, ALVES e POHLMANN, 2007). Usando o método de nanoprecipitacéo,
com algumas modificacOes, Silva et al. (2018) encapsulou o OE de Piper aduncum e
Piper hispinervum em nanoparticulas de gelatina, tendo um excelente resultado contra

Aedes aegypti Linn.

5) Dialise

Neste método, tubos de dialise ou membranas semipermeaveis (matriz de
polimeros reticulados esponjosa) sdo usados como barreira fisica para o polimero.
Geralmente, o polimero € dissolvido em um solvente orgéanico, colocado dentro da
membrana de dialise (CRUCHO e BARROS, 2017).
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Em seguida, a solucéo polimérica é alimentada numa membrana de diélise que é
colocada em contato com &gua. Esta agua é permeada pela membrana, provocando o
deslocamento do solvente através da membrana para a fase aquosa. A troca de compostos
pela didlise causa a reducdo da solubilidade do polimero na mistura resultante,
favorecendo a precipitacdo do mesmo na forma de nanoparticulas (FERNANDES, 2016).
NPPs de poli(estireno-coécido acrilico) e poli(acetato de vinila usando Dimetilacetamida
como solvente, foram sintetizadas por Horning et al. (2019) utilizando este método.

3.3.2. Uso de Polimeros como Material de Parede

Os polimeros naturais sdo aqueles derivados de plantas e animais. Polimeros
naturais tais como proteinas, enzimas, amidos e celulose sdo importantissimos em
processos bioldgicos e fisiologicos. Os polimeros sintéticos podem ser produzidos
economicamente e suas propriedades podem ser determinadas (CALLISTER e
RETHWISCH, 2012).

Materiais de encapsulamento, como o0s polimeros quitosana, ciclodextrina,
albumina, globulina, maltodextrina e amido, etc., ttm sido utilizados nos diferentes
sistemas de entrega para proteger os OEs de fatores intrinsecos e extrinsecos como pH,
atividade da agua, degradacgdo enzimatica, temperatura e umidade relativa e ambiente de
armazenamento. Para Esfanjani e Jafari (2017), algumas propriedades principais de
biopolimeros, como as atividades antimicrobianas, atividades antioxidantes e seu papel
na melhoria do valor textural e nutricional de produtos alimenticios oferecem a
possibilidade de aplicd-los como uma boa nanoencapsulacdo em formulacdes
alimentares.

Polimeros biocompativeis podem ser de origem sintética, como a poli-g-
caprolactano (PCL), ou origens naturais, como a gelatina. Essas particulas sao preparadas
por diversas técnicas (PEDRO et al., 2013). Uma série de técnicas para a obtencdo de
NPPs encontra-se discutida de forma extensiva na literatura, como a
emulsificacdo/evaporacdo ou difusdo de solvente, nanoprecipitacdo, a formacdo de
particulas com fluidos supercriticos, polimerizagdo em miniemulsdo dentre outras
(BUZANELLO, 2013). No entanto, antes da formulacdo do material de encapsulagéo,
alguns fatores a saber, como a polaridade dos compostos ativos, a solubilidade, a
volatilidade, a disponibilidade e a composicdo da matriz devem ser levados em

consideracao.
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De acordo com Naidu e Paulson (2011) as NPPs preparadas com polimeros
biodegradaveis e biocompativeis, como o acido polilatico (PLA), o &cido poliglicélico
(PGA) e a PCL, podem ser capazes de controlar a liberagdo do farmaco, promovendo um
alto encapsulamento e melhorando a biodisponibilidade.

A quitosana vem recebendo muito interesse no encapsulamento de compostos
bioativos devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade
(HOSSEINI et al., 2013). Assim, como a quitosana, a gelatina também tem sido usada
com sucesso nas NPPs portadoras de drogas e moléculas bioativas. O interesse no uso de
gelatina como material biodegradavel é baseado no fato de que a gelatina € aprovada pela
Food and Drug Administration (FDA), biodegradavel, ndo-tdxica, de facil reticulagdo e
de modificacdo quimica (SILVA et al., 2018). A gelatina é obtida pela hidrolise do
colageno, que é encontrada como o principal componente da pele, 0ssos e tecido
conjuntivo é um dos materiais protéicos. A gelatina de natureza polianfolitica tem uma
ampla gama de pesos moleculares e, portanto, é dificil preparar nanoparticulas
monodispersas estaveis (GHASEMISHAHRESTANI et al., 2015). Os trés tipos de
gelatina, sdo: Gelatina Tipo A, obtido de fontes de suinos, Gelatina Tipo B obtido de
origem bovina e um terceiro tipo de gelatina de fontes marinhas (XIAO, XU e ZHU,
2017). Na tabela 2, apresenta-se alguns dos principais polimeros usados como material

de parede.

Tabela 2. Lista de Polimeros Naturais e Sintéticos Utilizados para a Naoencapsulag&o.

Polimeros Naturais Monomeros/Polimeros Sintéticos
Quitosana Polietilenoglicol (PEG)
Alginato Polietilenoglicolide (PEGA)

Fibrina Polioxietileno/Polipropileno
Colageno Poli-e-caprolactano (PCL
Gelatina Poli-4cido w-latico (PLA)
Dextrano Poli-B-hidroxibutirato (PHB)

Fonte: (RAWAT et al., 2006; REIS et al., 2006)

As NPPs tambem podem ser formadas promovendo a autoassocia¢do ou
agregacdo de biopolimeros, podendo levar como componentes funcionais, vitaminas,
agentes antimicrobianos, beta-caroteno como corante e muitos outros componentes
diferentes (PAREDES et al., 2016).

Conforme Li et al. (2012), as NPPs com revestimento autoassociado apresenta

alta capacidade de carga no nucleo hidrofobico e liberagdo controlada da carga atil do
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revestimento hidrofilico, juntamente com os atributos exclusivos de estabilidade e
transporte controlado que surgem da reticulagéo (LI, et al., 2012). Ryu et al. (2010)
associou o nanogel de polimero precursor a um copolimero aleatrio que contém
oligoetilenoglicol e piridildissulfeto como funcionalidades da cadeia lateral, que podem
encapsular ndo-covalentemente moléculas hdspedes lipofilicas. Os autores analisaram o
controle de tamanho e avaliacdo desses nanogéis como potenciais veiculos de entrega de
medicamentos dessas nanoparticulas. Li et al. incorporaram a poli-(carboxibetaina), um
novo material polimérico ndo incrustante, como revestimento auto-associado na poli-
(&cido acrilico), de nucleo poli-(acido lactico), para comparar a farmacocinética in vivo
com os seus analogos funcionalizados.

Um agente que também tem um papel fundamental em muitas formulagdes de
nanoparticulas biopoliméricas é o emulsificante, agente de interface, tensoativo,
conhecido também encontrado como surfactante.

Os agentes emulsificantes tém como funcdo reduzir a tensdo interfacial, por isso,
sdo considerados tensoativos. Estes agem reduzindo essa resisténcia e facilitando a
fragmentacdo em particulas menores agindo contra a coalescéncia das goticulas (BASTO
et al., 2016). Uma selecdo cuidadosa do tipo de emulsificante permite controlar as
propriedades interfaciais como carga, espessura (dimensdes), reologia e resposta a
estresses ambientais (como pH, forca ibnica, temperatura e atividade enzimatica
(MAHMOUD, RAMADAN e ASHOUSH, 2014). Os surfactantes das séries TWEEN e
SPAN séo comuns para estabilizacdo de nanoemulsdes (FRANZOL e REZENDE, 2015).

O monoestearato de sorbitano (SPAN 60), é um éster obtido pela reacdo de
sorbitano (derivado do sorbitol) com o &cido esteérico. Este € um tensioativo ndo idnico
que segundo apresenta um valor de BHL de 4,7. JA& o Monolaurato de
polioxietilenosorbitano (TWEEN 80), é um éster de sorbitano etoxilado, resultante da
reacdo de um éster de sorbitano com o déxido de eteno. Trata-se de um tensioativo ndo
ionico, soltvel em &dgua e com um valor de BHL de 15,0. (DELGADO, 2013)

Deste modo, a sele¢éo do constituinte da matriz e do tensoativo depende de muitos
fatores, incluindo tamanho, propriedades do farmaco, carga e permeabilidade; grau de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e toxicidade (GHASEMISHAHRESTANI et al.,
2015). As matrizes sdo usadas com varios métodos para criar o encapsulamento de OE
com diferentes estruturas, capacidades e perfis de liberacdo. (MAES, BOUQUILLON e
FAUCONNIER, 2019). Para a sintese de tais nanoparticulas biodegradaveis, é necessario

procurar um método verde de sintese e uso de estabilizadores que sejam biogénicos e ndo
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toxicos para o desenvolvimento do sistema de liberacdo. Os métodos convencionais
utilizam substancias quimicas toxicas, como o alcool polivinilico, o polietilenoglicol, etc.,
como estabilizadores (GARCIA-ESTEPA, 2018; NASROLLAHZADEH et al., 2019).

3.4. Liberacdo Controlada de Ativos

Os sistemas de liberacdo controlada séo dispositivos capazes de fornecer ao local
de acéo certa quantidade de uma substéncia biologicamente ativa, visando altos efeitos,
controlando a taxa de liberacéo e o tempo de liberag&o. O objetivo principal dos sistemas
de liberacdo controlada é manter uma concentracdo constante do composto
biologicamente ativo, que deve ser a concentracdo desejada (que esta entre a concentracdo
efetiva minima e a concentracdo téxica minima) por um tempo estabelecido
(ROGOBETE et al., 2016).

Um sistema de liberacdo controlada ideal deve apresentar caracteristicas minimas,
tais como: rapido alcance da concentracdo terapéutica e manutencdo dentro desta, ndo
deve ser sensivel ou com possibilidade de blogueio por fatores ambientais (NICOLETTI
e FRASSON, 2006)

Existem alguns tipos de liberacdo controlada apresentada por encapsulantes
poliméricos. Estes encapsulantes, normalmente, podem liberar o agente ativo através de

tais mecanismos (Figura 5):

Material
de Parede
Erodivel @

Reservatorio Inﬂliko /
Liquido

Erosao Difusao Ativacao

Figura 5: Ilustracdo dos Mecanismos de Liberagéo Controlada.
Fonte: Autor



34

e Liberacéo ativada por degradacéo/erosao

Neste mecanismo, os polimeros sdo transformados em pequenas e sollveis
moléculas pela clivagem de suas cadeias. Durante este processo de degradacdo eles
permitem a liberacdo da substancia ativa. Este mecanismo é o que esta relacionado a
definicdo de biodegradavel, onde a taxa de liberacdo é dependente do material de parede
escolhido. Os principais polimeros que sofrem este mecanismo de erosdo sdo 0sS
poliésteres (PCL, PLA e PLGA), as poliamidas, os poliaminoacidos, 0s
polialquilcianacrilatos e os poliortoésteres. (FIALHO e CUNHA JR, 2007)

e Liberagédo controlada por difuséo

A difusdo controlada pode ocorrer a partir de um reservatério, em que o farmaco
fica envolto por um filme polimérico ou pela distribui¢do uniforme do farmaco em uma
matriz, difunde-se lentamente através de um gradiente de concentracdo (SOUZA, 2007).
Se a concentracdo externa do farmaco for constante e ndo saturada, havera um diferencial
fixo de concentragédo entre o interior e o exterior. Desse modo, uma taxa constante de
difusdo K do farmaco ocorrera no dispositivo, onde K é uma constante que variara com a
geometria do dispositivo e a composicdo do polimero a partir do qual foi feito
(GRAHAM, 1978).

e Ativacdo

Um terceiro tipo de mecanismo envolve o processo de ativacdo por solvente.
Neste caso as cadeias poliméricas sdo quebradas pela clivagem de suas ligacGes
intermoleculares, de modo que durante essa degradacao ocorre a liberagdo do agente ativo
(SILVA, 2019). A liberacdo do agente ativo nesse sistema, normalmente é induzida pela
taxa de intumescimento do polimero. Dependendo da magnitude relativa da taxa de
intumescimento do polimero e da taxa de difusdo do agente ativo, € possivel obter
diferentes perfis de liberagdo (CHIEN, 1992).

O mecanismo de liberagdo escolhido também interfere na escolha do polimero
usado para o material de parede. Para se chegar ao mecanismo desejado de liberacdo do
agente ativo, os polimeros (sintéticos) podem ter suas propriedades moldadas ou pode-se
trabalhar com uma mistura de polimeros (natural e sintético) que apresentam
propriedades diversas (OLIVEIRA e LIMA, 2006).
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As taxas de liberacao de sistemas poliméricos podem ser controladas pela natureza
e formato do material de parede. Sistemas do tipo reservatério sdo adequados para liberar
0 agente ativo a uma taxa quase constante, enquanto que sistemas matriciais s&0 menos
uniformes. Os sistemas controlados quimicamente resultam geralmente na degradacéo
total da matriz, enquanto os sistemas ativados por solvente tém taxa de liberacéo
independentes do pH (BIZERRA e SILVA, 2016).

3.4.1. Modelos de Liberacao Controlada

Os materiais poliméricos geralmente liberam o agente ativo atraves de mais de
um mecanismo de liberacdo, tais mecanismos podem atuar simultaneamente. Podem-se
identificar os mecanismos atuantes, por meio de alguns modelos propostos por

matematicos, que descrevem as caracteristicas de liberacdo do sistema.

e Cinética de ordem zero

A liberagdo do agente ativo acontece lentamente a partir de matrizes que nao
desagregam, desde que a sua area ndo se atinjam condicdes de equilibrio (MANADAS et

al., 2002). Este modelo pode ser representado pela seguinte equacao:

t = Qo + Kot (1)
Onde:
Q: é a quantidade do agente ativo liberado no tempo t;
Q, € a quantidade inicial do ativo no meio de liberagéo;

K, é a constante de liberacdo de ordem zero.

Este modelo é geralmente utilizado para descrever a liberacdo por varios tipos de
formas farmacéuticas de liberagdo controlada, como é o caso das capsulas matriciais, dos
sistemas osmaticos e das formas revestidas (VARELAS, DIXON e STEINER, 1995).

e Cinética de primeira ordem

A cinética deste modelo apresenta um perfil de liberacdo do agente ativo
proporcional a quantidade interna da matriz, de tal modo que a quantidade de farmaco
liberada por unidade de tempo diminui (MANADAS et al.,, 2002). A equacdo que

representa este modelo é:
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Kqt
2,303

log Q; = logQq, + (2
Onde:

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

Q, ¢ a quantidade inicial do ativo no meio de liberagéo;

K, é a constante de liberacdo de primeira ordem.

Esse modelo é indicado para descrever a cinética de liberacdo de sistema
transportador “revestimento-nucleo nédo saturado”, pois o transporte molecular do agente
ativo ndo é constante através da membrana polimérica JAIN e JAIN (2016, apud
CASTRO, 2018).

e Equacéo de Higuchi

A equagdo de Higuchi (1961) é utilizada para representar a velocidade de
liberacdo controlada do agente ativo a partir de um sistema matricial. A equacdo de

Higuchi é expressa pela seguinte forma:

1

ft = Kut2 3)
Onde:
f+ € aquantidade do agente ativo liberado;

K}, é a constante de liberacao de Higuchi.

Este modelo pode-se aplicar com maior exatiddo a matrizes unidimensionais
pouco sollveis, que ndo apresentem capacidade de intumescimento (LOPES, LOBO e
COSTA, 2005).

e Korsmeyer-Peppas

O modelo matematico elaborado por Korsmeyer-Peppas (1983) € relacionado com
a liberacéo do agente ativo ao longo do tempo. Esta equacdo é geralmente utilizada para
interpretar e descrever a liberagdo do agente ativo quando o mecanismo que prevalece
ndo é bem conhecido ou resulta da combinacdo de dois processos aparentemente
independentes (LOPES, LOBO e COSTA, 2005). A equacao que representa este modelo
é:
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A~ kem 4)

Onde:
M, é a quantidade do agente ativo liberado no tempo t;

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

g—t é a fracdo do agente ativo liberado ao longo do tempo t;
K € a constante de difuséo;

n € 0 expoente de liberacdo que caracteriza 0 mecanismo de liberacao.

O valor n pode ser variado, em que n = 0,43 apresenta um mecanismo de difusédo
Fickiano, n = 0,89 apresenta um intrumescimento do polimero e 0,43 < n < 0,89 apresenta
um mecanismo de difusdo anémala (difusdo e erosao).

Este modelo é geralmente utilizado para descrever de forma simplificada os
mecanismos de liberagdo onde ocorre uma difusdo do agente ativo (transporte Fickiano)
controlada pelo relaxamento das cadeias poliméricas (SILVA, 2019 apud RITGER,;
PEPPAS, 1987).

3.5. Caracterizagdo de Nanoparticulas Poliméricas

A caracterizacdo é importante para determinar a forma, tamanho, estrutura, carga
e etc. A caracterizacdo de nanoparticulas pode ser amplamente dividida em dois
dominios. A primeira classificacdo é aquela que trata da determinacdo das propriedades
fisicas das nanoparticulas, como: forma, tamanho, estrutura ou dispersdo. A outra envolve
a determinacdo de caracteristicas quimicas, como a presenca de uma molécula conjugada
ou ligantes e a estabilidade de um sistema coloidal.

O avanco da nanociéncia e da nanotecnologia nos trouxe uma grande variedade
de técnicas analiticas para a caracterizacao de sistemas particulados. Atualmente, existem
inimeras técnicas aplicadas na caracterizacdo de NPP. Os métodos descritos abaixo sdo
0s mais comuns na rotina de desenvolvimento, controle ou manipulagdes de propriedades

desse nanossistema.

e Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV
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A microscopia eletronica de varredura (MEV) € uma técnica amplamente utilizada
para investigar a estrutura superficial das micro e nanoestruturas. Conforme Paredes et
al. (2016), nesta técnica um feixe de elétrons de uma fonte (geralmente tungsténio) sob a
influéncia de um campo eletromagnético (gerado pelas lentes eletrostaticas) atinge a
superficie da amostra. Depois disso, os elétrons séo difratados em diferentes direcGes e

geram uma serie de sinais que podem ser visualizados na tela.

e Microscopia de Forca Atdbmica — AFM

A microscopia de Forca Atdmica (AFM) é capaz de produzir até imagens em
escala subnanometrica e de topografias tridimensionais, demonstrando uma ampla gama
de aplicagBes na investigacdo das caracteristicas fisicas e propriedades mecénicas de
sistemas particulados. A compreensdo das caracteristicas fisicas e mecéanicas desse
sistema é crucial para o entendimento do carreamento, das condi¢cbes ambientais
suportaveis, para prever o comportamento e a integridade durante o manuseio,
armazenamento e transporte, considerando que as NPPs usadas como transportadores de
bioativo devem ser projetadas para se romperem comedidamente sob o estimulo de uma
mudanca nas condi¢cdes ambientais, sendo capaz de entregar uma medida ponderada do
bioativo ao alvo. A investigacdo das caracteristicas fisicas de NPPs por meio de um AFM
se da por meio de uma abordagem morfolégica completa. No entanto, estudos de
propriedades mecénicas de NPPs ainda sdo escassos. Alguns estudos de propriedades
mecanicas de diferentes tipos de nanoparticulas ja foram relatados, com auxilio de curvas
de indentacédo (Curvas de Forca x Distancia) extraidas de um AFM. Recentemente, surgiu
um novo método conhecido como Peak-force Tapping que pode ser uma alternativa para
a compreensao de algumas dessas propriedades, como a forca de adeséo e a deformacéo.

Na técnica de AFM, a ponta que compde o sistema se aproxima da amostra a uma
distdncia muito pequena, em que 0s primeiro atomos da ponta interagem com 0s atomos
que compde a superficie da amostra. Com relacéo a geracéo de imagens em AFM, existem
trés modos de operagdo: 0 modo contato, 0 modo tapping e 0 modo ndo contato. No modo
de contato, a sonda e a superficie da amostra entram em contato com a distancia de
separagdo minima. No modo ndo contato, o cantilever AFM e a superficie da amostra ndo
entram em contato e mantém uma distancia de 0,1e10 nm. No modo tapping o regime ora

é atrativo, ora é repulsivo, conhecido como contato intermitente.
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Ao longo da varredura, o cantilever (ponteira/haste que sustenta a ponta do AFM)
sofre deflexdes por causa da interacéo atdmica, desviando o laser que incide sobre ele. O
laser é detectado por um fotodiodo que envia essas informacdes de desvio do cantilever
para o controle de realimentacdo que ajusta a posicao da amostra (e/ou da ponteira) e para
0 computador onde € construida a topografia digitalizada da superficie da amostra
(PINTO, RAMOS e FONSECA FILHO, 2013; KHAN, WANG e FITZPATRICK, 2016;
JOHNSON, OATLEY-RADCLIFFE e HILAL, 2017).

e Espectroscopia no Ultravioleta Visivel - UV-Vis

Utilizando a técnica de espectroscopia Ultravioleta Visivel (UV-Vis) ha a
possibilidade de constatar a eficiéncia de encapsulamento de um agente ativo em NPPs
carreadas e a liberacdo desses ativos encapsulados neste sistema, facilitando o estudo de
desenvolvimento de novos sistemas particulados. Nesta técnica sdo medidas a
absorbéancia, propriedade que representa a fracdo de luz absorvida pela amostra, ou a
transmitancia, que é a fracdo de luz que atravessa a amostra (lei de Lambert-Beer).
Conforme Sur et al. (2019) para calcular a eficiéncia do encapsulamento de farmacos,
uma quantidade especificada de nanoparticulas carreadas com farmacos é dissolvida em
solvente por centrifugagdo ou sonicacdo. A amostra obtida é entdo filtrada usando a

técnica de filtracdo por membrana, a concentracdo da amostra deve estar em mg/ml.

e Espalhamento Dindmico de Luz - DLS

Para analisar o tamanho e distribuicdo das particulas em nanoescala, tanto o AFM
quanto o espalhamento dindmico de luz (DLS) sdo comumente utilizados. De acordo com
Hoo et al. (2008), o principio basico desse método € observar o movimento das particulas
e medir seu movimento browniano. A velocidade das particulas € inversamente
proporcional ao tamanho das particulas e é denominada coeficiente de difusdo. Os
coeficientes de difusdo das nanoparticulas sdo determinados primeiro e os didmetros
médios das particulas s@o calculados a partir desses coeficientes usando a relagdo de

Stokes-Einstein.

e Potencial Zeta

O potencial zeta assume um papel importante na preparacdo ou destruicdo de

dispersdes coloidais, empregado em setores industriais e académicos para monitorar e
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ajustar o comportamento dos sistemas coloidais. O potencial zeta é a medida da carga
geral que uma particula adquire em um meio especifico e fornece uma indicacdo da
estabilidade potencial de um sistema coloidal. A interacdo de repulsdo eletrostatica é

usada para medir e controlar a estabilidade da solugdo. (PAREDES et al., 2016)

e Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica ideal para estudos de sistemas bioldgicos
e médicos, onde héa a possibilidade de obter espectros em diferentes estados fisicos, o que
permite comparar as suas estruturas. Se uma onda eletromagnética atinge a superficie de
um meio, uma fracéo da luz € refletida enquanto que o resto é transmitido para dentro do
material. Da parcela da radiacdo transmitida através da superficie, uma fracdo desta é
absorvida na forma de calor e outra € retransmitida na forma de luz espalhada. A luz
emergente apresenta em seu bojo uma pequena parcela composta de frequéncias
diferentes daquela incidente; o processo que rege este fendbmeno recebe o nome de
espalhamento Raman (RODRIGUES e GALZERANI, 2012). O principio desta técnica,
sucintamente, estd baseado no espalhamento inelastico (espalhamento Raman) de uma
luz monocromatica incidente com a mateéria, gerando ou eliminando um fénon de energia,
sendo possivel, desta forma, fornecer um espectro vibracional caracteristico do material

de analise.

e Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR

Nanoparticulas com absorcdes inerentes ao infravermelho ou grupos funcionais
presentes em sua superficie podem ser diretamente caracterizadas via espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). O entendimento das posi¢des das
bandas de absorcdo IR no espectro como nameros de onda pode ser utilizada para a
identificacdo dos varios componentes quimicos, que podem ndo ser detectaveis em
espectros de espectroscopia de fotoelétrons de raios-X. Os espectros sao normalmente
representados como o inverso do comprimento de onda, expresso em cm™. A
espectroscopia de infravermelho (IR) fornece informacfes altamente discriminatorias
devido & excitacdo de transi¢des vibracionais fundamentais especificas das espécies
moleculares (LOPEZ-LORENTE e MIZAIKOFF, 2016; MOHAMED et al., 2017).

e Microscopia de Forca Atdmica com Infravermelho — AFM-IR
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E uma técnica espectroscopica recente que combina a espectroscopia de
infravermelho com AFM, podendo ser amplamente inserido nos estudos de
nanoparticulas poliméricas. Nela, pode-se fazer uma anélise IR local de uma amostra; em
particular, uma analise IR em uma Unica particula de um sistema coloidal, fornecendo
ainda uma imagem topografica. A figura 6 apresenta uma ilustracdo do principio de

funcionamento do AFM-IR no estudo de nanoparticulas.

Deflexao
~ do laser

(a)

N
Absorcao
da amostra™~ Expansao
o~ térmica da
nanocapsula

(b) Filme da
sintese apos —*
secagem

Substrato —

Figura 6: principio de funcionamento do AFM-IR em analises de Nanoparticulas.
Fonte: Autor

O principio de funcionamento, suscintamente estd baseado da seguinte forma:

uma regido € irradiada por radiacdo infravermelha pulsada (IR) com uma ponta AFM na
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proximidade de sua superficie como visto na figura 6 (a), a medida que o laser varre sua
faixa de sintonizagdo, a regido da amostra se expande com base em qudo bem seus
componentes absorvem em diferentes comprimentos de onda. A expanséo da regido da
amostra faz com que a ponta oscile; essas oscilagdes correspondem diretamente ao
espectro de IR da amostra. Consequentemente, o AFM-IR ¢é capaz de fornecer
informagdes quimicas e topogréficas sobre a superficie da amostra (DAZZI et al., 2007;
MORSCH et al., 2017). A figura 6 (a) aborda o funcionamento simplificado do AFM-IR
em analises de nanoparticulas, contando com o trabalho matuo de AFM e um IR. A figura
6 (b) mostra 0 comportamento da nanocapsula mediante o IR. Quando goteja-se uma
pequena quantidade da sintese de nanoparticulas no substrato de vidro para a analise,
forma-se um filme de nanoparticulas no substrato. Ao observar tais nanoparticulas com o
AFM na superficie do filme, estima-se que pouco mais da metade do tamanho das
nanoparticulas ficam escondidas como observado na figura 6 (b). O IR ao atingir a
nanoparticula provoca uma expansdo térmica em sua estrutura, devido a absorcéo da

radiacgéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta os procedimentos experimentais que estdo divididos em
trés etapas: os materiais e métodos utilizados na: (i) caracterizacdo do OE de Piper

nigrum; (ii) sintese das nanoparticulas e (iii) caracterizacdo das nanoparticulas.

4.1. Oleo Essencial da Piper nigrum
4.1.1. Extracéo do Oleo Essencial

As sementes de Piper nigrum foram obtidas no mercado local da cidade de
Manaus (norte do Brasil). Elas foram cuidadosamente selecionadas, limpas e lavadas com
agua para remover as impurezas e depois foram secas em um forno a uma temperatura
ndo superior a 40 ° C. Apods a secagem, as sementes foram armazenadas em um frasco
selado, longe da luz e da umidade até 0 momento da extracdo do OE, antecedido por um
processo de trituracdo para obtencdo de sementes em po.

Uma porc¢do de 300 g de sementes em po foi submetida a hidrodestilagdo usando
um aparelho do tipo Clevenger modificado por 4 horas a 100° C (BAGHERI, MANAP e
SOLATI, 2014) no Laboratério de Polimeros Nanoestruturados- NANOPOL. Apéds a
extracdo, o volume do OE foi quantificado com o auxilio de uma micropipeta,

armazenado em um frasco &mbar e mantido a -18°C.

4.1.2. Determinagcéo das Propriedades Fisicas do Oleo Essencial

Para a definicdo mais adequada do tempo de hidrodestilacdo, observou-se a
variacdo do volume do OE obtido a cada 30 min. O rendimento do OE foi expresso pela
relacdo entre a massa do 6leo obtido ap6s o processo de extracdo e o material vegetal
(GIRARD, 2007). O indice de refracdo foi obtido utilizando um refratbmetro da marca
Atago Master Refractometer. A densidade relativa do 0leo essencial foi estimada em
temperatura ambiente utilizando dois tubos capilares lavados e secos. Um deles foi
preenchido com agua destilada (m?) 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

equacéo 5:
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d =i=mb )

- (ml-m)

4.1.3. Identificagdo Quimica dos Componentes Volateis por CG/EM

A cromatografia gasosa (CG/EM) foi realizada no Centro de Apoio
Multidisciplinar (CAM) - Central Analitica/UFAM, utilizando um instrumento Thermo,
modelo Trace GC Ultra, coluna capilar Tr-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) utilizando hélio
como gas 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.
Utilizou-se a Equacéo de van der Dool-Kratz para os calculos dos indices aritméticos e a
identificacdo dos compostos do OE foi confirmada usando dados publicados por
MCLAFFERTY (1991), bem como através do Registro Wiley 7.0 de Dados Espectrais
de Massa por Adams (2007).

4.2. Sintese de Nanoparticulas Poliméricas Carreadas

As NPPs podem ser obtidas por diferentes métodos. Dentre as diversas
metodologias, 0 método usado pelo grupo de pesquisa NANOPOL na formacao das NPPs
pode ser considerada uma combinacdo de véarias metodologias. Este método, leva o
desenvolvimento de veiculos eficientes para formulacGes contendo OE.

Nas primeiras formula¢des, somente o polimero sintético PCL foi utilizado, dando
origem a nanoparticulas de tamanhos abaixo de 50 nm. Como esta sintese tinha o intuito
de ser aplicada como sistema biodefensivo em plantas, tal tamanho de nanoparticulas
acarretaria em problemas para o metabolismo dessas plantas, podendo adentrar em seus
poros. Com isso, a associacdo da PCL junto a gelatina mostrou resultados promissores,
sem aglomeragdo imediata, viabilizando um possivel aumento de tamanho e maior
protecdo do ativo. Entre a gelatina e a PCL existe um agente de cross-linking que é a
transglutaminase. A tabela 3 a seguir, apresenta as concentracdes de cada item utilizado

no desenvolvimento desta formulacao.
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Tabela 3: Concentragbes Utilizadas para a Sinetese de 150 mL

Fases Componentes Concentracao
Gelatina Tipo B 10g9
Organica TWEEN 80 03¢
Agua Destilada 150 mL
PCL 0,059
Oleo Essencial 500 pg. mL™
Aquosa SPAN 60 01g
TACC 0,19
Diclorometano 10 mL
Outros Transglutaminase 0,0935 g
NE 0,75 mL

Fonte: Autor

A gelatina e a PCL foram utilizados como material de parede para o aumento de
tamanho das nanoparticulas e para obter maior protecdo do OE, sendo essencial o uso da
transglutaminase para ligar os dois polimeros no encapsulamento. TACC, SPAN 60 e
TWEEN 80 foram utilizados como surfactantes e o conservante de fenoxietanol/2-metil-
2H-isotiazolin-3-ona (NE) para aumentar a durabilidade dessas nanoparticulas. A tabela
3 apresenta as concentragdes de cada item utilizado.

O encapsulamento do OE foi realizado em duas fases separadas, com base na

metodologia de Silva et al., (2018), com algumas modificagdes.

e Descricdo dos Procedimentos das Fases

Fase Aquosa: Em um béquer, a gelatina tipo B foi solubilizada em agua destilada
e aquecida até 50 ° C sob agitacdo constante (solucdo I). Em outro béquer, o surfactante
TWEEN 80 foi solubilizado em agua destilada (solucédo I1). Entdo, quando a temperatura
da solucéo | diminuiu para 43 ° C, verteu-se a mesma na solucéo 1.

Fase Organica: Em um béquer solubilizou-se a PCL em diclorometano (solucéo
[11). Em outro béquer, solubilizou-se também em diclorometano, o emulsificante SPAN
60 e 0 TACC — Triglicérides do Acido Caprico e Caprilico (solugdo IV). Nesta fase, para
as sinteses de nanoparticulas carreadas, foi adicionado o OE. Previamente solubilizadas,
verteu-se a solugdo Il na solugéo 1V.

Apos a solubilizagdo, a fase orgénica foi adicionada & fase aquosa usando um
ultra-dispersor (10.000 rpm) por 30 segundos. Em seguida, adcionou-se a

transglutaminase a solucdo final sob agitacdo constante. A solucgéo final foi mantida sob
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agitacdo constante (25 ° C) ate evaporacao total do solvente. A sintese foi filtrada e o pH
final foi ajustado para 8,0. Para as sinteses que seriam analisadas ao longo do tempo, foi
adicionado o conservante NE. A seguir, a figura 7 traz uma representacao esquematica da
metodologia da sintese.

\

'Ate43°C

Gelatina tipo B FASE AQUOSA
R - | o= Ultra-disperzor TURRAX
H:O destilada B.
42°C Verter a Faze
Organica na
TWEEN 80 Faze Aquosa

H:O destilada =~ M-

FASE ORGANICA
PCL

Diclorometano ™ -

d ¢ 4 4

Apos a nanoemulsio,
SPAN 60 a transglutaminase foi
s - @ adicionada
X g ™
OE ” Evaporacio do Solvente
Diclorometano

-

&9

NE o
I\ ¢
S
Filtragem e Armazenamento PHMETRO

Figura 7: Representacdo Esquematica da Formulacdo de Nanoparticulas.
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4.3. Caracterizacao das Nanoparticulas por Diferentes Técnicas

4.3.1. DLS e Potencial Zeta

As andlises de DLS e Potencial Zeta foram realizadas no Laboratdrio de Inovagéo
e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica — LIDETEF da UFAM, utilizando um
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

O didmetro médio e o indice de polidispersdo (PDI) das NPP foram obtidos por
meio da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz, sendo que as leituras foram
realizadas em triplicata e as medidas efetuadas sob angulo de espalhamento de 90°. Os
valores do potencial Zeta (em mV) foram determinados pela analise de mobilidade
eletroforética, em triplicata, a 25°C. A sintese foi diluida em &gua em uma proporcao de
1:100 [v/v].

4.3.2. Microscopia eletronica de varredura — MEV

Para a analise de MEV, uma sintese contendo as NPPs foi depositada em
abundancia numa placa de vidro e seca a temperatura ambiente, criando-se um filme. O
filme com as nanoparticulas foi entéo revestido por uma fina camada de material condutor
(processo de metalizacdo) sob alto vacuo e depois examinadas. Nesta analise, utilizou-se
um MEV da marca Tescan, modelo VEGAS3 do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia — INPA.

4.3.3. Microscopia de Forga Atomica - AFM

Utilizando uma pipeta, extrairam-se pequenas quantidades das amostras contendo
as nanoparticulas e gotejou-se em substratos de vidro para o processo de secagem a
temperatura ambiente por 3 horas. Em seguida, o substrato contendo a amostra foi fixado
gentilmente em um suporte de amostra do AFM usando uma fita adesiva dupla face e
levada ao AFM para a analise.

A andalise morfoldgica e estrutural foi realizada no laboratério de Optica de
Materiais — (Optima) na UFAM. As imagens de topografia das NPP foram obtidas por
meio de um AFM Innova, Bruker, operando em modo tapping, equipado com uma ponta
de silicone e cantilever revestido de Al e com uma constante de mola de 42 N/m
(Tap190AL-G da BudgetSensorsTM, Sofia, Bulgéria). As varreduras foram realizadas
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em areas de 8x8 um2 com 512x512 pixels a uma taxa de varredura de 1Hz. As medidas
foram realizadas em temperatura ambiente (23 £ 1 °C) e 60 + 1% de umidade relativa.

O controle de realimentacdo foi ajustado a superficie das amostras para obter as
melhores imagens possiveis, sendo analisadas e tratadas no software WSXM 5.0
Development 9.1 (Horcas et al., 2007). As imagens de topografia foram ajustadas no
plano, para ajuste de iluminag&o, e a altura média das linhas da imagem foi ajustada com
um filtro “flatten” de ordem zero. Além disso, o software imageJ foi usado para
contabilizar e analisar o tamanho das nanoparticulas com base no estudo das aplicacdes

de tratamento de imagens segundo Schneider et al., (2012).

4.3.4. Eficiéncia de Encapsulamento por UV-Vis

Para estimar a eficiéncia de encapsulamento (EE) dos OEs (%) nas nanoparticulas
biodegradaveis de gelatina e PCL, foi utilizado no NANOPOL - UFAM um
espectrofotometro UV-Vis (Global Trade Technology), com base em outro trabalho
(GHASEMISHAHRESTANI, MEHTA, et al., 2015) com algumas modificagdes.

Inicialmente foi realizada uma varredura com o OE da Piper nigrum, obtendo o
pico maximo de absor¢do em A= 229 nm. A curva de calibracdo foi previamente
desenvolvida com diferentes concentragfes do ativo em metanol (1,9 a 500 mg. mL™).
As solugdes foram analisadas em triplicata e as médias das areas dos picos referentes a
cada concentracdo foram ajustadas em um gréafico de absorbancia versus concentracdo. A
equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo linear foram calculados pela analise da

regressdo linear para a obtencédo da curva de calibracdo, como mostrado na figura 8.
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Figura 8: Gréfico da Curva de Calibracdo do OE de Piper nigrum.
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O OE encapsulado nos transportadores foi separado dentro da dispersédo coloidal.
A disperséo fornecida foi centrifugada a 10.000 rpm (DAIKI, modelo DTR20.000) por
10 min e a absorvancia do sobrenadante foi usada para determinar a quantidade de OE

livre. A EE foi calculada usando a formula:

EE (%) = Quantidade de OE encapsulado 100 6
o concentragdo absoluta de OF utilizada na formulagao X (

4.3.5. Liberacdo Controlada do Oleo Essencial Nanoencapsulado

Estudos de liberacdo de OE in vitro foram realizados em membrana de celulose
contendo 10 mL do sistema coloidal, e suspensa em agua a 25°C em diferentes pH (4,
6,10). Porcbes de 2 mL foram retiradas em diferentes intervalos de tempo, e a

concentracdo do OE nesta aliquota foi medida por absorbancia usando o UV-vis.

Figura 9: Ensaio de Liberacdo Controlada do OE in vitro.

A quantidade de OE liberado foi determinada através da curva de calibracdo. Os
experimentos foram realizados em triplicata, como mostra a figura 9. A partir dos dados
de liberacéo obtidos, foi realizada a analise dos mecanismos envolvidos no processo de
liberag&o.

4.3.6. Espectroscopia de Absorcéo no Infravermelho -FTIR

Os espectros de FTIR das amostras foram obtidos em um Espectrdmetro de

Infravermelho por Transformada de Fourier, da marca SHIMADZU e modelo IR
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Prestige-21 com software Irsolution versdo 1.6. As analises foram realizadas no
Laboratério HUB de Tecnologia e Inovacdo da Escola Superior de Tecnologia — EST
(UEA).

Foram realizadas a analise dos materiais de parede, do OE de P. nigrum e das
sinteses contendo as NPPs carreadas e as NPPs vazias, utilizando somente 1 ml de cada
amostra, colocado diretamente na cubeta de quartzo do espectrometro de infravermelho
com pressdo constante aplicada, e dados de transmitancia infravermelha, coletados sobre
0 numero de ondas que variaram de 3750 cm™ a 500 cm ™' e computados para analise. Os
espectros de referéncia foram adquiridos a partir do cristal em branco limpo antes da
apresentacdo de cada amostra replicada. Todos os espectros foram coletados com uma
resolugcdo de 1 cm ™! e, para melhorar a relagdo sinal-ruido, 64 varreduras foram co-
adicionadas e calculadas a média. As amostras foram realizadas em triplicado e todas
foram realizadas dentro de um periodo de um dia. Nas analises utilizou-se 0 modo

transmitancia e apodizacdo Happ-Genzel.

4.3.7. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram produzidos em um espectrometro Horiba Scientific,
modelo Xplora PLUS com um laser Nd: YAG bombeado por diodo, emitindo a 532 nm
e um detector de germanio resfriado com nitrogénio liquido, no Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais — CNPEM.

O instrumento possui uma resolugéo espacial de < Ium (XY) e <2um (Z), uma
objetiva de espelho 100X (LWD NIR), usando filtro de 1%. Comparado com o padréo
vertical (arranjo de amostragem), as amostras de nanoparticulas carreadas e de
nanoparticulas vazias foram colocadas horizontalmente no meio de um anel de metal.
Diferentemente do das analises de FTIR, nessa analise, amostras precisaram passar pelo
processo de secagem. Os espectros foram acumulados a partir de 128 digitalizacbes
medidas com uma resolugdo de 4 cm™ na faixa de 1800 cm™ a 400 cm ™! com poténcia

de laser de 150 mW fornecidos por um feixe de laser sem foco.
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4.3.8. Microscopia de Forga Atdmica com Infravermelho — AFM-IR

As medidas de AFM-IR foram realizadas em um sistema NanolR2-s (Anasys
Instruments) no Laboratdrio Nacional de Nanotecnologia — LNNano do Centro Nacional
de Pesquisa em Energia e Materiais - CNPEM.

As sinteses tiveram que ser diluidas com agua destilada, para reduzir a
concentracdo e aumentar a disperséo das nanoparticulas. As amostras foram depositadas
em substrato de mica e de ouro e secadas a hitrogénio durante 15 min.

As imagens de AFM foram realizadas em modo contato a uma taxa de varredura
de 0,1-1 Hz usando uma sonda de nitreto de silicio revestida a ouro ContGB-G
(BudgetSensors, Bulgaria) com 25nm de didmetro, constante de mola de 0,2N / m e
frequéncia de ressonancia nominal de 13 kHz a temperatura ambiente (23 + 1 °C) e 50 +
1% de umidade relativa. Os espectros de nanoescala-IR foram coletados na faixa de 1550
a 1820 cm™, com uma resolugdo espectral de 2 cm™ / ponto. Os mapas de topografia
foram processados usando o software Gwyddion, verséo 2.51.

Os espectros de infravermelho em nanoescala foram coletados diretamente do
centro das NPPs, em regides diferentes de diversas amostras das sinteses com NPPs
carreadas e das ndo carreadas, entre uma faixa de 1850-1530 cm™, a uma resolucédo

espectral de 4 cm ™, 256 co-médias, com pelo menos 10 medicdes.

4.3.9. Medidas de Peak-Force Tapping

O método Peak-Force Tapping foi utilizado para medir qualitativamente a forca
de adesdo das nanoparticulas carreadas, em um istrumento AFM MultiMode8 da
BRUKER.

Para esta medida, usou-se um cantilever especifico (particularmente sondas
ScanAsyst-Fluid+ - KN = 0,7 N / m; Bruker). A temperatura da sala é fixa em torno de
23°C, dentro da caixa do equipamento costuma estar levemente acima, cerca de 23°C,
com umidade relativa abaixo de 20%. Esse método opera em modo tapping para adquirir
informagdes de algumas propriedades mecénicas (TRTIK, KAUFMANN e VOLZ,
2012). Os mapas de topografia e de adesdo foram processados usando o software
Gwyddion, versédo 2.51.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nessa dissertacdo foram divididos em duas etapas: (i)
caracterizacdo do OE, na qual se apresenta a cinética de extracdo, o indice de refracéo, o
rendimento e os constituintes volateis do OE da P. nigrum, e (ii) caracterizacdo das NPPs,
apresentando a analise morfologica, a eficiéncia de encapsulamento, a liberagdo do OE
in vitro, a andlise quimica das bandas de absorcdo e uma analise qualitativa das

propriedades mecanicas.

5.1. Caracterizac&o do Oleo Essencial de Piper nigrum

5.1.1. Determinacéo das Propriedades Fisicas

Com a extracdo do OE da P. nigrum foi possivel verificar a cinética de extracéo
(Volume x Tempo), apresentada no grafico da figura 10, encontrando o tempo ideal do

processo de hidrodestilaco.
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Figura 10: Gréfico da Cinética de Extra¢do do OE de P. nigrum.
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No estudo da cinética de extracao, pode-se verificar que no tempo de 180 min até
0 tempo maximo observado de 270 min, ndo houve varia¢do de volume. Logo, o tempo
ideal de hidrodestilacdo esta em torno de 180 min, tempo em que o volume ficou
constante e sugere-se entdo o término do processo. O tempo estabelecido neste trabalho
é considerado ideal para a extracdo dos componentes volateis presente neste OE, tendo
em vista que ndo ha alteracbes no rendimento no tempo de 180 min como ja reportado
em outras pesquisas conforme Igwe e colaboradores (2010).

O rendimento do OE apo6s processo de hidrodestilacao foi de 2,6 %, de acordo
com a quantidade de massa vegetal utilizada. Igwe e colaboradores (2010) utilizaram a
mesma quantidade de sementes da mesma espécie e encontraram um rendimento de 2,4%
demonstrando que ele pode variar devido aos fatores genéticos e ambientais. A densidade
do OE foi calculada em 0,780 g/cm3. O indice de refracédo foi de 1,48, estando dentro da
faixa prevista por Farmacopeia brasileira (2010) e pelo trabalho de Abdulazeez e
colaboradores (2016).

5.1.2 Determinacdo dos Constituintes Quimicos do Oleo Essencial

Por meio do perfil cromatografico do OE de P. nigrum, foi possivel realizar uma
caracterizacdo quimica, identificando 29 componentes volateis.

Os componentes do OE sdo apresentados na tabela 4 e as estruturas quimicas dos
metabolitos identificados estdo na figura 11, com destaque para a composi¢ao majoritaria
que esta apresentada na cor azul. Alguns dos constituintes majoritarios, como o E-
cariofileno , sabineno, -pineno, §-3-careno e a-pineno, sao atribuiveis a oxidacao lipidica
retardada (TONGNUANCHAN e BENJAKUL, 2014). Encontrou-se uma porcentagem
significativa dos constituintes p-cimeno, a-terpineol, considerados para Brewer (2011),
ativos antioxidante, dos constituintes a-pineno, p-pineno, oJ-3-careno, limoneno e
terpinen-4-ol que segundo Dorman e Deans (2000) inibem o crescimento bacteriano, e do
E-cariofileno considerado para Santra e seus colaboradoes (2005), um constituinte que

possui atividades anéstesicas.



Tabela 4: Composi¢do Quimica do OE das sementes de P.nigrum.

N° Componentes Formula Area (%) IRt IRexp
1 a-tujeno CioHis 2,92 924 925
2 a-pineno CioHis 5,28 932 931
3 Sabineno CioHis 14,96 969 971
4 S - Pineno CioHis 3,19 974 972
5 Mirceno CioHis 0,87 988 991
6 o- felandreno CioHis 0,50 1002 1001
7 5-3-careno CioHis 2,09 1008 1007
8 p-cimeno CioHua 0,51 1020 1022
9 Silvestreno CioHis 14,17 1025 1026
10 y-terpineno CioHis 2,14 1054 1057
11 Terpinoleno CioHis 0,56 1086 1087
12 E- hidrato sabineno CioH1s0 0,15 1098 1100
13 Dehidro sabina cetona CioH1s0 0,16 1117 1119
14 Terpinen-4-ol CioH1:0 3,95 1174 1176
15 a-terpineol CioH1:0 0,21 1186 1190
16 o-elemeno CisHza 1,30 1335 1339
17 o - Copaeno CisHaa 0,20 1374 1377
18 S-Elemeno CisHaa 0,63 1389 1393
19 E- cariofileno CisHaa 34,87 1417 1421
20 y - Elemeno CisHaa 0,29 1434 1436
21 a-guaieno CisHaa 0,14 1437 1440
22 a-humuleno CisHaa 1,70 1452 1455
23 Germacreno D CisHza 0,20 1480 1482
24 p-selineno CisHaa 1,24 1489 1487
25 a-selineno CisHaa 0,52 1498 1497
26 Germacreno A CisHza 0,11 1507 1506
27 8- cadineno CisHaa 0,05 1522 1525
28 Germacreno B CisHza 1,84 1559 1558
29 Oxido de cariofileno CisH240 0,57 1582 1583
Total identified 95,32
Total de monoterpenos 51,66
Monoterpenos hidrocarbonetos 47,35
Monoterpenos oxigenados 4,31
Total de sesqueterpenos 43,66
Sesqueterpenos hidrocarbonetos 43,09
Sesqueterpenos oxigenados 0,57
Outros 4,68

Nota: IRy, = indice de retencdo experimental; IR ;.= indice de retencio da literatura Adams (2007).
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Figura 11: Estruturas quimicas dos constituintes volateis do OE de P. nigrum.
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A porcentagem de caracterizacdo tem destaque para 0S monoterpenos com
51,66% sendo os principais representantes o sabineno (14,96%), silvestreno (14,17%) e
a-pipeno (5,28%). O componente majoritario foi o E-cariofileno (34,87%), sesqueterpeno
comum a espécie. Apesar da composicdo dos OEs na literatura ser muito variada, 0s
principais constituintes encontrados estdo de acordo com outras pesquisas, como as de
Myska e Majcher (2018), de Bagheri, Manap e Solati (2014), de Rouatbi, Duquenoy e
Giampaoli (2007) e Singh e colaboradores (2004) com poucas variagdes de porcentagem,

tendo assim um resultado coerente.

5.2. Caracterizacdo das Nanoparticulas Poliméricas

5.2.1. Anélise de DLS e Potencial Zeta

A anélise por DLS foi utilizada com o intuito de avaliar o diametro médio e o
indice de polidispersividade (PDI) das nanoparticulas. Os valores de PDI estdo
relacionados a homogeneidade da distribuicdo do tamanho das nanoparticulas, quanto
mais proximo de zero, mais uniforme é a distribuicdo (CAMPELO et al., 2017).

As NPPs vazias apresentaram um tamanho médio de 285 nm com PDI de 0,18. Ja
as NPPs carreadas com OE apresentaram tamanho médio de 316 nm com PDI de 0,2.
Esses valores encontrados, estdo de acordo com os valores citados por Schaffazick
(2003), que estabelece que nanoparticulas que apresentam diametros médios inferiores a
300 nm e PDI iguais ou abaixo de 0,2 apresentam uniformidade e uma boa estabilidade
na forma de sistema coloidal.

A andlise do Potencial Zeta foi utilizada com o intuito de avaliar a estabilidade
eletrostatica do sistema de nanoparticulas vazias (NPP-V) e de nanoparticulas carreadas
com OE da P. nigrum (NPP-PN). A tabela 5 apresenta os valores de carga superficial
(Potencial Zeta e Condutividade) com variacdo de pH.

Tabela 5: Potencial Zeta das Nanoparticulas em Diferentes pH
NPP-V NPP-PN

pH 4 6 10 4 6 10
Potencial Zeta (mV) -36,5| -351 | -33,6 -36,3 -36,8 -43,5
Condutividade (ms/cm™) | 0,052 | 0,051 | 0,049 | 0,045 0,056 0,058

A analise do Potencial Zeta em funcdo do pH mostrou que as nanoparticulas

carreadas possuem, em modulo, maior carga superficial no pH bésico, ja as vazias, no pH
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acido. Assim, a maior carga superficial (em modulo) das nanoparticulas carreadas pode
ser atribuida a presencga do OE, contribuindo para sua estabilizac&o.

Os valores negativos do Potencial Zeta é devido a presenca de radicais
carbonilicos presentes na estrutura polimérica DA ROSA et al., (2015 apud SILVA,
2019). Conforme Roland et al. (2003), valores iguais ou maiores a 30 mV (em maodulo)
sdo importantes para a estabilidade fisico-quimica de uma solucao coloidal, pois indica
que a forca repulsiva da dupla camada i6nica é superior a forga atrativa de van der Waals,
evitando uma possivel floculacdo. Logo as particulas que apresentam um valor em
modulo de Potencial Zeta elevado, repelem-se com muita forca, evitando a agregagdo no

sistema.

5.2.2. Analise Morfoldgica e Estrutural via MEV

As imagens de MEV das NPPs carreadas foram analisadas no intuito de obter seus
aspectos morfolégicos. As imagens de MEV das NPPs carreadas estdo apresentadas na
figura 12 nas escalas de 10 e 5 um e ampliadas 7 kX e 13 kX, respectivamente. Por meio
das imagens, notou-se que havia a presenca de algumas microparticulas com uma
distribuicdo irregular e ndo de nanoparticulas como era previsto, e como foi apresentado

nas analises de DLS.

SEM HV: 12.0 kV WD: 11.98 mm | VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 7.00 kx Det: SE 10 pm
View field: 49.4 pm | Date(m/dly): 03/25/19 INPA - LTMOE

SEM HV: 12.0 kV WD: 7.98 mm ‘ VEGAS3 TESCAN|

SEM MAG: 13.1 kx Det: SE 5pm
View field: 26.5 pm  Date(m/dly): 03/25/19 INPA - LTMOE

Figura 12: Imagens de MEV do Filme de NPPs na escala de: (a) 10 um; e (b) 5 um.
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Tais microparticulas encontram-se dispersas, e algumas aglomeradas, com alta
variacdo de tamanho, e, apesar dessas particulas apresentarem um formato quase esférico,
as mesmas apresentaram caracteristicas divergentes das caracteristicas de um
nanocarreador. No entanto, Paredes et al. (2016) relata que o MEV ¢, até certo ponto,
uma ferramenta limitada para caracterizar NPPs, pois as vezes nao é possivel diferenciar
claramente as nanoparticulas do substrato, o feixe de elétrons também pode danificar o
polimero e haver formacdo de aglomerados.

5.2.3. Analise Morfoldgica e Estrutural via AFM

A técnica de AFM também foi utilizada para analisar a morfologia das
nanoparticulas biodegradaveis. Durante as primeiras varreduras, poucas regides com a
auséncia das nanoparticulas ou com a presenca de nanoparticulas rompidas foram
localizadas.

O tamanho médio das NPPs carreadas foi de 196 + 2 nm e das vazias 208 = 5 nm
com indice de polidispersividade de 0,17 e 0,21 respectivamente. Os valores de tamanho
de NPPs obtidos por AFM, sdo mais coerentes com valores obtidos por DLS. O tamanho
médio das NPPs carreadas apresenta um valor maior que o tamanho médio das NPPs
vazias, devido ao carreamento. No entanto, foi possivel detectar que essa diferenca de
tamanho ndo possui um valor desmedido. Sabe-se que o tamanho dessas NPPs depende
ndo somente da concentracdo do ativo, mas também do método de preparacdo e dos
materiais de parede (PAREDES, ASENCIO, et al., 2016). Em literaturas, encontrou-se
uma faixa de tamanho de NPPs de 140 a 190 nm usando o método de nanoemulséo
(ETHIRAJAN, SCHOELLER, et al., 2008) e uma faixa de 30 - 40 nm usando a
nanoprecipitacdo (NAIDU e PAULSON, 2011), ambas utilizando a gelatina como
material de parede.

Na figura 13 pode-se verificar por meio das imagens topograficas em 2D e 3D, 0s
aspectos morfoldgicos das NPPs carreadas e das NPPs vazias, bem como a distribuicéo

de tamanho dessas nanoparticulas por meio do grafico de polidisperséo.
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Figura 13: Imagens de topografia 2D e 3D de AFM e grafico de Polidispersdo: (a) NPPs com
OE de P. nigrum; (b) NPPs vazias.

As regides mais claras das imagens topograficas referem-se a dominios mais altos
e ordenados da membrana gelatina/PCL. Observou-se que as nanoparticulas apresentam
geometria préxima a esférica e com variacdes expressivas de diametros. O gréfico de
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polidispersividade mostrou maior uniformidade na distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas vazias identificadas nesta imagem.

A distribuicdo das NPPs é variavel e depende da regido em que acontece a
varredura. Apesar do tamanho das NPPs possuirem valores aproximados, as mesmas
podem estar distribuidas de forma mais dispersa ou mais aglomerada, como mostram as
imagens de topografia da figura 14, extraidas de regides diferentes de uma mesma

amostra.

132.75 nm gl 107.01 nm

Figura 14: Imagens de Topografia de NPPs carreadas: (a) Nanoparticulas Dispersas; (b)
Nanoparticulas Aglomeradas.

5.2.4. Eficiéncia de Encapsulamento

Logo apds a sintetizacdo das nanoparticulas, calculou-se a eficiéncia de
encapsulamento (EE) para uma concentracdo absoluta de 500 pg.mL?, considerando a
razdo da quantidade de OE da Piper nigrum e o total de OE medido em suspensdo do
sistema.

Apos a formulacéo das nanoparticulas carreadas, foi obtido um valor de eficiéncia
de 95,8%, o0 que é satisfatdrio, tendo base nos valores encontrados em diversos trabalhos
que utilizaram também polimero como material de parede no encapsulamento de OE.
Yang e colaboradores (2009) encontraram um valor de EE = 80% em nanoparticulas que
tinham como material de parede o polietileno glicol (PEG) no carreamento de OE de alho.
Badri et al. (2018) mostraram um valor de EE = 84% no encapsulamento de OE de Nigella
Sativa L. em nanoparticulas biodegradaveis de PCL. Ghasemishahrestani et al. (2015)
encontraram um valor de EE = 97% em nanoparticulas biodegradaveis de gelatina

carreadas de quercetina. Silva e colaboradores (2018) apresentaram um valor de EE =
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79,2% no encapsulamento de OE de Piper aduncum e OE de Piper hispidinervum em
nanoparticulas biodegradaveis de gelatina.

No gréfico da figura 15, apresenta-se 0 monitoramento da EE (%) durante os seis
primeiros meses da formulacao sintetizada com o conservante NE. O estudo se deu em
um sistema fechado, conservado a 25° C sem sofrer variacdes das condi¢fes ambientais

de armazenamento.

100

B NPP-PN com conservante NE

95

90 +

85 -

80 -

EE (%)

75

70

65

60 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 1 2 3 4 5 6

Tempo (Més)

Figura 15: Grafico do Monitoramento da EE da Sintese em Fung¢do do Tempo.

Nota-se no grafico que, para a formulacéo, a eficiéncia de encapsulamento inicial
de 95,8 % foi diminuindo comedidamente ao longo dos seis meses. No sexto més, a
formulacdo ainda apresenta uma eficiéncia final alta de 81%, revelando que o método
utilizado, bem como os materiais de parede, foram altamente eficientes no

encapsulamento do OE.

5.2.5. Liberacéo Controlada do OE Encapsulado in vitro

O estudo de liberacdo do agente ativo encapsulado é de grande interesse para a
determinacdo do local alvo de aplicacdo. A taxa de liberacdo e o tempo de liberagéo
precisam ser conhecido para se ter certeza que o objetivo da aplicacdo sera concretizado.
O sistema analisado no ensaio de liberacdo controlada foi o de sinteses com conservante

NE, o qual mostrou-se ser eficiente no monitoramento de EE. O ensaio foi realizado
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mediante a variacdes de pH (4, 7 e 10), proporcionando o teste de liberagdo ao longo do
tempo em diferentes exposic¢des. A figura 16 mostra as curvas de liberagdo controlada, as
quais foram ajustadas ao modelo Korsmeyer-Peppas para a identificacdo do mecanismo

de liberacao.
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Figura 16: Grafico de Liberacdo Controlada do OE de P. nigrum.

A liberacdo do OE da Piper nigrum foi avaliada por um periodo de uma semana
(168 h). Pode-se observar no grafico da figura 16 que os perfis de liberacdo do OE em pH
=7 e pH = 10 foram bem semelhantes, sendo mais tardio (30 min depois) que o perfil em
pH=4. Os primeiros minutos avaliados até o Gltimo dia de liberacdo, nota-se uma
liberagdo gradual. O tempo méaximo em que a concentragcdo maxima de OE foi liberada
das nanoparticulas é de 4 dias para o perfil em pH = 4 e 5 dias para os perfisem pH =7
e pH = 10, atingindo a concentracdo aproximada de 450 mg. mL™. Dessa forma, é
possivel observar que a liberacdo do 6leo encapsulado ¢ influenciada pelo pH do meio,
sendo liberado de forma mais eficiente e rapida em pH acido. De acordo com os dados de
potencial zeta, foi observado que o pH de melhor estabilidade para o sistema é o neutro e
0 bésico, isso traz uma resposta ao fato da liberacdo nesses perfis terem demorado um
pouco mais para iniciar.

Os dados da cinética de liberagdo da formulacéo testada em diferentes valores de

pH mostraram melhor adequacdo dos dados experimentais a0 modelo de Korsmeyer-
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Peppas. Apos o ajuste das curvas ao modelo proposto, foram observados valores de n
entre 0,72 e 0,77, os quais revelam que os sistemas liberam o OE pelo mecanismo de
liberacé&o de transporte anémalo (n&o Fickiano), tanto por mecanismo de difusdo quanto

por relaxamento das cadeias poliméricas.

5.2.6. Analise Quimicavia FTIR

A analise de FTIR foi utilizada para avaliar a presenca dos principais grupos
funcionais caracteristicos no material de parede (gelatina tipo B e PCL) e no OE,
constatando se houve sucesso no encapsulamento do OE nas NPPs biodegradaveis. A
figura 17 apresenta um grafico com os espectros dos polimeros gelatina tipo B e PCL,
do OE, das NPPs vazias e das carreadas com o OE de P. nigrum e a tabela 6, apresenta

0s principais grupos funcionais encontrados no espectro de cada componente.
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Figura 17: Espectros de FTIR de: (a) Nanoparticulas Carreadas com OE de P. nigrum; (b)
Nanoparticulas vazias; (c) Gelatina tipo B; (d) PCL; (e) OE de P. nigrum.
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Tabela 6: Principais Grupos encontrados no espectro de gelatina, PCL e OE de P. nigrum

Espectro FTIR | Numero de onda (cm™) Atribuicao
1237 estiramento C—O—C
. 1330 ligagdo C—N
Gelatina 1.555 e 1517 grupo de carbonila
1643 e 1692 ligacdo de C=0
1466 estiramento de metileno
PCL 1635 e 1681 ligacdo de C=0
1725 e 1742 estiramento de carbonila
2861 e 2960 modos vibracionais de grupos CH:
1367 e 1379 modos vibracionais de grupos CHs
OE de Piper 1444 flexdo de grupos CH: e CHs
nigrum 1656 ligagdo de C=0
2870, 2924 e 2957 alongamento—CH

O espectro da gelatina tipo B, apresenta uma banda forte de amidas em 1692 cm™
e em 1643 cm™ devido a ligagdo de C=0 como ja foi relatado em trabalhos de Silva et
al. (2018) e Assimi et al. (2019). H& também um dupleto intenso em 1555 cm™ ¢ 1517
cm™! que representa o grupo de carbonila, bandas com baixa intensidade em 1330 cm™
que representa a ligagdo C—N, e em 1237 cm™ (estiramento C—O—C) também ja foram
relatadas em outras literaturas.

O espectro da PCL, apresenta bandas intensas em 1742 cm™ e 1725 cm™, que de
acordo com trabalhos de Xiao et al. (2017) e Elzein et al. (2017), estdo relacionadas ao
modo vibracional do estiramento do grupo carbonila. O espectro da PCL também
apresenta ligacGes de C=0, porém em 1681 cm™ e 1635 cm™. Em 2960 cm™ e 2861 cm™
tem-se bandas relativas aos modos vibracionais associados aos grupos CHz, esse dupleto,
segundo Phillipson K. et al., surge devido ao alongamento das ligacGes C-H do grupo
metileno. A banda discreta que surge em 1466 cm™ ¢ atribuida ao grupo metileno.

O espectro do OE da P. nigrum esta de acordo com outras literaturas como as de
Bounaas et al., (2018) e Rakmai et al., (2016). O espectro apresenta bandas de absorcéao
em 2957, 2924 ¢ 2870 cm™ (alongamento—CH), em 1656 cm™ tem-se a ligacdo de
amidas de C=0O para um de seus componentes majoritarios (o-pineno) e a banda
observada em 1444 cm™ corresponde as vibracdes de flexdo de CH2 e CHs de grupos
alifaticos. As bandas de 1379 e 1367 cm™ aparecem como um duplete de CHs e uma
banda forte em 862 cm™ devido a outro componente majoritéario (E-cariofileno).

Constata-se no gréafico da figura 17 que ndo ha diferenciacdo do espectro das

NPPS vazias com 0 das carreadas, 0s quais apresentaram uma banda de absorcéo
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caracteristica em 1635 cm™ e em 1640 cm™ devido a contribuigéo das ligagdes de C=0
de amidas do material de parede (PCL + Gelatina), tendo em vista que ndo poderia ser
atribuido ao deslocamento da principal banda do OE. Isto porque o pico de 1635 cm™ é
uma banda de absorcdo intensa encontrada ndo s6 no espectro das nanoparticulas
carreadas, como também no espectro das nanoparticulas vazias. Bandas intensas e largas
de 3000 a 3500 cm™ s&o comuns em materiais organicos, devido a presenca de H2O.
Como os picos de absorcdo relacionados ao OE ndo apareceram no espectro das
nanoparticulas carreadas, entende-se que o OE foi encapsulado com sucesso nos materiais
de parede e por isso ndo ha surgimento algum das bandas de absorcdo do 6leo de P.

nigrum nédo encapsulado, como observado por Laiane et al. (2018).

5.2.7. Analise Quimica via Raman

A espectroscopia Raman oferece uma abordagem para estudar os modos
vibracionais no material em estudo, através do espalhamento inelastico de luz
monocromatica incidente. Esta técnica foi utilizada para averiguar se diferentemente dos
espectros de FTIR, os espectros de Raman (Figura 18) das NPPs carreadas e vazias

apresentariam diferencas nas bandas de absorgdes.

Intensidade Raman
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Figura 18: Espectros de Raman de NPPs Carreadas (NPP-PN) e NPPs vazias (NPP-V).
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Tabela 7: Principais Grupos encontrados nos Espectros de RAMAN de NPPs

NUmero de onda (cm™) Atribuicéo
548, 611, 792 e 815 deformacéo de alguns aneis
878 €924 estiramento C—C
998 estiramento NCH
1023 estiramento C—O
1093 estiramento da ligacdo C—C
1244 modos vibracionais da amida Il
1449 flexdo de grupos CH:
1597 dobramento de NHs
1652 e 1681 modos vibracionais da amida |

No gréfico da figura 18, pode ser observado que os espectros das NPPs carreadas
e vazias apresentam as mesmas bandas de absorcdes, porém com intensidades diferentes.
O picoem 1681 cm™ e em 1652 cm™ tem-se a formag&o de um duplete que correspondem
a amida I, porém, no espectro das NPPs carreadas, essa banda é mais intensa, devido a
contribuigdo também da amida I presente no OE. Em 1597 cm™ tem -Se um pico discreto
do dobramento de (NH:), em 1449 e 1244 cm™ corresponde a CH: e aos modos
vibracionais da amida Ill, respectivamente. Em 1093 cm™ tem-Se 0 estiramento da ligacao
C—~C, nesta banda, o espectro de NPPs vazias apresenta maior intensidade, o que pode
ser atribuido a maior quantidade de material de parede. Em 1023, 998, 924 ¢ 878 cm™
tem-se a presenca de picos menos intensos para o estiramento de C—O, NCH e C—C

respectivamente, e nos picos 815,792, 611 548 cm™ tem-se a deformagé&o de alguns anéis.

5.2.8. Analise Qualitativa via AFM-IR

Os espectros obtidos por AFM-IR possibilitaram uma andlise quimica em
determinadas NPPs por meio de espectros de absorcdo local gerados pela variacdo da
amplitude das oscilagdes do cantilever em fun¢do do comprimento de onda absorvido. A
figura 19 apresenta os espectros de AFM-IR coletados e as imagens de AFM mostrando
0s pontos em que as medidas locais de IR foram feitas, sendo possivel observar as bandas
vibracionais na regido espectral de 1800 a 1550 cm™. A vantagem desta técnica mista é
que se podem encontrar bandas de absorcdo especificas do OE da P. nigrum e dos
materiais de parede.



(um)
15

67

EOl T T T T 1656 T T T
(a)
S
S
o
C
«C
o]
-
o
n
o)
<
A ] | A ] A ] A ] A ‘
1800 1750 1700 1650 1600 1550

ndmero de onda (cm™)

2,25

0,75

s
{um)

Figura 19: Espectros de AFM-IR das NPPs e FTIR do OE da Piper nigrum.
(Nanoparticulas em que as medidas locais de IR foram realizadas estdo destacadas pelas setas).

Na figura 19 tem-se trés espectros de AFM-IR das nanoparticulas carreadas (NPP-
PN) e das nanoparticulas vazias (NPP-V) com o espectro de FTIR do OE da P. nigrum.
A figura 19 (a) apresenta o espectro do OE limitado na faixa de 1800 a 1550 cm™ ¢ a
figura 19 (b) apresenta os espectros das nanoparticulas carreadas relativos aos pontos
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identificados na figura 19 (d) de topografia. Da mesma forma, na figura 19 (c) os
espectros das nanoparticulas vazias dos pontos selecionados na figura 19 (e).

Com os resultados de FTIR do OE, verificou-se que a banda de absorgéo que havia
de forma intensa somente nos espectros das nanoparticulas carreadas no nimero de onda
de 1656 cm™, era uma contribuicdo do pico caracteristico do OE de P. nigrum, de uma
ligacdo C=0 de amidas, funcdo presente na molécula da piperina, e que surge
normalmente devido a presenca do componente volatil a-pineno. Dessa forma, constatou-
se a existéncia de OE nas NPPs produzidas com a intencao de transportar o bioativo. Na
banda de absorcido de 1742 cm™, presente nos espectros das nanoparticulas carreadas e
das nanoparticulas vazias, tem-se o estiramento do grupo carbonila, caracteristico da
PCL, como visto nas analises de FTIR e na banda de 1557 cm™ também presente nos
espectros de nanoparticulas, podem ser atribuidos ao material de parede gelatina.

As imagens topogréaficas obtidas de AFM-IR apresentaram nanoparticulas com
tamanhos menores que as apresentadas anteriormente na analise de DLS e AFM. Esta
diminuicdo de tamanho pode ser atribuida ao processo de diluicdo que a sintese de
nanoparticulas sofreu para a efetivacdo desta analise. Nanoparticulas com tamanho médio
de 110 nm foram identificadas. As nanoparticulas de tamanho menores tem a tendéncia
de se aglomerar menos que as de tamanho maiores. AparicOes de areas irregulares
também surgiram na imagem topogréafica de nanoparticulas vazias, sendo atribuidas ao
substrato.

Com a andlise dos espectros das nanoparticulas carreadas, constatou-se também
que a espessura do material de parede € menor que o diametro médio da ponteira (<25nm)
utilizada na analise. Tendo em vista que o poder de penetracdo do IR varia de 2-3 nm
podendo alcancar até duas vezes o raio da ponta (LIPIEC et al., 2019), a sensibilidade do
AFM-IR ndo alcanca camadas muito espessas. Nestas analises foi possivel verificar a
presenca OE no interior das nanocapsulas avaliadas pelo AFM-IR, o que permite ter uma
nocdo da espessura do material de parede da capsula. A figura 20 apresenta uma ilustracdo

dessa estimativa.
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Figura 20: llustracdo do IR na Identificagdo da Espessura da Nanocépsula na Analise Quimica.

O IR ao atingir a nanoparticula provoca uma expansdo térmica em sua estrutura,
devido a absorcéo da radiagéo. A figura 20 ilustra como o valor aproximado de espessura
do material de parede foi estimado.

Como visto anteriormente no estudo de liberacdo do OE, a nanoparticula apresenta
um mecanismo anémalo, ou seja, libera o ativo tanto por difusdo quanto por eroséo,
porém, a liberacdo de uma quantidade ainda que pequena s6 ocorre no estudo apds 1 hora
de exposicdo. Logo, levando em consideracdo a baixa possibilidade de haver OE na
superficie da nanoparticula devido ao mecanismo de difusdo, o IR precisou atravessar o
material de parede para atingir as bandas de absor¢do do OE, como a capacidade méxima
de penetracdo dessa andlise foi de (25 nm), logo o material de parede é menor que esse
valor. Essa andlise também constata que essa nanoparticula classifica-se como
nanocapsula, apresentando dois compartimentos, uma parede polimérica e um nucleo
oleoso, e por isso, os espectros de FTIR das nanoparticulas carreadas ndo conseguiu
apresentar bandas de absorcdo do OE que estava protegido por um revestimento (PCL +

gelatina).

5.2.9. Medidas de Peak-Force Tapping

Estas medidas foram realizadas no intuito de obter algumas informacdes da adeséo
das nanocapsulas inseridas no filme da sintese obtido pelo processo de secagem,

contribuindo consequentemente, para o estudo da area superficial das mesmas.
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As figuras 21 (a) e (b) apresentam, respectivamente, uma imagem de topografia e
uma imagem que explora os valores de ades&o registrados em cada regido da amostra de
nanocépsulas permitindo, desse modo, a identificacdo das regides que podem ser mais

adesivas ao contato externo.
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Figura 21: Medidas de Peak-Force Tapping das NPPs carreadas de OE: (a) Imagem

Topogréfica, (b) Imagem de Adesao.

A imagem topografica apresenta algumas nanocépsulas dispersas em regides
irregulares e na imagem de adesdo nota-se a diferenca da adesividade dessas regides por
meio da barra de cores, na qual regides mais claras expressam maior adesividade.

Ainda na imagem de adesao, verifica-se que as nanocapsulas em geral expressam
uma regido de baixa adesdo, o que indica que ha realmente uma protecdo total do OE da
P. nigrum, ou seja, esses valores de adesdo sao atribuidos ao material de parede e ndo ao
OE, tendo em vista que os OEs possuem alta adesividade. Esse resultado corrobora com
os resultados de FTIR em que ndo houve aparecimento de bandas de absor¢éo do OE no
espectro de nanoparticula carreada, devido ao encapsulamento do OE ocorrer em sistemas
de nanocapsulas. Esse resultado também esta de acordo com os resultados de AFM-IR
em que foi identificado o valor aproximado da espessura do material de parede levando
em consideracdo que ndo havia OE na &rea superficial da nanocépsula.

A presenca de cavidades e elevagbes em algumas regifes sdo comuns e séo
oriundas de alguns materiais da sintese que ndo conseguiram integrar a composi¢do das
nanoparticulas, como materiais poliméricos, emulsificantes e até mesmo o conservante,

motivando a presenca de areas mais adesivas no filme formado ao redor das nanocapsulas.
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As nanocapsulas bem formadas, estdo fixadas nesse filme adesivo formado pela sintese
apos a secagem.

Esse tipo de andlise qualitativa, abre novas perspectivas para entender como as
nanoparticulas e todo o filme formado pelo processo de secagem, respondem ao contato
externo.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho sdo de grande importancia e esclarecem
varias duvidas como, por exemplo, estimar a espessura das nanocapsulas e saber se
realmente o OE fica encapsulado ou ndo, beneficiando o estudo de uma gama de sistemas
nanocarreadores, por meio da caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas
poliméricas, que sdo projetadas para entregar (por exemplo, sob o estimulo de uma
mudanca nas condi¢cdes ambientais) um agente ativo em determinado local.

A caracterizacdo do OE que foi encapsulado em nanoparticulas de gelatinae PCL,
foi imprescindivel. No processo de extracdo por hidrodestilacdo, o OE de Piper nigrum
apresentou um grande potencial em rendimento e densidade. A anélise obtida do 6leo via
CG/EM, identificou os componentes volateis, sendo possivel evidenciar diversas
atividades biologicas atribuidas aos mesmos. Logo, devido a abundancia da Piper nigrum
no mundo todo, sua aplicagdo como farmaco ou larvicida pode se tornar viavel.

O resultado obtido nas andlises de (DLS e AFM) e Potencial Zeta, denotaram o
aspecto morfologico e a carga das nanoparticulas poliméricas, respectivamente,
mostrando que a concentracdo do ativo utilizado acarreta em pouquissimas alteracoes de
tamanho, polidispersividade e estabilidade, apresentando valores satisfatorios para o
estudo de nanocarreadores, viabilizando a utilizagdo desses sistemas nanoestruturados.

A eficiéncia de encapsulamento para a formulacdo, monitorada até completar 6
meses, provou que a metodologia utilizada no encapsulamento é eficaz, atingindo ainda
um valor acima de 80% no ultimo més de andlise. J& o estudo de liberagdo controlada do
OE, exp6e um mecanismo andmalo e um modelo de liberagdo OE gradual.

A caracterizacdo quimica via FTIR, Raman e AFM-IR certificaram a presenca do
OE no nucleo das nanoparticulas transportadoras, através da comparacdo dos grupos
funcionais presente nos espectros obtidos das nanoparticulas vazias e carreadas. A analise
local de AFM-IR possibilitou ainda a identificacdo indireta da espessura do material de
parede das nanoparticulas. As medidas de Peak-Force Tapping mostrou-se uma técnica
de grande potencial na compreensdo da area superficial das nanocapsulas por meio das
imagens da forga de ades&o. Informagdes como estas, s&o cruciais para o entendimento
do carreamento, do direcionamento do ativo, das condi¢cbes ambientais suportaveis e
prever o comportamento e a integridade durante 0 manuseio, armazenamento e transporte,

Desse modo, as sinteses de nanoparticulas carreadas com OE da Piper nigrum

possibilitam a criacdo de uma nova alternativa para o uso deste bioativo, que tem grande
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potencial para aplicacdo em diversos setores da industria. Levando em consideracdo que

esse estudo deve seguir uma linha progressiva no que se refere a pesquisa.

6.1. Perspectivas futuras

As seguintes sugestdes sdo propostas para a continuidade desse trabalho:

i. Auvaliar as Curvas de Adesao das nanocapsulas preenchidas com OE de P. nigrum e

das vazias, realizando uma comparagéo dos valores obtidos;
ii. Realizar medidas de indentacao para calcular a dureza das nanocépsulas;
iii. Realizar Medidas de Forga Modulada para investigar outras propriedades tribolégicas;

iv. Realizar o bioensaio larvicida da formulagdo contendo o OE encapsulado.
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