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RESUMO

Bioativos alternativos de baixa toxicidade para controlar pragas urbanas estdo sendo
comumente empregados em pesquisas. Com o problema da substituicdo de pesticidas,
estudos tém utilizado extratos de plantas com propriedades capazes de eliminar pragas
urbanas desde o seu estagio larval. Dessa forma, esta pesquisa teve como objetivo
desenvolver formulagoes de particulas poliméricas carreadas de 6leo essencial de Piper
nigrum para aplicacdo biolarvicida, considerando a influéncia da temperatura (35 °C) e
conservantes. Analises de estabilidade foram realizadas para a caracterizacdo das
formulacdes a 35 °C sob curto (120 dias) e longo prazo (12 meses). As analises de
estabilidade reportaram a formulagdo contendo o conservante NE como melhor
desempenho a longo prazo. Os parametros de estabilidade indicaram que as
formulagdes avaliadas por um curto periodo permaneceram estaveis por 120 dias (data
de validade regular dos produtos em uso) e a longo prazo, por 5 meses. Nos ensaios
larvicidas em condi¢des de semi-campo com O6leo essencial in natura foi observada a
variacdo na mortalidade larval em diferentes concentragdes. Nas primeiras 24 h, houve
uma progressdao linear entre os valores de mortalidade, tornando-se menos
pronunciados apds 48 h e mantendo-se constantes por 72 h. A partir dos valores
selecionados no experimento de semi-campo, as DLso e DLoo foram calculadas. Nas
primeiras 24 h, a DLso e DLoo registram valores de 229 pg.mL?l e 628 pg.mL,
respectivamente. Em 48 h, esses valores diminuiram para 166 pg.mL1 e 370 pg.mL1 e,
finalmente, em 72 h, para 74 pg.mL?! e 356 pg.mL1l. As particulas contendo o6leo
essencial mostraram que em 48 h as concentracdes de 300 e 500 pg.mL! atingiram
mortalidade superior a 90%, corroborando aos resultados da liberagdo controlada.
Portanto, acredita-se contribuir com essa pesquisa através do desenvolvimento de uma
formulacdo efetiva e de baixa toxicidade com propriedades larvicidas frente a
anofelinos.

Palavras-chave: Biopolimeros. Nanoparticulas. Encapsulamento. Oleos Essenciais. Piper
nigrum.



ABSTRACT

Alternative low toxicity bioactives to control urban pests are being commonly used in
research. With the problem of pesticide substitution, studies can use plant extracts with
characteristics capable of eliminating urban pests from their larval stage. Thus, this
research aimed to develop formulations of polymeric nanoparticles loaded with Piper
nigrum essential oil that include larcividal application, considering the influence of
temperature (35° C) and preservatives. Stability analyzes were performed to
characterize formulations at 35 ° C under short (120 days) and long term (12 months).
The reported stability statistics include the preservative NE as the best long-term
performance. The stability parameters indicated that the formulations evaluated for a
short period remain stable for 120 days (data of regular validity of the products in use)
and a long term, for 5 months. In the larvicidal bioassays under semi-field conditions
using the in natura essential oil, a variation in larval mortality was observed at different
concentrations. In the first 24 h, there was a linear progress among the mortality values,
becoming less pronounced after 48 h and remaining constant for 72 h. From the values
selected in the semi-field experiment, the LDsoand DL9o were calculated. In the first 24 h,
the DLso and DLoo recorded values of 229 pg.mL-1 and 628 ug.mL-1, respectively. After 48
h, these values decrease to 166 pg.mL! and 370 pg.mL-! and, finally, in 72 h, to 74 pg.mL-
T and 356 pg.mL-1. The encapsulated essential oil resulted in mortality above 90 % after
48 h, corroborating the results of controlled activation. Therefore, this research may
contribute to the development of an effective and low toxicity controlling agent with
larvicidal properties against A. aquasalis.

Keywords: Polymers. Particles. Encapsulation. Essencial oils. Piper nigrum.
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1. INTRODUCAO

0 encapsulamento de ativos é uma técnica utilizada para encapsular substancias,
geralmente bioativos, visando promover a liberacdo controlada em um meio de
dispersdo. Tal técnica é comumente empregada nas industrias farmacéuticas, de
cosméticos e alimenticias (MOZAFARI et. al., 2006). Particulas poliméricas usadas como
carreadores para o processo de liberacdo controlada, em sua maioria, sdo constituidas
de polimeros biodegradaveis, com a finalidade de promover liberacdao gradual de uma
determinada substancia (SANGUANSRI e AUGUSTIN, 2006). A libera¢do controlada vem
sendo estudada para melhorar o desempenho de ativos em determinados meios, e para
conseguir garantir que o ativo seja disperso de forma eficaz e gradual (ASSIS et. al,
2012).

Devido a elevada instabilidade dos 6leos essenciais frente a fotodegradacdo e
volatilidade, uma das alternativas para preservar suas propriedades até o momento de
sua exposicdo ao meio se da através de técnicas de encapsulacdo de substancias ativas
(RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2015). Esta técnica representa uma importante
ferramenta para a protecdo do ativo no interior das nanoparticulas, e sua subsequente
liberagdo segundo condigdes especificas. Ela vem sendo amplamente utilizada para a
protecdo de 6leos essenciais, porém pode ser utilizada para proteger qualquer tipo de
substancia ativa, em diferentes estados fisicos (EL ASBAHANI, et al. 2015).

O desenvolvimento dessas particulas encapsulantes envolve uma série de
parametros relacionados com as finalidades especificas de acdo das substancias
encapsuladas e também dos mecanismos de liberacdo controlada, os quais muitas vezes
podem estar relacionados com o tipo de carreador utilizado (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010; RISCH; REINECCIUS, 1995). O nanoencapsulamento entra nesta
pesquisa como uma importante ferramenta tecnolégica para promover o aumento da
estabilidade do 6leo essencial da espécie Piper nigrum.

A motivacdo para este projeto surgiu da necessidade de desenvolver um
bioinseticida alternativo visando o controle da espécie Anopheles aquasalis (um dos
vetores da maldria) por meio do encapsulamento do 6leo essencial das sementes da
espécie Piper nigrum (pimenta do reino) em nanoparticulas de poli-e-caprolactona (PCL)

e gelatina, com a finalidade de promover a liberacao controlada do ativo. A malararia é



uma doenca causada pelo vetor Anopheles aquasalis de caracter infeccioso e de fase
febril aguda (BAIA-DA-SILVA, et al. 2019), que causa febre alta, calafrios, sudorese
excessiva e perda de apetite (SULEMAN , et al. 2019). Somente no ano de 2017 foi
responsavel por comprometer a saide de aproximadamente 219 milhdes pessoas, em
91 paises. Essa doenca ainda é considerada um problema, uma vez que se torna
complexa a eliminiagdo em massa dos vetores de Anopheles e dos parasitas do género
Plasmodium quando o organismo é acometido pelo mesmo. No Brasil, entre 2012 e 2017
foram diagnosticados uma média de 200 mil casos anuais, o que abrange quase 50 % de
todos os casos anuais da América Latina (BRAZ, et al. 2020). Atualmente sdo utilizados
para o controle do vetor Anopheles inteticidas sintéticos de cinco classes distintas, os
organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides e neonicotonoides. O desafio
do uso de tais inseticidas, além de abranger questdes ambientais, compreende a
resisténcia adquirida pelos vetores, tornando-se um problema para o controle futuro de
tais insetos (SOUZA, 2019).

A primeira etapa desta pesquisa foi baseada no desenvolvimento de formulagdes
adequadas e com Eficiéncia de Encapsulamento (EE) elevada. A analise da estabilidade
das formulacdes desenvolvidas foi realizada através da incorporacao de seis diferentes
conservantes, a 35 °C, a fim de definir a formulagdo de maior estabilidade em fung¢do do
tempo. As formulagdes foram inicialmente submetidas a testes de manipulacdo
constante para selecionar aquelas que apresentaram maior estabilidade em fung¢do do
tempo. Em um segundo momento, as formula¢gdes mais estaveis foram submetidas a
novas caracterizagdes fisicas, quimicas e morfolégicas, visando a avaliacdo de sua
estabilidade em condi¢bes de estocagem, ou prateleira. Dentre os parametros avaliados
em funcdo do tempo e temperatura, destacamos a EE, pH, turbidez, propriedades
organolépticas e condutividade elétrica, contribuindo de forma concreta para o
entendimento de suas propriedades fisico-quimicas e para a proposicdo de aplicacdes
em nanotecnologia. Apds a selecdo da formulacdo mais estavel, foram realizados testes
in vitro de liberagdo controlada afim de entender o mecanismo de liberagdo do 6leo
essencial. Por fim, a formulagao foi testada em larvas de Anopheles aquasalis para avaliar

seu potencial larvicida.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar a estabilidade de formulacdes baseadas no encapsulamento
do o6leo essencial da espécie Piper nigrum, mantidas a 35 °C, e submetidas a
incorporacdo de diferentes conservantes, aplicadas ao controle de larvas de Anopheles

aquasalis.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente o dleo essencial de Piper nigrum;

e Desenvolver sistemas de nanoparticulas poliméricas biodegradaveis
baseados em poli-e-caprolactona (PCL) e a Gelatina;

e Estimar o tamanho das nanoparticulas pela técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS);

e Analisar topograficamente as nanoparticulas através da Microscopia de
Forca Atomica (AFM);

e Avaliar a estabilidade das formula¢des em condi¢des de manipulagao
constante e em prateleira através dos parametros Eficiéncia de
Encapsulamento, pH, turbidez e condutividade elétrica;

e Avaliar a cinética de liberacdo do 6leo essencial em diferentes pH;

e Realizar bioensaios larvicidas in vitro e in loco com larvas de A. aquasalis.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Nanoparticulas organicas

As nanoparticulas ou nanocédpsulas organicas geralmente sdo constituidas de
material polimérico ou lipidico, e sao sintetizadas a partir de emulsdes coloidais no
intervalo de 100 a 300 nm. E observado por meio de técnicas de microscopia que as
nanoparticulas apresentam um invélucro membranoso cuja rugosidade influencia no
tamanho real da particula (FRANCO, 2013; BEJARANO et al. 2018).

Materiais de nucleo sdo as substancias envolvidas pela nanocapsula, e podem ser
diversificados entre os mais variados principios ativos, desde substancias
medicamentosas a produtos cosméticos (FRANCO, 2013). A Figura 1 mostra alguns

tipos de nanoparticulas organicas.

Figura 1 - Tipos de nanoparticulas organicas: (a) Nanoparticula polimérica organica em formato micelar e

(b) Nanoparticula lipidica. Fonte: BEJARANO et. al. (2018). Adaptado.

3.1.1. Nanoparticulas a base de gelatina

A nanoparticula de gelatina apresenta um didmetro real e um didmetro
hidrodinamico, ou seja, a area circular representa o perimetro real da particula e,
portanto, possui um diametro real. Porém, o didmetro hidrodinamico é a composi¢ao do
diametro real mais a distancia entre os grupos representados em azul e branco, como

mostra a Figura 2.
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Figura 2 - Formacdo de nanoparticulas de gelatina. Fonte: KHAN e SCHNEIDER (2013). Adaptado.

Quimicamente, a gelatina é composta por repeticdes de alaninas, glicina e prolina
formando uma estrutura de tripa hélice contendo grupos amina, hidrocarbonetos e
acidos carboxilicos, como esta exemplificado na Figura 3. A tripla-hélice é formada por

grupos que variam de 300 a 4000 aminoacidos (KUMAR, 2005).
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Figura 3 -Foérmula quimica estrutural da gelatina. Fonte: YASMIN et. al. (2017).

A gelatina vem sendo utilizada como carreador de diversas substancias ativas,
resultando no desenvolvimento de nanoparticulas (NP) com aplicagbes em diversas
areas devido a sua biocompatibilidade e degradabilidade, como descrevem Kainturaet al.
(2015). Os autores desenvolveram um estudo baseado em encapsular proteinas do tipo
albumina de soro bovino (BSA/HSA). Além de carreadoras de proteinas, as
nanoparticulas de gelatina abrangem aplicagées na area médica como carreadoras no

transporte de genes a tecidos, visando combater doengas como cancer e tuberculose
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(YASMIN et al. 2017). A aplicagdo de NP de gelatina também se estende a industria de
cosméticos, onde sdo usadas como nanocapsulas para armazenar polifendis e
flavonéides para aplicacdo em filtros solares de a¢do prolongada (GRAZIOLA et al.
2016).

As nanoparticulas de gelatina também podem ser modificadas por meio de
producdo ionica. H4 varios métodos de producdo que abrangem os tipos de gelatina A e
B. Madkhali et. al. (2018) ressaltam que nao ha ligacdes especificas para determinar a
flexibilidade em relagdo a hidroélise do colageno, fazendo com que a gelatina tenha varias
posi¢des no espaco das suas cadeias que sdo passiveis de rompimento. Essas rupturas
dependem de fatores como pH e temperatura, tornando a hidrélise randémica,
justificando a heterogeneidade molecular da gelatina. Kaintura et. al. (2015) observaram
que a EE de albumina por nanocapsulas de gelatina atingiu 90%, indicando eficiente

protecao do ativo na nanoparticula.
3.1.2. Nanoparticulas de poli-e-caprolactona (PCL)

Outro biopolimero comumente usado como carreador no desenvolvimento de
nanoparticulas é a poli-e-caprolactona, também conhecida por PCL. Trata-se de um
polimero biodegradavel constituido por moléculas de poliésteres alifaticos de
composicao CeH1002, cuja densidade equivale a aproximadamente 114,14 g/mol. Foi
sintetizado pela primeira vez em meados de 1930, através da polimerizacdo do e-
caprolactona, apresentando temperatura de transi¢do vitrea de -60 °C (PUBCHEM
DATABASE, 2018). O PCL é um polimero semicristalino, biodegradavel e de facil
processamento. Estudos de Cepeda et al. (2016) demonstraram que a versatilidade do
PCL pode ser empregada a producdao de membranas biopoliméricas que sao capazes de
liberar gradativamente o principio ativo de forma que o PCL também pode ser
sintetizado em fibras sobrepostas e semipermeaveis.

O uso de PCL na industria de farmacos e cosméticos como carreador de
substancias teve destaque no inicio do século XXI. Snehalatha, Venugopal e Saha (2008)
trouxeram o polimero como agente encapsulante de fArmacos como a dexametasona,
muito utilizada pela sua aplicagdo imunossupressora, apresentando EE entre 82 e 89%
(FRIEDRICH et al. 2008). Estudos recentes também mostram o PCL como agente

encapsulante do 6leo essencial da Cymbopogon nardus (citronela), e tal estudo foi
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conduzido pela verificacdo da presenca de 6leo encapsulado através de estudos por
FTIR, MEV, EE e potencial zeta, comprovando o eficiente encapsulamento do o6leo

essencial (KRINDGESJAHNO; MORISSO, 2018).

3.2. Oleos Essenciais

Os 6leos obtidos de fontes vegetais podem ser do tipo fixo ou essencial. Os 6leos
fixos sdo constituidos majoritariamente por ésteres, gliceréis e acidos graxos. No
entanto, os 6leos essenciais (OE) sdo misturas volateis de compostos organicos, cujas
principais caracteristicas, como o sabor e os aromas da planta, sdo preservadas. A maior
concentracdo dos constituintes quimicos de uma espécie vegetal esta contida no 6leo
essencial (TISSERAND; YOUNG, 2013). Na antiguidade os OE eram usados para fins
terapéuticos e como cosméticos. No entanto, em meados do século XX, foram
descobertos OE capazes de atuarem no campo da medicina, dando inicio a estudos
aprofundados sobre o tema (MANION; WIDDER, 2017).

As técnicas mais comuns de extracdo de OE sdo por destilacdo. Essas técnicas
variam de acordo com o solvente empregado, mas na maioria dos casos o solvente é a
agua. Manion e Widder (2017) ainda ressaltam que muitas espécies de plantas sao
usadas para extracdo de OE, e cada um deles possui componentes distintos com

propriedades e aplicacdes especificas.

3.3. Piper nigrum

A Piper nigrum é uma planta da familia Piperaceae, Figura 4, conhecida
popularmente como pimenta do reino, pimenta preta e pimenta redonda. E utilizada
principalmente na culindria e na medicina alternativa oriental para prevenir doencas.
Cultivada na maioria das vezes em paises tropicais, é uma das especiarias mais
consumidas no mundo, sendo extraido aproximadamente 500.000 toneladas/ano

(ABBASI et al. 2010; HAO et al. 2016).
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Figura 4 - Pimenta do reino (Piper nigrum): 6leo, grao e planta. Fonte: Aromantic.co.uk.

Além de ser usada como especiaria, a P. nigrum apresenta propriedades
antimicoéticas, antioxidantes, antiviral, antibacteriana, inseticida, imunosupressora, entre
outras. Essa gama ampla de aplicacgdo da pimenta do reino a torna atrativa
comercialmente na industria de farmacos, cosméticos e alimenticia (AHMAD, et al.
2010).

As nanoemulsdes do OE da pimenta do reino sao aplicadas principalmente ao
combate de agentes microbianos, pois além de eficientes no combate e crescimento de
bactérias, ndo oferecem riscos ao meio ambiente pela composi¢ao quimica (SWATHY et
al. 2018). Os autores ressaltam que a formulacdo estavel para utilizacdo do 6leo de
pimenta do reino se da por meio de Tween 80 na proporc¢do 1 para 2, obtendo tamanho
médio de particulas de 30 (+ 2) nm. Além da aplicagdo em nanoemulsées, o OE da
pimenta do reino desempenha fung¢ao antioxidante em comparacdo a outras substancias
como hidroxianisolbutilado (BHA) e hidroxitoluenobutilado (BHT) que sdo agentes
antioxidantes sintéticos utilizados principalmente na industria alimenticia (KAPOOR et
al. 2010). Outra aplicagdo relevante é a utilizacdo de extratos da P. nigrum para
carreamento de particulas de prata com acao antibacteriana para uso agricola

(PAULKUMAR et. al. 2014).
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3.4. Liberacao controlada de substancias

A acdo de uma substdncia a longo prazo no organismo apds administragdo é
conhecida por liberacdo prolongada, ou liberacao controlada. A liberacao controlada
pode ser verificada por meio da concentra¢do da substancia no organismo em funcdo do
tempo no qual é liberada. Substancias liberadas totalmente na corrente sanguinea sao
classificadas como de liberacdo imediata. No entanto, a liberacdao prolongada permite
que substancias sejam liberadas entre um intervalo de tempo maior no qual ha liberacdo
crescente até atingir liberagdo maxima e depois decaimento progressivo da
concentragdo na corrente sanguinea dentro desse intervalo de tempo maior, conforme

ilustra a Figura 5 (HIRAYAMA e UEKAMA, 1999).

-

Concentragao toxica minima

Liberagao
pulsatil

Concentragao efetiva mediana

/ Liberacédo
/ controlada
/

Rapida liberacao

Concentragao do farmaco no Plasma (¢

Tempo (t)
Figura 5 - Niveis de substancia liberada no organismo em relagdo ao tempo de liberacdo. Fonte: LIECHTY

etal. (2010).

A liberacdo modificada compreende um ajuste realizado para atender uma
necessidade de liberacdo prolongada possibilitando melhor absor¢do da substancia no
organismo. O que a difere da liberacdao prolongada da modificada é a velocidade de
liberacao, o local de atuacdo e a duragdo da substancia no organismo. Por fim, a liberacdo
retardada, como o nome sugere, tem uma liberagcdo mais lenta que os demais citados,
geralmente no inicio da administracao da substancia (HIRAYAMA e UEKAMA, 1999).

Ummadi et al. (2013) consideraram que existem vantagens na liberacdo
controlada de drogas por ingestao via oral, tais como reducao da flutuacao dos niveis da
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substancia no plasma sanguineo e controle mais adequado das concentragdes da
substancia no organismo, reducdo dos efeitos adversos, reducdo da frequéncia de
dosagens e, por fim, reducdo do procedimento, uma vez que nao ha tantos desperdicios

pelos residuos de substancias ndo absorvidas pelo organismo.
3.4.1. Mecanismos de liberacdo controlada

Os mecanismos de liberagao controlada variam de acordo com os meios nos quais
atuardo e, de acordo com Bizerra e Silva (2016), os depodsitos dos principios ativos a
serem liberados podem ser constituidos geralmente por nanocapsulas e nanoesferas,
como mostra a Figura 6. Complementando as afirmac¢des desses autores, Aouada et al.
2009 e Sarkar e Singh (2017) reportam a possibilidade de utilizacdo de filmes fibrosos
para selecionar a quantidade de principio ativo a ser liberado, o que resulta em alguns

modelos matematicos a serem verificados para determinar se o sistema se comporta de

deforma estavel.

Principio ativo no Principio ativo na
niiclea superficie

(a) (b)

Figura 6 - Representacdo do principio ativo inserido no ntcleo da nanoparticula (a) e principio ativo

disposto na superficie da nanoesfera. Fonte: A autora.

Os classicos mecanismos de liberacao de ativos, de acordo com Bizerra e Silva
(2016), Gorrasiet al. (2017) e Kamalyet al. (2016), sdo divididos em libera¢do por
difusdo por poros preenchidos por agua, difusdo por meio da matriz polimérica,

bombardeamento osmdtico e erosao (Figura 7).

Difusdo por poros - Esse modelo descreve o movimento randémico dos
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principios ativos no nucleo da particula através de um gradiente de concentragdo
(GORRASI et al. 2017), onde em polimeros biodegradaveis a taxa de liberacdo ocorre
pela difusdo do ativo por poros ocasionados pela degradacdo parcial do carreador, e
entdo as moléculas de dgua sdo absorvidas por esses poros estimulando o ativo a fluir do
meio mais concentrado para o meio menos concentrado (KAMALY et al. 2016; SANTA e

LOPES, 2013), como ilustra a Figura 7.

Figura 7 - Mecanismos de liberagdo de ativos de particulas poliméricas: (a) difusdo através de poros
preenchidos por agua, (b) difusdo através da matriz polimérica, (c) bombeamento osmético e (d) erosao.

Fonte: Kamaly et al. (2016).

Difusao através da matriz polimérica - A difusdo e liberacdo do ativo que
ocorre pela membrana polimérica depende mais do polimero empregado como
carreador do que dos fendmenos de gradientes de concentracdo como vistos no
mecanismo anterior (KAMALY et al. 2016; FU e KAO, 2010). Portanto, o tipo de
carreador interfere na difusdao do principio ativo, bem como a taxa de degradac¢do varia
conforme o carreador empregado e interferird no mecanismo de difusdo. Os polimeros
mais usados para esse tipo de mecanismo de liberacao sao: poli-e-caprolactona (PCL),
PLA (4cido polilactico) e o PLGA (4cido polilactico glicélico), quitosana e albumina
(BEZERRA; SILVA, 2016).

Bombeamento osmoético = A osmose ocorre de modo similar a difusdo. No
entanto, o transporte do ativo se da por conveccdo. A diferenca de pressdao osmotica
causada pelo meio e pelo ativo presente na nanoparticula ocasiona o bombeamento
osmotico (KAMALY et al. 2016; BEZERRA e SILVA, 2016).

Erosao = A erosio se da pelo intumescimento do polimero, onde ha dispersao
das cadeias poliméricas e passagem da susbtancia ativa contida no nucleo das particulas

(LOPES; LOBO; COSTA, 2005).
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3.5. Anopheles aquasalis, a malaria e o controle do vetor

Os mosquitos Anopheles (Diptera: Culicidae) sao de grande relevancia na
epidemiologia e no estudo da transmissdo da malaria. Anopheles aquasalis, Figura 9, é
uma espécie do subgénero Nyssorhynchus que se reproduz em agua salobra, possui
distribuicao costeira na América Central e do Sul e é considerado um vetor de maldaria
em algumas regides da Venezuela e do Brasil (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Os
mosquitos do género Anopheles em média podem variar de 0,5 a 1,5 cm quando chegam
a fase adulta, e seu desenvolvimento compreende dois ciclos de vida, um aquatico e
outro aéreo. O aquatico se inicia no ciclo larval que compreende 4 estadios (L1, L2, L3 e
L4), Figura 8. Em geral as larvas dos anofelinos apresentam a regido da cabeca mais
desenvolvida que o restante do corpo e se alimentam de matéria organica sedimentosa e
micro-organismos. As larvas de Anopheles ndo apresentam sifdo respiratorio, dessa
forma tendo que atingir a superficie da agua para adquirir oxigénio. Outro fator
caracteristico desse ciclo de vida é o desenvolvimento das larvas através do clima, sendo

que climas mais quentes propriciam desenvolimento acelerado (WILLIAMS, 2013).

Adulto
Terrestre
ﬁ Aquatico
‘ -~
£
Ovo Pupa
f rf § /
f f l' .‘
Estadios larvares: L1 L2 L3 L4

Figura 8 - Fase do ciclo de vida dos Anophelinos. Fonte: Williams (2013).
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De acordo com WHO (2018), a malaria é um problema de satide ptblica que afeta
grande parte dos continentes localizados em zonas tropicais e sdo registrados mais de
200 milhdes de casos anualmente no mundo. Dessa forma, a maliria se tornou um
problema a ser erradicado, uma vez que existem medidas metigatdrias e ndo definitivas
para o controle do vetor transmissor (BAIA-DA-SILVA et al. 2019).

A malaria é causada pelo parasita Plasmodium através da picada do mosquito
Anopheles, e no Brasil sdo conhecidos trés tipos comuns: P. vivax, P. falciparum e P.
malaria e (SOUZA et al. 2016). De acordo com o Ministério da Saude (2010), além de
utilizar artificios como drogas para combater a infecg¢do, é necessario realizar um estudo
de vigilancia epidemiolégica da maldria, que inclui estudar as areas de infestacdes pelos

mosquitos e meios para eliminar o vetor.

Figura 9- Mosquito da especie Anophles aquasalis. Fonte: Fiocruz (2012).

A preferéncia do mosquito A. aquasalis por regides de climas quentes torna o
conhecimento sobre o ciclo de vida e desenvolvimento dessa espécie necessario para a
prevencao em regides distantes das zonas costeiras. A espécie vem sendo estudada nas
principais cidades do norte do Brasil, como Belém - PA, através do Instituto Evandro
Chagas (DA SILVA et al. 2006), e Manaus - AM, pela Funda¢do de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-AM) (SAMPAIO et al. 2016).

Pela necessidade de reduzir a populacdo de anofelinos, foram desenvolvidos
estudos com substincias que em determinadas concentragdes conseguem promover o
controle de algumas espécies. Algumas das substancias utilizadas para o combate do

vetor incluem: diclorodifeniltricloroetano-DDT  (SIMMA, et al 2019), o
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benzenohexacloro (BHC) e os hexaclorociclohexanos (HCH) (MODEL et al. 2016). No
entanto, essas substancias convencionalmente comercializadas geram consequéncias a
saude humana (CARMO et al.2017), além de potencializarem a resisténcia dos insetos
que, segundo Consoli e Oliveira (1994), se tornou evidente em meados do século XX. A
resisténcia aos inseticidas pode ocorrer de duas formas: por refratariedade, quando a
populacdo seguinte herda caracteristicas genéticas imunes a substdncia, e por
resisténcia adquirida, quando ha selecdo natural dos mais resistentes ou
comportamental, adaptando-se para evitar o contato com o inteticida. Dessa forma,
foram incorporados como alternativas diversos inseticidas como os hormonios,
inibidores de quitina e produtos de origem vegetal (como o utilizado neste trabalho)
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Pesquisas visam a utilizacdo de 6leos de origem vegetal com atividade larvicida
para combater vetores do género Anopheles e Aedes, e vém sendo desenvolvidas com a
finalidade de possivel substituicdo dos inseticidas convencionais por inseticidas
alternativos de origem vegetal além de interromper o desenvovimento das larvas
evitando que cheguem a fase adulta. Autores como Talukdar, Mandal e Ganguly (2017) e
Xu et al. (2020) testaram a eficacia do extrato de Eucalyptus grandis e Cinnamomum
camphora no combate ao Anopheles stephensi. De Oliveira et al. (2019) utilizaram Allium
sativum para aplicacdo em larvas de terceiro estadio de Aedes aegypti, e Silva et al.
(2018) utilizou o 6leo essencial de Piper aduncum e Piper hispidinervum carreados por
nanoparticulas de PCL/Gelatina para combater o Aedes aegypti com mortalidade de 100
% ap0s 48 h. Outras pesquisas sobre o combate de mosquitos A. aegypti com o uso de

6leos essenciais foram desenvolvidas por Azevedo et al. (2018) e Mar et al. (2018).
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4. METODOLOGIA

A metodologia descrita neste trabalho esta seccionada em duas etapas principais:

1- Extracao e caracteriza¢do do 6leo essencial e 2 - Sistema nanoparticulado. As demais

sub-etapas estdo descritas no fluxograma da Figura 10.

Cinética de extragio

Indice de ( . i )
refragio pH. condutividade, turbidez,

propriedades organolépticas e eficiéncia

de encapsulamento
Caracterizagio do dleo ] 4
essencial Cromatografia Gasosa
e —
Fase I (6 conservantes) Anlise semanal .
pH. condutividade, turbidez,
Estabilidade propriedades organolépticas e
( eficiéncia de encapsulamento
Metodologia )
Fase II (NE e MI)
Sistema nanoparticulado ) ) i Anilise mensal N
QOE in natura pH. condutividade, turbidez,
propriedades organolépticas e
eficiéncia de encapsulamento

Figura 10

Nanoparticulas contendo OE ‘

pH3,7ell

Caracterizagio fisico- |
quimica

- Etapas da metodologia adotada neste estudo. Fonte: A autora.

4.1. Extracdo e Caracterizacao do dleo essencial da Piper nigrum

As sementes da P. nigrum foram adquiridas no comércio local, mercado municipal

de Manaus. A extracdo do Oleo essencial foi realizada no Laboratério de Polimeros

Nanoestruturados (NANOPOL) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) por

hidrodestilacdo, através do uso do extrator do tipo Clevenger, Figura 11. As sementes

foram previamente trituradas e colocadas dentro de um baldo de destilagdo (2L) de

fundo redondo. O sistema de arrefecimento foi conectado por duas mangueiras para

promover a entrada e saida de 4gua do condensador.
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Figura 11 - Sistema para extragdo por hidrodestilagdo. Fonte: A autora.

A extracao do 6leo essencial foi realizada por 3 h a fim de verificar a cada 0,5 h o
volume de 6leo essencial extraido.

O rendimento do O6leo essencial extraido foi calculado de acordo com a
metodologia de Figueiredo et al. (2004). Obtém-se o percentual de rendimento de

acordo através da equacao 1.

Vo Eq.(1
Ro (%) = %100 q-(1)
Em — (507

onde “Vo” é o volume do 6leo extraido, “Em” é a massa de extrato vegetal, U é a umidade
e “Ro” é rendimento de dleo extraido.

Para a identificacdo dos constituintes monoterpenos e sesquiterpenos do 6leo
essencial, o mesmo foi submetido a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) no LABCG (Laboratério de Cromatografia Gasosa),
na Central Analitica da UFAM em um equipamento modelo TRACE GC ULTRA,
ThermoScientific. A temperatura inicial do forno foi de 60 °C e manteve-se em condigao
isotérmica por 2 min, seguido por rampa de 3 °C/min até 250 °C, e rampa de 10 °C/min
até 290 °C em condicdo isotérmica por 5 min. Foram estabelecidos os indices de

retengdo dos compostos usando alcanos C7-Czo. Os calculos dos Indices de Retencdo do
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6leo essencial foram estabelecidos pela equacdo de Van der Dool e Kratz (1963) e tais
indices confirmados usando dados de Adams (2007).

A integridade das propriedades fisicas do 6leo essencial foi verificada por meio
do indice de refragdo, utilizando um refratbmetro Brix, modelo GT427, com
especificacoes: medicdo de 0 a 32%, com resolucao de 0.2%, exatiddo de + 0.2% e

dimensodes de 30 x40 x 170 mm.

4.2. Sistemas Nanoparticulados

4.2.1. Desenvolvimento das Formulacoes

A sintese das particulas encapsulantes foi realizada através do desenvolvimento
de duas fases, organica e aquosa. Na fase organica foram acrescidos os tensoativos,
emulsificantes e o 6leo essencial, e na fase aquosa, gelatina, Tween 80 e dgua destilada,

conforme ilustra a Figura 12.

Fase Aquosa Fase Orgdnica

(4)

(3)

p Nanoparticulas
Y Fase

Orgénica

Figura 12 - Sintese de particulas com PCL e Gelatina. Fonte: A autora.
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De acordo com o método de sintese descrito por Silva et al. (2018), foi utilizada a
gelatina tipo B (para a formag¢do da bicamada com o PCL, Figura 13, a qual foi aquecida
a 50 °C em agua destilada sob agitacdo. O Tween 80 (0,3 g) foi solubilizado juntamente
com a gelatina e 4gua destilada quando a temperatura atingiu 40 °C. Para a fase organica,
foi solubilizado em diclorometano (5 mL) aproximadamente 0,05 g de PCL, Span 60
(0,02 g) e TAAC (0,1 g) e, por fim, foi acrescido o 6leo essencial da P. nigrum (EOPN).
Apés a solubilizacdo da fase organica e alcancada a temperatura ideal da fase aquosa,
adicionou-se a fase organica na fase aquosa sob agitacdo por um turrax a 10.000 rpm
para a formagdo das particulas. Para melhor adesao entre o PCL e gelatina adicionou-se
transglutaminase (0,19 g) a solucao final, sob agitagdo magnética. A solucdo final foi
mantida sob agitacdo constante (25 °C) até a evaporacdo total do solvente. O pH final foi
ajustado e as amostras rotuladas de acordo com o conservante empregado. Em seguida,
as amostras foram acondicionadas em incubadoras e mantidas a uma temperatura

constante de 35 °C.

PCLe OEPN Gelatina

Bicamada

A

Gelatina

PCL

OE

Figura 13 - Nanoparticulas contendo OEPN constituida por bicamada de PCL e gelatina. Fonte: A autora.
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4.2.2. Estabilidade das formulacdes em diferentes conservantes

Para um estudo prévio, inicialmente foram sintetizados oito formulagdes
contendo nanoparticulas a base de PCL/gelatina. Dentre elas, seis continham 6éleo
essencial da P. nigrum, e uma formulacdo era constituida por nanoparticulas sem
conservante. Em seis sistemas foi adicionado um conservante especifico visando
preservar as propriedades organolépticas (cor e odor), fisicas e quimicas, além da
integridade das nanoparticulas a agdo de microorganismos. Os conservantes escolhidos
foram 4acido citrico, NE (Phenoxyethanol/2-Methyl-2H-Isothiazolin-3-One.), MI
(Metilisotiazolinona), Benzoato de Sédio (BzNa), Timol e EDTA (acido etilenodiamino
tetra-acético).

De acordo com a ANVISA (2004) o estudo de estabilidade é realizado para avaliar
a capacidade do material em manter suas propriedades organolépticas, fisico-quimicas e
microbiologicas preservadas a longo prazo sob a adicdo de diferentes conservantes. Com
a necessidade de verificar a estabilidade dos sistemas sob climas quentes, as
formulagdes foram mantidas a 35 °C. Os parametros analisados foram pH, condutividade
elétrica, turbidez, propriedades organolépticas (cor e odor) e eficiéncia de
encapsulamento. Inicialmente (Fase I) foi realizada a andlise das seis formula¢ées com
seus respectivos conservantes por 30 dias, sob manipulacdo constante. Subsequente
foram verificadas as formulacdes com melhor desempenho (Fase II), descartando as
demais, para continuar as analises de estabilidade em estocagem ou prateleira, por 12
meses. Na fase II, os conservantes selecionados foram avaliados sob curta e longa
durac¢do. O método de selecdo das formulacdes estaveis contendo conservantes sob um
intervalo de 30 dias obedeceu a seguinte ordem de exclusao:

Eficiéncia de encapsulamento - Indica a eficiéncia do carreador contendo 6leo
essencial e capacidade das nanaoparticulas manterem o 6leo essencial encapsulado;

Propriedades organolépticas - Para atender a aplicacdo do material a longo
prazo se fez necessaria a andlise da alteracdo de cor e odor, uma vez que tais
propriedades podem indicar a presen¢a de microorganismos, restringindo a vida util da
formulacdo. Para determinacao da integridade dos sistemas com os conservantes ideais,
foi realizado teste de estocagem ou prateleira, de acordo com a ANVISA (2004), com
duracdo de 12 meses de avaliacdo, para comprovar a eficicia do produto quanto a

estabilidade sob condigdes inalteradas e estimar o prazo de validade.
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4.2.2.1. Avaliacao do pH

O pH das formulacdes foi aferido por meio do pHametro digital da marca BEL
Engineeringe modelo Phs3bw. Esta andlise foi realizada para advertir a presenga de
carater acido ou bdasico no meio, indicando a alteracio no pH e, portanto,
desestabilizagdo da formulacdo por rompimento das particulas ou aglomeracao, ou por
exposicao do 6leo essencial no meio (AZARMI et al. 2006; SILVA, 2015; PIRES, 2019;
SILVA et al. 2019).

4.2.2.2. Avaliacdo da Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica é um indicativo da alteracdo de cargas do meio e,
portanto, associada a desestabilizacdo da formulagdo com exposicdo de bleo essencial
(PIRES, 2019; SILVA et al. 2019). A analise foi feita através de um condutivimetro da
marca BEL Engineering, modelo W12D, com comuta¢do automatica da faixa de medi¢do
entre 0 ~ 20 uS/cm, 20 ~ 200 pS/cm, 0,2 ~ 2 mS/cm, 2 ~ 20 mS/cm, 20 ~ 200 mS/cm e

* 1% de precisao em todas as escalas.

4.2.2.3. Analise da Turbidez

A turbidez das formulacgoes foi verificada através de um turbidimetro da marca
Instrutemp, modelo ITTB1000, com variacao de leitura de 0,1 NTU a 1000 NTU, e 1
cubeta 25 mL/porta amostra; set de padrdes prontos com os valores 0,1 NTU; 0,8 NTU; 8

NTU; 80 NTU e 1000 NTU.

4.2.2.4. Eficiéncia de Encapsulamento

A Eficiéncia de Encapsulamento das formulacdes foi estimada através da
espectroscopia UV-VIS (Global Trade Technology, modelo UV-5100), por meio da
identificacdo dos valores de absorbancia em relacdo ao comprimento de onda fixo
absorvido pelo Oleo essencial a fim de determinar a quantidade de Oleo essencial
disperso no meio. Também foram realizadas varreduras em triplicata com o o6leo
essencial in natura da P. nigrum, para obtencao da curva de calibracao do 6leo essencial
e do valor fixo do comprimento de onda equivalente a A = 278 nm. A curva de calibracdo
(Figura 14) foi plotada de acordo com os valores das absorbancias em fung¢do das

concentra¢des em metanol 1,9 a 1000 mg. mL-1.
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Figura 14 - Curva de calibracdo do dleo essencial. Fonte: A autora.

Os calculos da EE foram realizados através da quantidade de 6leo encapsulado
pela concentragdo absoluta de 6leo no sistema, conforme a Equagdo 2 (ONG et al. 2016;
GHASEMISHAHRESTANI et al. 2016; SILVA et al. 2019).
Eq. (2)
E
EE (%) = —x100
Co

onde EE (%) é a eficiéncia de encapsulamento em porcentagem, E é a quantidade de 6leo

essencial encapsulado, e Co a concentragdo absoluta de 6leo essencial.

4.2.3. Liberacao Controlada in vitro

As formulagdes contendo os conservantes MI e NE foram inseridas em
membranas de didlise celulésicas para avaliar a liberagdo do ativo em diferentes pH (3, 7
e 10) por 120 h. Aliquotas foram retiradas em intervalos regulares e as analises foram
feitas em triplicata através da espectroscopia UV-VIS. Foram obtidos os valores das
concentragdes de 6leo essencial disperso no meio em fung¢ido dos valores de absorbancia

(BAJPAI, 2016; SILVA et al. 2019; KHAN; SHUKLA).
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Ap6s o ensaio de liberagdo os valores obtidos das analises foram plotados e

ajustados para o modelo de Korsmeyer-Peppas de acordo com a Equacgéo 3.

Mt Eq. (3)

onde: K é a constante de difusdo, n é o expoente de liberacdo que caracteriza o
mecanismo de liberacdo do ativo, Mt é a quantidade do ativo liberada em um tempo t,
Moo é a quantidade total do agente ativo em um tempo infinito e Mt/Moo é a fracdo do

ativo liberado ao longo do tempo t (MANADAS et al. 2002; SILVA et al. 2019).
4.2.4. Caracterizacao fisico-quimica das formulagdes

4.2.4.1. Analise por AFM e distribuicao do tamanho de particula

A caracterizacdo por AFM foi realizada para identificar por topografia a formacao
das nanoparticulas nas formulagdes. As medidas foram realizadas no Laboratério de
Optica de Materiais (OPTIMA) do Departamento de Fisica da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), por meio de um microscopio Innova, Brukernuma area de (10 x 10)
um?2, operada em modo de contato usando ponteira de nitreto de silicio. As medidas
foram realizadas a 296 + 1K e 40 + 1% RH com 512 x 512 pixels a uma taxa de
varredura de 1 Hz. A distribuicio do tamanho de particula foi estimada usando o
software Originpro versao 2016, e a area das particulas verificadas pelo software Image]

(SCHINDELIN et al. 2012).

4.2.4.2. Analise por FTIR

Para a caracterizagdo espectroscopica através da determinacdo de grupos
funcionais organicos foram realizadas as analises de FTIR no Laboratoério HUB de
Tecnologia e Inovagdo da Universidade Estadual do Amazonas (UEA). As andlises foram
feitas em um espectrofotometro de infravermelho da marca Shimadzu, Modelo IR
Prestige-21, e a coleta de dados foi feita através do software IR solution 1.6. As pastilhas
foram preparadas com 170 mg de brometo de potassio (KBr) utilizando uma prensa
hidraulica Perkin-Elmer a uma pressao de 80 KPa por 10 min. Foram realizados 64 scans

por transmitancia com resolugdo no intervalo de 4000 - 400 cm1.
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4.2.4.3. Analise por TG/dTG e DSC

Para a verificacdo da degradacao das amostras em ampla faixa de temperatura
foram feitas andlises termogravimétricas no Laboratério de Fisico-Quimica/FT/UFAM
do Departamento Engenharia Civil na Universidade Federal do Amazonas - UFAM e as
andlises foram realizadas em um equipamento SDT Q600 da TA Instruments. Foram
utilizadas massas de aproximadamente 10 mg, em cadinho de alumina, com taxa de
aquecimento de 10 °C/min até a temperatura final de 600 °C, em fluxo de N2 de 30

mL/min.

4.2.4.4. Potencial Zeta e Tamanho de particula

As andlises do potencial zeta (mV), tamanho de particulas (nm) e indice de
polidispersao (PDI) foram realizadas no Laboratoério de Inovagdo e Desenvolvimento em
Tecnologia Farmacéutica - LIDETEF da UFAM, pela técnica de DLS (Espalhamento
Dinamico de Luz) através de um equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvernlnstruments, Malvern, UK). As amostras foram verificadas sob angulo de

espalhamento de 90° e dilui¢ao 1:1000 v/v.

4.2.5. Bioensaio Larvicida

Os bioensaios larvicidas foram conduzidos com a formulacdo contendo o
conservante NE visando verificar a eficacia larvicida das nanoparticulas carreadas com
6leo essencial e com 6leo essencial (OE) in natura aplicadas em larvas de 32 estadio (L3)
da espécie A. aquasalis. Inicialmente foi verificada a mortalidade das larvas submetidas a
diferentes concentragoes de 6leo essencial para a determinacado das Doses Letais (DLso e
DLoo) e, em seguida, em diferentes concentragdes da formulacdo contendo
nanoparticulas com 6leo essencial. A metodologia adotada nos bioensaios foi adaptada
de acordo com o protocolo Dulmage (1990) e Pires (2019). Nos bioensaios, a
mortalidade da populacdo utilizada como controle recebeu um limite maximo de 10 %
de tolerancia, e foram utilizadas cinco concentra¢des preliminares com 6leo essencial e
mortalidade ndo excedente a 90% para cada concentracdo. Por fim, a formulagdo
contendo o Oleo essencial encapsulado foi aplicada em triplicata em larvas L3, de forma

que as larvas foram mantidas sob adi¢do de suplementacao.
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4.2.5.1. Bioensaios com 0leo essencial in natura

Foram realizados bioensaios para testar a eficiéncia do o6leo essencial na
mortalidade das larvas do A. aquasalis de acordo com adaptacdo da metodologia
anteriormente descrita. Os bioensaios com as formula¢des foram realizados em
conferéncia com a liberagdo controlada do nanosistema mantendo a proporcionalidade
de 6leo essencial liberado. Os experimentos nas condi¢des laboratoriais e de semi-
campo foram realizados no Centro de Entomologia da Funda¢do de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). As condi¢bes laboratoriais (in vitro) e semi-
campo (in loco) foram, respectivamente, e com fotoperiodo 14 h/diae 10 h/noite. Os
bioensaios foram realizados por 72 h utilizando as concentrac¢des de 125, 250, 375, 454
e 625 pg.mL1 de OE (Quadro 1), diluidos em 0,03% de Tween 80®, e as leituras foram
realizadas apds 24, 48 e 72 h. Foram utilizadas 10 larvas de 32 estadio de A. aquasalis
em cada recipiente contendo 20 mL de dgua de criagdo e as respectivas concentracdes
de OE de P. nigrum, Figura 15, sem repeticdes. No tratamento controle, foi utilizada a
mesma metodologia descrita acima, substituindo o O6leo essencial pelo diluente
Tween80® a 0,03%. Para a analise das DL (DLso e DLoo), foram realizados tratamentos
estatisticos por regressao linear binaria, modelo PROBIT, a fim de determinar as doses

letais. Os modelos foram implementados no software R Statistical.

Figura 15 - Bioensaio larvicida utilizando OE de P. nigrum in natura. Fonte: A autora.
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Quadro 1 - Concentragdes utilizadas para aplicacdo do dleo essencial in natura em larvas de A. aquasalis.

Fonte: A autora.

Intervalo Concentragio de OE Concentragio de OE
(h) (ug-mL-1) - in vitro (ng.mL-1) - in loco
125 125
250 250
24 375 375
454 454
625 625

4.2.5.2. Bioensaios utilizando a formulacido desenvolvida

Os bioensaios utilizando a formulacdo desenvolvida foram modelados de acordo
com o teste de toxicidade anterior. Os experimentos também foram realizados em

condi¢oes laboratoriais e semi-campo (

Figura 16). Todas as analises foram realizadas em triplicata com 20 larvas em cada
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recipiente, sendo 600 larvas no total. As larvas foram dispostas em 20 mL de agua
salobra e, considerando as concentra¢des, foram realizados testes com 100, 200, 400 e
500 pg/mL. Para o controle negativo, a formulagdo contendo nanoparticulas vazias foi

utilizada. Os testes foram realizados em 24,48 e 72 h.

Tabela 1 - Concentragdes utilizadas para controle larvicida da formulagdo desenvolvida. Fonte: A autora.

Tempo de Conceptra(,'ﬁo da Concefltra(,'z'io da
ensaio (h) Amostras emulsa-lo co.m l\!Ps Amostras emulsa_o cmln NPs
(ng.mL-1) - in vitro (ng.mL-1) - in loco

1A 100 2A 100

1B 200 2B 200

72 1C 400 2C 400

1D 500 2D 500

Figura 16 - Bioensaios com a formulacdo desenvolvida (a), in vitro (b), in loco (c), (d) e (e). Fonte: A
autora.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizac¢io do Oleo Essencial

5.1.1. Cinética de extrac¢ao e rendimento

Em um intervalo de 3 h de hidrodestilagdo foram obtidos 5 mL de 6leo essencial
da P. nigrum. A cinética de extracdo mostrou que aproximadamente 0,83 mL de 6leo
essencial foi extraidoa cada 0,5 h. A condensacao do 6leo essencial iniciou cerca de 0,5 h

apos o inicio da hidrodestilacao. A Figura 17 mostra a curva de cinética de extracao do

OE.
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=
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Figura 17- Gréfico da cinética de extracdo do 6leo essencial. Fonte: A autora.

Considerando a massa inicial de sementes de P. nigrum de 300 g, foi obtido um
rendimento de 3,4 %. O tempo de extragdo influenciou no rendimento do éleo essencial.
O tempo 6timo de extracdo foi de 2,5 h, e a densidade do 6leo essencial foi determinada
em torno de 0,78 g/cm3-

O indice de refracao (IR) do Oleo essencial (Figura 18) foi estimado em
aproximadamente 1.48 * 0,01 e, de acordo com o banco de dados britdnico Aromic
Database (2018), é considerado um valor aceitavel, pois o mesmo é reportado, em

temperatura ambiente, em um intervalo de 1.474 a 1492. Portanto, o 6leo essencial
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extraido da P. nigrum possui um valor de IR dentro do intervalo sugerido, tratando-se de
uma substancia organica de densidade moderada, ou seja, a luz permeia o 6leo essencial
apresentando moderada atividade 6ptica, indicando que é um material com desordem a

nivel molecular.

Figura 18 - Indice de refracio do 6leo essencial da Piper nigrum. Fonte: A autora.

5.1.2. Determinacio dos constituintes quimicos do Oleo Essencial por CG/EM

A andlise por CG/EM permitiu a indicacdo de 29 constituintes na composicdo
quimica do 6leo essencial da P. nigrum, como mostra a Tabela 2. Dentre eles, os
componentes majoritarios em ordem crescente sdo Silvestreno (14,17 %), Sabineno
(14,96 %) e p-cariofileno (34,87 %). Foram identificados 95,32 % dos constituintes do
6leo essencial, sendo 51,66 % monoterpenos (dos quais 47,35 % compreendem
hidrocarbonetos e 4,31 % sao oxigenados), 43,66 % de sesquiterpenos (dos quais 43,09
% sao hidrocarbonetos e 0,57 % oxigenados), e os constituintes ndo identificados
totalizaram 4,68 %.

De acordo com Karp e Croteau (1982), o sabineno é um monoterpeno biciclico de
férmula molecular C;oH;¢ (Figura 19-a), e possui um anel de ciclopentano anexado a
um anel de ciclopropano. Tal constituinte possui propriedades antimicoticas segundo
Kohzaki et al. (2009) e, para Wang (2011), o sabineno possui excelentes propriedades
inseticidas, as quais foram reportadas em seu estudo para o gorgulho do milho, com

dose letal (DL) de 23,98 pg/mL.
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(a) (b)

(c)

Figura 19 -Estrutura quimica dos constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de Piper

nigrum (a) Sabineno, (b) Silvestreno e (c) B-cariofileno. Fonte: CHEMSPIDER (2019), adaptado.

O silvestreno (Figura 19-b) é um composto aromatico monoterpeno de formula
quimica Ci0H16 utilizado muitas vezes para aromatizar substancias (PUBCHEM, 2019).
Foi sintetizado pela primeira vez por Walter Norman Haworth, com o intuito de estudar
o comportamento dos terpenos (JOLIOT, 1966).

O f-cariofileno é um sesquiterpeno biciclico de féormula CisHzs, Figura 19-c, que
pode ser encontrado em varios 6leos essenciais e, de acordo com Montanari et al(2011),
esta presente em espécies como Lippiasericea, Aloysiatriphylla Royle e Lippia Alba, com
comprovada ac¢do fungicida. Aciole et al. (2011) afirma que o S-cariofileno é responsavel
pela acdo inseticida contra o Aedes aegypti em concentragdes letais que variaram de 80 a
200 pg/mlL, além de apresentar atividade anti-inflamatoéria, antibidtica, antioxidante,

anticarcinogénica e anestésica (MOHAMMED; OMRAN; HUSSEIN, 2016).
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Tabela 2 - Constituintes do 6leo essencial da Piper nigrum. Fonte: A autora.

N° Constituintes Area (%) IR}t IR
1  o-tujeno 2,92 924 925
2  o-pineno 5,28 932 931
3  sabineno 14,96 969 971
4  f-pineno 3,19 974 972
5  mirceno 0,87 988 991
6 o-felandreno 0,50 1002 1001
7  o-3-carene 2,09 1008 1007
8 p-cimeno 0,51 1024 1022
9 silvestreno 14,17 1025 1026
10 y-terpineno 2,14 1054 1057
11 terpinoleno 0,56 1086 1087
12  E- sabineno hidrato 0,15 1098 1100
13  dehidro sabina cetona 0,16 1117 1119
14  terpinen-4-ol 3,95 1174 1176
15  a-terpineol 0,21 1186 1190
16 5-elemeno 1,30 1335 1339
17 - copaeno 0,20 1374 1377
18 p-elemene 0,63 1389 1393
19 p- cariofileno 34,87 1417 1421
20 Y -elemeno 0,29 1434 1436
21 o-guaieno 0,14 1437 1440
22 a-humulene 1,70 1454 1455
23 germacreno D 0,20 1480 1482
24 p-selineno 1,24 1489 1487
25 a-selineno 0,52 1498 1497
26 Qgermacreno A 0,11 1507 1506
27 o- cadineno 0,05 1522 1525
28 (germacreno B 1,84 1559 1558
29 Oxido de cariofileno 0,57 1582 1583

Total identificado 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

Qutros 4,68

*[Rrear: Indice de retencao Calculado, IR indice de Retencao Literatura, ADAMS 2007.



5.2. Estabilidade das Formulac¢oes
5.2.1. Estabilidade das Formulag¢des na Fase |

A estabilidade preliminar foi avaliada através dos parametros pH, condutividade
elétrica, turbidez, propriedades organolépticas (cor e odor) (Figura 20) e eficiéncia de
encapsulamento, a fim de verificar qual formulacao é mais estavel a 35 °C utilizando
diferentes conservantes. De acordo com a ANVISA (2004), a estabilidade de um produto
deve ser avaliada para nortear o desenvolvimento do material, bem como aperfeigoar
formulagdes a fim de garantir confiabilidade e seguranga.

As formulagdes mais estaveis foram determinadas pela preservacao de cor e odor
durante 30 dias e através da verificacao da eficiéncia de encapsulamento média de 81,7
%. Os valores de eficiéncia de encapsulamento sdao considerados ideais acima de 70%
(SNIMA et al. 2014; VENKATESAN; ANIL; KIM, 2017; RAMOS et al. 2019). Desta forma,
foi possivel verificar que as formulagdes contendo o conservante timol e a formulagao
sem conservante apresentou eficiéncia de encapsulamento abaixo do percentual ideal.

As formulagdes contendo os conservantes MI e NE mantiveram suas
propriedades organolépticas preservadas durante 14 dias, Figura 20-a e, por
conseguinte 30 dias (Figura 20-b). Todavia, as formula¢des contendo os conservantes
acido citrico e timol apresentaram alteracdo de cor e odor na segunda quinzena de
avaliacao. Os demais sistemas contendo EDTA, BZNa e sem conservante mantiveram cor
e odor preservados até 14 dias, e em 30 dias estavam com alteracdo de coloragao
(amarelada) e alteracao de odor. Parametros como o pH e condutividade, Figura 20-a e
b afetaram a estabilidade do sistema através da alteracdo dos valores iniciais, indicando
a presenca de Oleo essencial disperso no meio. Os valores de pH dos sistemas com acido
citrico, BZNa, timol, EDTA, e sem conservante decairam substancialmente, o que pode
ser justificado pela presenca de 6leo essencial no meio, decorrente da desestabilizacdao
das formula¢des. Uma vez que o 6leo essencial possui pH = 5,3, as formula¢des tenderam

a diminui¢do dos valores de pH.

39



Figura 20 - Formulag¢des contendo conservantes NE - 1, MI - 2, EDTA - 3, BZNa - 4, Ac. Citrico - 5, Timol
- 6, Sem conservante - 7. (a) sistemas avaliados sob 14 dias e (b) sistemas avaliados em 30 dias. Fonte: A

autora.

Em contrapartida, as formula¢des contendo os conservantes MI, NE e acido
citrico mantiveram a estabilidade durante 14 dias, e nos demais dias a formulacao
contendo acido citrico e EDTA apresentaram aumento de pH. No sistema contendo o
conservante MI, transcorridos os 13 dias, foi observado o inicio de um decréscimo nos
valores de pH. No entanto, o sistema manteve-se estavel até 30 dias, mantendo pH acima
de 7. Os nanossitemas que apresentaram valores muito abaixo do pH 8 formaram
aglomerados das particulas (floculagdo) (SCHAFFAZICK et al. 2002). Para Gharanjig et al.
(2020), o pH ideal para a estabilidade de gelatina tipo B é 5,7 o que pode justificar a
preservacdo do material de parede e, portanto, a elevada eficiéncia dos sistemas que
indicaram diminuicdo de pH (CHEN et al. 2013; GHARANJIG et al. 2020). Na formulac¢do
contendo EDTA, o aumento de pH pode ser justificado pela presenca de micro-

organismos.
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Figura 21 - Avaliacdo dos parametros de estabilidade das formulacdes em funcdo do tempo (dias)
mediante a adicdo de conservantes: (a) pH, (b) condutividade elétrica, (c) turbidez e (d) Eficiéncia de

Encapsulamento. Fonte: A autora.

A partir do 142 dia, as formulagdes contendo timol e acido citrico, e sem
conservante apresentaram um aumento significativo da condutividade elétrica e, ao 202
dia, a formulacdo contendo BZNa apresentou aumento de condutividade elétrica para
aproximadamente 1000 pS/cm, indicando que tal formulagdo apresentou
desestabilizagdo progressiva a curto prazo. O Oleo essencial demonstra certa
condutividade elétrica devido aos grupos funcionais de suas moléculas constituintes
(JALEN; GRACKA, 2015). O aumento da condutividade também pode ser justificado pela
dispersdo de 6leo essencial no meio. No entanto, outros fatores devem ser considerados,
como o aumento de temperatura, que pode alterar a eficiéncia das de parede e interferir
na acdo de cargas disponiveis na superficie das formula¢des (CORADI et al. 2014).

Todavia, para as formulagdes contendo os conservantes EDTA, NE e MI houve
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aumento de condutividade elétrica ao 142 dia, com valores préximos a maior alteragdo
observada na primeira quinzena de avaliagdo. O aumento de condutividade elétrica
corrobora aos valores observados de pH. A condutividade elétrica reporta
desestabilizacdo das cargas do sistema, uma vez que o ponto isoelétrico de cargas é
modificado (GHARAN]JIG et al. 2020; KUMAR e DIXIT, 2017). O decréscimo do pH altera
o ponto isoelétrico equivalente a pH 8, descrito por Silva et al. (2018) e por Oliveira et al.
(2019). Portanto, com a alteracido do pH houve um aumento da condutividade
concomitante a possivel aglomeracdo de cargas por interagdes hidrofébicas com o meio
e ligacdes secundarias formadas entre as particulas (KUMAR e DIXIT, 2017).

A turbidez das formula¢des aumentou a partir do 92 dia de avaliagdo, mantendo-
se até o 222 dia, e atingindo o valor maximo para a formulagao sem conservante, e para
aquela contendo timol, em torno de 66 NTU, respectivamente, em 27 dias. Mudancas na
turbidez podem ser justificadas pela presenca de material floculado no meio (KIRBY,
HARRIS e LEWIS, 2004), o que pode sugerir rompimento de particulas decorrente da
desestabilizacdo eletrostatica promovida pela variacdo do pH e da condutividade
elétrica (MORAN et al. 2017; PIRES, 2019).

As formulagoes desenvolvidas apresentaram, de forma geral, elevada eficiéncia
de encapsulamento durante o periodo de avaliacao, compreendendo valores entre 70 a
80%. No entanto, as uUnicas formulagdes que apresentaram preservacao das
propriedades organolépticas, estabilidade de pH e condutividade elétrica em fungao do
tempo foram aquelas contendo os conservantes MI e NE. Por essa razdo, essas

formulagdes foram as selecionadas para as proximas analises.
5.2.2. Estabilidade das Formulacdes na Fase II utilizando os Conservantes NE e MI

Como verificado, as formula¢cdes mais estdveis foram aquelas contendo os
conservantes NE e MI. No primeiro dia apds a sintese, a eficiéncia de encapsulamento
(EE), Figura 22-d, correspondeu a 98% e manteve-se entre 90 a 95% apds 15 dias de
andlise. Apo6s esse periodo houve um decaimento para aproximadamente 87% para
ambos os sistemas e, durante 57 a 80 dias, ndo foram mais observadas variacoes
bruscas. A partir de 86 dias, ndo houve variacao significativa na EE, a qual permaneceu

estavel em 73 % tanto para a formulacao contendo NE, quanto para aquela contendo NI.
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Figura 22 - Andlise dos parametros de estabilidade das formulacdes em funcdo do tempo (120 dias) e
analise de estabilidade de curta duracdo mediante a adi¢do de conservantes: (a) pH, (b) condutividade

elétrica, (c) turbidez e (d) Eficiéncia de Encapsulamento. Fonte: A autora.

Quando ha exposicdo do bleo essencial no meio, tem-se a diminui¢cdo do pH para
ambos os sistemas, confirmando a diminuicdo da eficiéncia de encapsulamento e
aumento da desestabilizacdo da formulacdo, bem como modificacdes da turbidez e da
condutividade elétrica. Notou-se que a turbidez, Figura 22-c, se manteve constante nos
intervalos de 68 a 80, 80 a 92, e 98 a 110 dias, podendo ser justificada pela atracdo de
cargas entre as particulas e a alteracdo do ponto de estabilidade elétrica. Notou-se
visualmente uma decantacdo de material particulado no fundo dos frascos das
formulacdes contendo NE e MI, o que pode influenciar na deteccdo do aumento de
turbidez. Considerando que os sistemas sdo coloidais, ndo ha uniformidade na
distribuicdo de densidade de material particulado pelo meio, uma vez que o pH

diminuiu, acidificando o meio e desestabilizando as cargas nas superficies externas das
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nanoparticulas. Esse fenomeno pode justificar a decantacdo e a desestabilizacdo das
formulagdes. Isso fica evidente ao se observar o decréscimo da turbidez em alguns

pontos da curva, decorrente da dificuldade da deteccdo de turbidez real do meio.

Figura 23 - Andlise de cor sob curta duragdo, 24 h ap6s sintese (a) com conservantes NE e Ml e (b) apds

120 dias. Fonte: A autora.

A condutividade elétrica é um fator indicativo de exposicdo de dleo essencial no
meio e, em ambas as formulac¢ées, foi observado o aumento da condutividade elétrica a
medida que a eficiéncia de encapsulamento diminuiu. As propriedades organolépticas
revelaram alteragao de cor, transcorridos 12 meses. A ANVISA (2004) preconiza que um
produto aberto para uso ou consumo no decorrer de 120 dias deve ser avaliado e

manter suas propriedades iniciais inalteradas.

5.2.3. Estabilidade das Formulacdes na Fase II utilizando os Conservantes NE e MI

A estabilidade das formulacbes em longa duracdo foi verificada durante 12
meses, Figura 24. As analises mensais da estabilidade de longa dura¢do (12 meses)
demonstraram resultados similares aos relatados nos ensaios de curta duracao (120
dias). No entanto, a de longa duracdo apresentou valores de eficiéncia de
encapsulamento superiores aos de curta duragdo. Comparando os resultados dos
ensaios das analises de curta com as de longa duragdo pode-se afirmar que as
formulagdes ndo manipuladas mantiveram suas propriedades preservadas por mais
tempo. As propriedades organolépticas das formula¢des de longa duragdo mantiveram-
se inalteradas durante 12 meses, o que nado foi observado na analise da estabilidade em

120 dias em sistema de manipulagdo constante.
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Figura 24- Andlise dos parametros de estabilidade das formula¢des em func¢do do tempo e anadlise de

estabilidade de longa duragdo mediante a adi¢do de conservantes: (a) pH, (b) condutividade elétrica, (c)

turbidez e (d) Eficiéncia de Encapsulamento. Fonte: A autora.

A Figura 25 mostra os frascos contendo as formulagdes devidamente vedadas. E

possivel notar a preservacdo de cor dos mesmos ao longo dos 12 meses. A diferenga

visual das formula¢des se da pela formacao de aglomerados de material de parede no

fundo do frasco, sendo observavel a partir do 42 més. A turbidez avaliada nos sistemas

demonstrou aumento abrupto a partir do 42 més de analise.

Figura 25 - Andlise de cor sob Longa Duragdo ap6s 24 h de sintese (a) com conservantes NE e MI, (b) apds

8 meses e (c) ap6s 12 meses. Fonte: A autora.
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Analisando comparativamente as duas formulagdes a longo prazo (com
conservante NE e MI), notou-se diferenca entre os parametros avaliados. A formulagao
contendo o conservante NE se manteve com eficiéncia de encapsulamento superior a
formulacdo contendo MI. A partir do 52 més de avaliagao, a eficiéncia de encapsulamento
da formulagao contendo MI diminuiu substancialmente, atingindo valor minimo de 38 %
em 12 meses. Tal formulacdo, por 5 meses de avaliacdo, manteve eficiéncia de
encapsulamento equivalente ou acima do valor referido como ideal pela literatura
corresponde a 270 % (SNIMA et al. 2014; VENKATESAN; ANIL; KIM, 2017; RAMOS et al.
2019). Para a formula¢do contendo o conservante NE a eficiéncia de encapsulamento
também atingiu valores equivalentes a 70 % até o 52 més. No entanto, manteve-se
estavel entre valores de 65 % a 62 % até o 102 més de avaliacao.

A condutividade elétrica crescente observada na formulagdo contendo o
conservante MI pode estar relacionada a desestabilizacdo do meio a partir de 6 meses de
andlise e, portanto, o configura como a formulaciao mais instavel quando comparada com
aquela contendo NE. Do mesmo modo, a turbidez foi observada com aumento a partir do
62 més para as formulagdes contendo NE e MI. O pH, no entanto, a partir do 52 més de
avaliacdo, decaiu para ambas as formulacdes devido a exposicao de dleo essencial no
meio.

A desestabilizacdo das formulag¢des observadas nas avaliagdes de longa duracgao,
comparativamente com as de curta duragdo, demonstrou que ambos os sistemas ndo
perderam suas propriedades organolépticas e fisico-quimicas quando abertos e
submetidos a fatores adversos de manipulacdo. Adicionalmente, a partir do 62 més de
avaliacao, as formulagdes sofreram consideraveis desestabilizacdes. Desta forma, é
possivel afirmar pela Resolucdo RDC N2 34, (ANVISA, 2010), que a validade das
formulacdes seria equivalente a 3 meses de uso quando abertos, com 1 més de margem
de seguranca. Para as formula¢cdes em estoque ou prateleira corresponde a 5 meses de
validade e 1 més de seguranga, contendo 1 L por embalagem, de acordo com a

classificagdo da ANVISA (2010) para “liquidos para pronto uso” inseticidas/repelentes.
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5.3. Caracterizacao fisico-quimica das formulacdes
5.3.1.Potencial Zeta e Tamanho de particula

Foram realizadas analises de DLS nas formulagdes contendo conservante NE e
MI, a fim de verificar o tamanho das nanoparticulas e o Potencial Zeta dos
nanossistemas.

Nas medidas de Potencial Zeta, os valores obtidos (Tabela 3) foram -30,6 e -18,5
mV, assegurando a formulacdo contendo o conservante NE dentro do ideal para
estabilidade de cargas (valor 230) (LU; GAO, 2010; ALEX et al. 2016; KUMAR; DIXIT,
2017;). De acordo com Kumar e Dixit (2017), sistemas com valores de potencial zeta
maiores que -25 mV e menores que +25 mV, eventualmente formarao aglomerados
devido as interacdes entre particulas, incluindo ligacbes secundarias e interagoes
hidrofébicas.

Novamente foi observado outro indicativo de desestabilizacdo por cargas na
formulacdo contendo MI: a condutividade é superior aquela aferida na formulagdo
contendo NE, o que sugere a maior presenca de cargas no meio. A condutividade das
formulacdes esta vinculada ao pH. O pH pode aumentar ou diminuir bruscamente
quando a formulac¢do se afasta do ponto isoelétrico equivalente a pH 8 para esses tipos
de nanoparticulas, descrito por Silva et al. (2018). Por tais motivos observados nos
resultados de Potencial Zeta, assim como os observados na estabilidade a longo prazo, a
formulacdo contendo o conservante MI apresentou valores que sugerem
desestabilizagdo das nanoparticulas e menor vida util do material. Dessa forma, para as
demais andlises fisico-quimicas e para o ensaio larvicida foi selecionada somente a

formulacao contendo o conservante NE.

Tabela 3 - Analise de Potencial Zeta do sistema contendo conservante NE e MI. Fonte: A autora.

Amostras Potencial Zeta (mV) Condutividade (mS.cm1)
NPOE_NE -30,6 0,0127
NPOE_MI -18,5 0,4250

Como observado na Figura 26, os valores de potencial zeta (mV) para a

formulagao contendo o conservante NE encontram-se em faixa majoritaria entre -40 e -
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30 mV, demonstrando que a quantidade de cargas do sistema ndo ultrapassa o sugerido
para sua desestabilizacdo. Também é possivel observar valores menores em um segundo

pico compreendendo uma faixa de -20 a -10 mV.
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Figura 26 - Grifico de medidas de Potencial Zeta da formulacdo contendo conservante NE (a) e

nanossistema contendo conservante MI (b). Fonte: A autora.

A formulacdo contendo o conservante NE foi selecionada para a realizagdo da
andlise de tamanho de particula por DLS, uma vez que apresentou melhor estabilidade
reportada pelo Potencial Zeta. Como pode ser observado, Tabela 3, a formulacdo
contendo o conservante NE apresentou tamanho médio de particulas equivalente a

209,6 nm.
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Figura 27 - Distribui¢do de tamanho de particulas da formulagdo contendo o conservante NE. Fonte: A

autora.

O indice de polidispersao (PDI) correspondeu a 0,373, o que configura a baixa

variacdo de tamanho de particulas. O tamanho de particulas variou entre 122,4 nm a
295,3 nm.

Tabela 4 - Média de tamanho hidrodinamico de particulas e didametro médio da formulagdo contendo o

conservante NE. Fonte: A autora.

Média Z Didmetro médio
Amostras PDI
(nm) (nm)
NPOE_NE 353,8 209,6 0,373

5.3.2. Analise Topografica por AFM e distribuicao do tamanho de particula

As imagens obtidas por AFM (Nanoparticulas Vazias - NPV e Nanoparticulas com
6leo essencial da Piper nigrum - NPOE e do 06leo essencial in natura da Piper nigrum
OEPN) corroboraram aos resultados observados através das andlises de UV-VIS e FTIR,
indicando a formac¢do de nanoparticulas contendo 6leo essencial encapsulado. A
formacao de nanoparticulas pode ser observada nas Figura 28 e Figura 30. Nota-se na
Figura 28-b que as nanoparticulas apresentaram tamanho médio de diametro
equivalente a (212 * 2) nm.

Similar ao encontrado em modelos geométricos elipticoidais, notou-se a presenca
de diametros variaveis, sendo um menor (vértice) e um maior (co-vértice). Portanto, as

nanoparticulas nao sdo totalmente esféricas para esse tipo de sistema mantido a 35 °C,
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como ilustra a Figura 28. A altura das nanoparticulas também sugere irregularidades na

morfologia, pois a altura para o co-vértice e para o vértice difere em 10 nm.

(a) (b)
. 80
sof- o MR
: o=+ - /| 5—
40 ' 2
T [ T W 3
E 30k =) M ‘ g 40
£ : 5§ o &
= 20~ < [
: 20_5 / \\ o
|0'—E / N\
Lik . A
o_is././ ....... :‘....I....] .............. 0
Lo Lo 0.15 0.20 0.25 0.30

0 100 200 300 400 500 600
. = Didmetro (ym)
Co-vértice[nm) Vértice[nm]

(@ () ®

Figura 28- (a) Deflexao, (b) Topografia das nanoparticulas com 6leo essencial no primeiro dia de andlise,
apos a sintese, (c) Nanoparticula em aproximacdo em escala 180 nm, (d) e (e) dimensao de Vértice e Co-
vértice, respectivamente, e distribuicido do didmetro médio das nanoparticulas por ajuste Gaussiano.

Fonte: A autora.

Na analise de distribuicdo de tamanho de particula foi aplicada a classificacdo de
Feret, onde se considerou o didmetro da nanoparticula irregular e mediu-se a maior
distancia entre as tangentes (INMETRO, 2017). Os diametros de Feret estdo
demonstrados através do grafico de polidispersdo, conforme mostra a Figura 29-c.
Atribuiu-se a maior frequéncia de particulas em uma faixa de 200 a 300 nm e, pela curva
Gaussiana, foi possivel notar, através Figura 29-a e b, uma grande concentraciao de
nanoparticulas em uma faixa de 200 a 250 nm. Entretanto, ndo foi possivel observar
uma variagao consideravel na distribui¢ao de tamanho.

Os tamanhos das nanoparticulas carreadas com 6leo essencial, observados apds

24 h de sintese, variaram entre 100 a 350 nm, conforme mostra a Figura 28-f. Ap6s 60
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dias de sintese, foi observada a variacdo de 100 a 500 nm (PDI),conforme mostra a

Figura 29-c.
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Figura 29- Imagens de AFM de nanopaticulas apoés 60 dias carreadas com 6leo essencial de Piper nigrum:
(a) Topografia em 3D das nanoparticulas e (c) Grafico de distribuicio do didmetro médio das

nanoparticulas por ajuste Gaussiano. Fonte: A autora.

As nanoparticulas vazias apresentaram diametros menores e de tamanhos
equivalentes as nanoparticulas contendo 6leo essencial encapsulado. Isso se deve a
auseéncia do 6leo essencial e, consequentemente, a diminuicdo do tamanho da particula.
Também foi observada uma diferenca entre a integridade das particulas com o6leo
essencial apos o primeiro dia de sintese e, também apds 60 dias. A Figura 28-a mostra a
imagem de AFM das nanoparticulas apés 24 h de sintese, sendo possivel verificar a
integridade na morfologia das nanoparticulas. No entanto, apds 60 dias de analise, como
mostra a Figura 29-a, foram observados pontos claros com areas maiores. Esses
resultados corroboram a andlise de eficiéncia de encapsulamento verificada no primeiro
dia de sintese e apds 60 dias, sendo observado que os valores de eficiéncia de
encapsulamento decrescem em fun¢do do tempo de analise.

Na Figura 30 foi observado na amostra NPV uma morfologia regular, de formato
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esfer6ide, sendo a mesma morfologia observada para as nanoparticulas em temperatura

de 25 °C, como mostra a Figura 31.
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Figura 30 - Imagens de AFM de nanopaticulas vazias (a) Topografia em 3D das nanoparticulas e (c)

Grafico de distribuicdo do didmetro médio das nanoparticulas representadas através de ajuste gaussiano.

Supde-se que a morfologia esferdéide seja decorrente da auséncia de Oleo
essencial e, para as nanoparticulas a 25 °C contendo 6leo essencial, em contrapartida,
possivelmente sdo influenciadas pelo aumento da temperatura. Kommareddy, Shenoy e
Amiji (2007) reportaram que, em temperaturas mais elevadas, a higroscopicidade da
gelatina aumenta, tendendo a uma modificagdo superficial, o que pode influenciar para
que a gelatina mantida a 35 °C possa apresentar superficie e didmetros irregulares. Essa

diferenca de morfologia pode ser verificada nas Figura 28 e Figura 31.
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Figura 31 - (a) Nanoparticula com OE da Piper nigrum mantida a 25°C e (b ) Topografia 3D das

nanoparticulas contendo OE e mantidas a 25°C.

5.3.3. Analise por FTIR

Os espectros de FTIR das nanoparticulas e suas respectivas bandas
[Nanoparticulas Vazias - NPV e Nanoparticulas com 0leo essencial da Piper nigrum-
NPOE e do 6leo essencial in natura da Piper nigrum (OEPN)] podem ser observados na
Figura 32. A identificacio desses espectros e bandas permite determinar
qualitativamente o encapsulamento do 6leo essencial, confirmando os resultados
obtidos anteriormente na eficiéncia de encapsulamento.

Para as amostras NPV e NPOE, as principais bandas observadas sdo referentes ao
material de parede mais externo, indicando que este é formado por gelatina. O pico em
aproximadamente 1650 cm1, de acordo com Silva et al. (2018), é atribuido ao grupo
amina I (C=0 e C-N), e Kaintura et al. (2015) determina que as bandas na regido 3477
cm1 observadas nos espectros das amostras NPV e NPOE sdo atribuidas ao estiramento
antissimétrico de NHz de amida secundaria da gelatina.

Foi observado no espectro da amostra OEPN o estiramento simétrico de C-H que
corresponde aos grupos funcionais do B-cariofileno na banda 883 cm1 (BOUNAAS et al.
2018; PEREIRA et al. 2019). A banda em 2359 cm™ corresponde a vibragao de CO2, que
pode ser observada, inclusive, em todos os espectros das amostras devido as condigdes
experimentais. A banda intensa com pico maximo em 1653 cm-! foi atribuida ao
estiramento da ligacdo dupla entre carbonos C=C, que pode ser encontrada na molécula

de silvestreno (SCHULZ; BARANSKA, 2017).
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Figura 32 - Espectros de FTIR das amostras NPV, NPOE e OEPN. Fonte: A autora.

Como pode ser observado na Figura 32,0s espectros das amostras NPV e NPOE
coincidiram na maioria dos picos, refor¢cando o encapsulamento do 6leo essencial pelas
nanoparticulas. E possivel notar que, para a amostra NPV ndo ha bandas referentes ao
6leo essencial entre 1000 cm! a 800 cm! (BOUNAAS et al. 2018). Todavia, no espectro
NPOE, no mesmo intervalo, sdo observados picos de baixissima intensidade referentes
ao 6leo essencial. Tal fato se deve ao 6leo essencial ndo estar encapsulado 100%, ou seja,

ainda ha tracos no meio (BOURBON; CERQUEIRA; VICENTE, 2016).

5.3.4. Analise por TG/dTG e DSC

As andlises termogravimétricas (TG/dTG), Figura 33, e Calorimetria Diferencial
de Varredura (DSC), Figura 34, foram utilizadas para descrever o comportamento
térmico das formulagdes contendo Nanoparticulas Vazias (NPV), Nanoparticulas
carreadas com 6leo essencial (NPOE) e do 6leo essencial (OE).

De acordo com Rangelov et al. (2017) a degradacdo total da gelatina Tipo B se da
em aproximadamente 90 °C em um unico evento térmico. Considerando que grande

parte dos constituintes da sintese para formular as nanoparticulas é de gelatina tipo B,
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sugere-se que tanto para NPOE e NPV a gelatina presente no material de parede das

nanoparticulas pode estar degradando simultaneamente aos demais componentes.
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Figura 33 - Termigravimétria (TG/dTG) das amostras NPV, NPOE e OE. Fonte: A autora.

O primeiro pico a aproximadamente 110 °C do 6leo essencial na TG representa o
fim da degradacao de grupos organicos, indicando a possivel degrada¢do dos grupos
monoterpenos (DELANCEY et al. 2011), enquanto o evento sugere a degradacdao de
compostos organicos com alto peso molecular (HAN et al. 2017)

Na anadlise por DSC (Figura 34) é observavel sutil variacao no fluxo de calor para
as amostras NPV e NPOE entre 362 e 478 °C, com variacdo de fluxo de calor 3,35 J/g,

podendo ser um indicativo de degradacao do PCL residual nas NPOE e NPV até entao

nao observavel.
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Figura 34 - Andlise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) das amostras NPV, NPOE e OE, com

fluxo convencionado exotérmico (picos) e endotérmico (vales). Fonte: A autora.

Tanto para as amostras NPOE e NPV, como para o OE, foram observaveis eventos
endotérmicos. Para NPOE e NPV, a variacdo de fluxo de calor conferiu 1614 ]J/g e para o
OE um evento endotérmico com variacdo de fluxo de calor 57,92 | /g, o que ¢é justificavel
para o OE, uma vez que em sua composicao se faz presente moléculas organicas e a
energia atribuida para configurar quebra de ligacdo é substancialmente inferior ao

encontrado nas NPOE e NPV.

5.3.5. Liberacao Controlada in vitro

Aliberacao controlada do 6leo essencial da Piper nigrum foi verificada através do
estudo da cinética de liberacdao. O modelo matematico pertinente as equagdes da curva
de liberacdo corresponde ao modelo de Korsmeyer-Peppas (SIEPMANN; PEPPAS;
HIGUCHI, 2011), com expoente de liberagdo n entre 0,64 e 0,65 (Tabela 5),
representando um modelo anémalo (ndo Fickiano) de liberacdo controlada (FU; KAO,
2010).

Quando 0,5<n<1 (Tabela 5) considera-se um modelo de transporte nao-Fickiano,

0 que caracteriza mecanismo por difusdo da matriz polimérica devido ao inchago da
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capsula (JACOB et al. 2018; BRUSCHI, 2015). E um processo que depende fator tempo
(t0s<n<1), sendo que o tempo é a varidvel responsavel pelo rearranjo das cadeias
poliméricas de forma que o polimero consiga abrir suas cadeias e lentamente transpor o
6leo essencial encapsulado do nucleo da nanoparticula para o meio externo (BRUSCHI,

2015).

Tabela 5 -Parametros da cinética de liberagdo in vitro do sistema contendo conservante NE. Fonte: A

autora.
Concentrac¢ao 500 pg.mL-1
Modelo Coeficiente pH=3 pH=7 pH=10
k 92,7 92,7 89,8
Korsmeyer- n 0,64 0,65 0,64
Peppas
R? 0,93 0,96 0,94

Observou-se que o 6leo essencial da P. nigrum em diferentes pH (3, 7 e 10)
apresentou liberacdo maxima por 72 h (conforme Figura 35). Ndao houve variacdo
significativa nos valores de liberacao do 6leo essencial em diferentes meios. As DLso e
DLoo (aplicagdo larvicida) foram plotados de acordo com o grafico (Figura 36). A DLso
mostra valores correspondentes aos observados nas primeiras 5 h de liberagdo. A DLoo
possui valores correspondentes a 24 h de liberacao do 6leo essencial. De acordo com o
estudo de liberacdo, foram preparadas concentragcdes previamente estimadas para
aplicacdo larvicida. Portanto, é possivel prever o comportamento de liberagdo quando
submetido ao tempo de exposicdo de 72 h no bioensaio. E possivel observar na Figura
35 que os valores em pug.mLl da concentracdo no meio apds 72 h continuam em
aproximadamente 460 pg.mL-1, indicativo de Oleo disperso no meio. Porém, ndo é
possivel afirmar que ocorra liberagao do ativo apds esse periodo. O valor identificado na

analise apds 72 h pode ser referente a concentracao maxima de 6leo essencial no meio.
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Figura 35 - Curvas de liberagdo controlada em diferentes pH para o sistema contendo conservante NE.

Fonte: A autora.

Quanto ao fim da liberacdo pela predicdo do comportamento da cinética de
liberagdo, através do modelo de Korsmeyer-Peppas, sugere-se que quando o o6leo
essencial disperso no meio for toalmente volatilizado, quando t" tender a t* (DIPIRO et
al. 1996; BRUSCHI, 2015), haverdA um decaimento brusco na curva de liberacao

demonstrando auséncia de ativo a ser liberado e indicando fim da liberacao.

5.4. Bioensaio larvicida
5.4.1. Bioensaio larvicida com 6leo essencial in natura

Os resultados expuseram que as larvas em condig¢des laboratoriais (in vitro), (27
+ 1) °C a 70 % UR, apresentaram mortalidade de 100% para quase todas as
concentracdoes em 48 h. Ndo houve variagdes significativas na mortalidade larval em
nenhum dos intervalos de tempo analisados (24, 48 e 72 h). Para ensaios em condi¢oes
de semi-campo (in loco), sob condi¢des (29 + 1) °C, 65 % a 72 % UR, foi observada

variacao na mortalidade larval em diferentes concentra¢des. Nas primeiras 24 h houve

58



progressao linear entre os valores de mortalidade, tornando-se menos pronunciado
ap6s 48 h e mantendo-se constante em 72 h (Figura 36) para as concentragoes 125,
250, 375, 454 e 625 pg mL-1, atingindo o percentual maximo de mortalidade de valores
30,80,90,90 e 100 %, respectivamente.

A partir dos valores obtidos no experimento em semi-campo, a DLso e DL9o foram
calculadas com variagdes de dose para cada dia analisado. Nas primeiras 24 h, a DLso e
DLoo apresentaram valores de 229 pg.mL! e 628 pg.mL1, respectivamente. Em 48 h,
esses valores diminuiram para 166 pg.mL1 e 370 pg.mL1 e, finalmente, em 72 h foram
de 74 pg.mL1 e 356 pg.mL-1. Considerando a baixa varia¢do no nimero de 6bitos entre
48 e 72 h, foi escolhida uma dose resposta de até 48 h. Assim, pode-se afirmar que o 6leo
essencial da P. nigrum tem melhor eficacia por até 48 h e que as concentracdes minimas
usadas para resposta em 2 dias ndo podem ser inferiores a 166 pg.mL1 (LDso) e 370

ug.mL-1 (DLoo), respectivamente.
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Figura 36 -Mortalidade versus concentracdo. Bioensaio com dleo essencial in natura. (a) Experiéncia in

loco (semi-campo) e (b) experiéncia in vitro (laboratorial). Fonte: A autora.

O mecanismo de acdo dos dleos essenciais em pesquisas semelhantes (YU et al.
2015; NARARAK et al. 2019) reportam a mudang¢a de coloragdo no corpusculo das
larvas, de acordo com acdo dos danos causados em sua fisiologia, Figura 37. A coloragdo
das larvas através das diferentes concentrag¢des indicou danos ao sistema neurolégico e
digestivo (HOUNDETE et al. 2010). A alteragdo na colocagio da cabega das larvas pode
ser devido a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), uma enzima responsavel pela
hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) (HOUNDETE et al. 2010; TALUKDAR et
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al. 2017). As larvas podem ter sofrido o efeito da toxicidade do 6leo essencial da P.
nigrum pela acdo combinada dos seus constituintes e principalmente pela acao do (-
cariofileno (que compde 34% da composicdo do 6leo essencial). Quando isolado e
oxidado, o B-cariofileno apresenta alta toxicidade em um intervalo de 30 min em
espécies de Aedes aegypti e Anopheles minimus (NARARAK et al. 2019), além de se
observar comportamento semelhante para outras variacdes de anofelinos como o A.

subpictus (GOVINDARAJAN et al. 2016).

Figura 37 - Aspecto das larvas mortas e suas respectivas concentragdes: esquerda para direita 125, 250,

375,454, 625 pg.mL-1 e controle. Fonte: A autora.
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Tabela 6 -Atividade larvicida do 6leo essencial da P. nigrum em larvas de A. aquasalis em ensaio in loco. Fonte: A autora.

Concentracdo  Mortalidade LCso (ug.mL-1) LCoo (ug.mL-1)
Tempo (h) Equacdo de regressao
(ug.mL-1) (%) (IC90%) (IC90%)
125 20
250 70
24 375 60 229,56 628,33 Y =(-1.058 + 1.273) + 0.38X
454 70 (211,54 -263,89) (617,55 - 643,94)
625 100
CN 0
g
§ 125 70
<
s 250 90
§ 48 375 90 166,99 370,17 Y =(-0.826 + 1.610) + 0.44X
.§ 454 90 (152,62 -181,23) (366,82 -378,17)
<
% 625 100
=
(=} CN
=
< 125 80
250 90
79 375 90 74,33 356,02
454 90 (68,37 -85,31) (349,27 -361,93) Y = (0.243 + 0.818) + 0.41X
625 100
CN 0

*LCso = concentrac¢ao letal de mortalidade de 50%, LCoo = concentragao letal mortalidade de 90%, IC 90% = Intervalo de confian¢a, CN -

Controle negativo.
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5.4.2. Bioensaio larvicida com nanoparticulas carreadas

Os ensaios com nanoparticulas contendo 6leo essencial encapsulado mostraram
variacdo na mortalidade nas mesmas concentragdes nos ensaios in loco e in vitro. O teste
in loco mostrou maior regularidade na mortalidade de larvas em funcao da concentracao
aplicada. Por outro lado, o in vitro apresentou baixa variagdo na mortalidade por
concentracdo, o que sugere que fatores como umidade e temperatura controlada
(CARVALHO et al. 2002) poderiam ter afetado as condi¢des ideais para a preservagao
das larvas afetadas pelo 6leo essencial por mais tempo. Nas concentragdes de 100 e 200
ug.mL-1 para o ensaio in vitro, a mortalidade aumentou mais de 50 % ap6s 48 h (Tabela
7). Os resultados também sugerem que em 24 h de liberacdo controlada in loco é
possivel obter mortalidade superior a 80 % e em 48 h de mortalidade total. Portanto,

para eficiéncia na mortalidade > 90% sao necessarias 48 h.

Tabela 7-Atividade larvicida de particulas carreadas com 6leo essencial da P. nigrum em larvas de A.

aquasalis. Ensaio in vitro e in loco. Fonte: A autora.

Tempo Concentragao Mortalidade Concentragao Mortalidade
(h) (ng.mL-1)/controle invitro (%) (pg.mL-1) /controle in loco (%)
100 6,67 7,73 100 8,33+7,63
200 36,67 £ 4,35 200 58,33 £3,62
E 24 400 88,33 + 2,88 300 83,33 £5,77
E 500 88,33 £1,54 500 91,67 £ 0,00
§ CN-NP CN-NP
?‘P 100 70,00 £ 2,5 100 10,00 £5,00
o 200 81,67 +7,63 200 66,67 + 2,33
§ 48 400 91,67 £7,63 300 93,33 £ 5,77
‘g 500 95,00 + 5,00 500 100,00 £0,00
§ CN-NPV CN-NPV
§ 100 98,33 £2,88 100 25,00 £ 2,17
§ 200 96,67 + 2,88 200 80,00 = 5,00
i" 72 400 96,67 + 2,88 300 96,67 +5,77
= 500 100,00 £ 0,00 500
CN-NPV --- CN-NPV ---

*CN-NPV = Controle negativo contendo nanoparticulas vazias.
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As particulas vazias utilizadas como controle negativo demonstraram 0% de
mortalidade. Dessa forma, o material de parede das particulas ndo interferiu na
mortalidade larval, configurando assim a mortalidade larval pelas propriedades do 6leo

essencial e nao pelos componentes da formulagao.
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Figura 38 - Grafico das mortalidades médias das larvas por concentracdes de particulas carreadas com

6leo essencial da P. nigrum (a) in vitro e (b) in loco, onde C corresponde ao controle. Fonte: A autora.

6. CONSIDERACOES FINAIS

As particulas poliméricas contendo 6leo essencial encapsulado da Piper nigrum
mostraram-se estaveis quando mantidas a 35 °C quanto aos parametros avaliados
preconizados pela ANVISA, e foi possivel determinar a escolha dos conservantes mais
adequados para prolongar a vida util das formula¢des. Através do estudo de liberagdo
controlada foi possivel observar que as particulas liberaram o 6leo essencial de forma
continua, para os sistemas mais estaveis contendo conservante MI e NE a 35 °C
analisados em pH acido, neutro e basico, a liberagao total do ativo foi atingida em 72h.

Pode-se confirmar o encapsulamento do OE através das analises de FTIR e AFM.
Através da andlise por AFM foram obtidas imagens das nanoparticulas com 6leo
essencial e a morfologia das particulas em relagdo ao encapsulamento do ativo a 35 °C. O
FTIR corroborou aos dados obtidos por CG/EM, sendo possivel observar as vibragoes
moleculares dos grupos funcionais presentes nos constituintes majoritarios do 6leo
essencial. O potencial Zeta das amostras contendo os conservantes NE e MI revelou a

elevada condutividade da formula¢do contendo MI em comparagdo aquela contendo NE,
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indicando possivel desestabilizacdo de cargas e reducdo da vida tutil da formulacao.

Para este estudo conclui-se que o nanosistema PCL/gelatina com o conservante
NE, dentre os demais conservantes utilizados, é o ideal para utilizagdo a 35 °C. O 6leo
essencial foi encapsulado pelo material de parede com valores de EE entre 95 e 97%, e
apresentou estabilidade quando mantido a 35 °C por 120 dias considerando a condi¢do a
curto prazo, e a longo prazo sua validade foi de 5 meses. A liberacdo controlada em
diferentes pH apresentou aumento significativo no periodo de 24 h, alcangando valor
maximo em 72 h. Esse fato sugere a restricdo dos sistemas tanto com MI e com NE
submetidos a temperaturas mais elevadas com prazo superior a 72 h, exigindo uma nova
aplicacdo do material. Os bioensaios mostraram eficicia moderada do 6leo essencial
quando comparada ao controle de larvas de anofelinos em 24 h. No entanto, para
aplicacdes entre 48 h e 72 h de acao do produto, o 6leo essencial encapsulado
apresentou maior eficacia. Também foi possivel observar a diferenca da mortalidade
referente a fatores externos (umidade e temperatura) do A. aquasalis quando

submetidos a um experimento in loco, se comparados a o experimento in vitro.
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