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RESUMO

Com intuito de oferecer uma alternativa ao tratamento de problemas bucais, o
presente estudo relata o preparo de nanoemulsées formadas por lecitina, Pluronic®
P123 e 6leo de semente de uva (OSU) como um sistema carreador para o timol,
utilizando o método de emulsificacdo espontanea. A fim de promover a mucoadesao
das amostras, as nanoemulsées (NE) foram revestidas por quitosana. As
nanoemulsées nado contendo e contendo timol (NEB e NET) e seus respectivos
sistemas revestidos por quitosana (NEB@Qts e NET@Qts), foram caracterizadas por
DLS, potencial zeta, TEM e DSC. NEB e NET apresentaram tamanho em torno de 208
e 160 nm de didmetro, respectivamente, com morfologia esférica e valores negativos
de potencial zeta. As NEB@Qts e NET@Qts apresentaram valores de potencial zeta
positivos e tamanhos maiores para as nanoparticulas, indicando que o recobrimento
ocorreu. O sistema apresentou uma eficiéncia de encapsulacéo de 81% e a liberacéao
in vitro foi realizada para a NET em agua e em tampéao saliva simulado, ambos
seguiram o modelo cinético descrito pela equacdo de Korsmeyer-Peppas. A
permeacao do timol via estudos de liberacdo ex vivo foi realizada para as amostras
NET e NET@Qts em célula de Franz, e apresentou dados promissores para a
liberacdo do ativo na cavidade oral. Com o objetivo de incorporar caracteristicas
tecnoldgicas as NE, as amostras NEB@Qts e NET@Qts foram secas por spray drying
e analisadas por DSC e SEM, onde obteve-se particulas esféricas de 700 nm
carregadas com OSU e timol, na qual NET@Qts manteve o timol no produto de

secagem.

Palavras-chave: Nanoemulsdo. Lecitina. Timol. Quitosana.



ABSTRACT

In order to offer an alternative to the treatment of oral problems, the present study
reports the preparation of nanoemulsions formed by lecithin, Pluronic® P123 and
grape seed oil as a carrier system for thymol, using the method of spontaneous
emulsification. To obtain the mucoadhesion characteristic of the samples,
nanoemulsions (NE) were coated with chitosan. The nanoemulsions that does not
contain and the one that contain thymol, called NEB and NET respectively, and their
respective chitosan coated systems (NEB@Qts and NET@Qts), were characterized
by DLS, zeta potential, TEM and DSC. NEB and NET revealed size around 208 and
160 nm of diameter, respectively, with spherical morphology and negative values of
zeta potential. The NEB@Qts and NET@Qts exhibit positive zeta potential values and
larger sizes for the nanoparticles, indicating that the coating occurred. The system
showed an encapsulation efficiency of 81%. The in vitro release was performed for the
NET in water and in simulated saliva buffer; both followed the kinetic model described
by the Korsmeyer-Peppas equation. The permeation of thymol via ex vivo release
studies was performed for the NET and NET@Qts samples in Franz cell and presented
promising data for the release of the active substance into the oral cavity. To aim
technological features into the NE, the samples NEB@Qts and NET@Qts were dried
by spray drying and analyzed by DSC and SEM, which resulted in spherical particles
of 700 nm loaded with OSU and thymol, in which NET@Qts maintained thymol in the
drying product.

Keywords: Nanoemulsion. Lecithin. Thymol. Chitosan.
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1 JUSTIFICATIVA

A produgédo de um novo farmaco € lenta e pode levar anos ou até mesmo
nunca chegar as prateleiras de uma farmacia, resultado de diversos fatores tais como,
testes bioldgicos, toxicologia, efeitos colaterais, teste in vivo, entre outras barreiras.
Em paralelo a esta problemética, também pode ser citado a frequéncia com que o0s
patdgenos estdo adquirindo resisténcias em relacdo aos tratamentos convencionais.
Desta maneira, a nanotecnologia se mostra promissora para amenizar estes efeitos,
através da encapsulacao de farmacos, aumento da estabilidade do ativo, liberagcéao
localizada e controlada e diferentes formas de aplicagao.

A cavidade oral é um local complexo para uma limpeza detalhada, somado
ainda a presenca de cerca de 1000 espécies de microrganismos, tornando-se um
ambiente propicio para o surgimento de diversas enfermidades como infecgdes,
inflamacgdes, carie dental, entre outros. Desta maneira torna-se necessario o uso de
métodos alternativos para o tratamento de enfermidades na cavidade oral, como por
exemplo da candida bucal. Uma alternativa € o desenvolvimento de sistemas
nanoparticulados baseados em NE com intuito de carrear farmacos hidrofobicos como
aplicagao aos problemas da cavidade oral. A técnica de NE espontanea foi utilizada
neste estudo, pois se trata de uma técnica simples, reprodutivel, requer equipamentos
disponiveis no laboratério e as amostras obtidas sao estaveis frente a um amplo
espectro de aplicagao.

As amostras geradas por esta técnica, se tratando de sistemas com
aplicagbes farmacologicas, € capaz de encapsular uma infinidade de farmacos e
moléculas, como por exemplo o timol, molécula hidrofébica extraida de oleos
essenciais, e amplamente reportada na literatura para aplicagdes microbiologicas. A
incorporagao de timol em NE, reside no propdsito de ampliar os usos terapéuticos de
Oleos essenciais, uma vez que o timol € o grande responsavel pelas propriedades do
Oleo essencial das plantas de Thymus vulgaris L. (tomilho) e tem amplo uso na area
farmacéutica.

Para as aplicacoes desejadas, € de extrema importancia que este farmaco

permaneca no local de aplicacao por um periodo maior, uma vez que o timol possui
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baixa solubilidade em agua e alta pressao de vapor. Mesmo sendo liberado de forma
efetiva, o seu tempo de residéncia seria diminuido. Desta forma, este ponto pode ser
alcancado revestindo as NE a serem desenvolvidas no estudo com Qts. As NE
revestidas por quitosana auxiliam no aumento do tempo de residéncia do timol na
cavidade oral, pois favorecem a mucoadesédo das NE na mucosa, promovendo uma
liberagdo lenta quando em contato com a saliva. Isto esta relacionado por interagdes
da Qts com a mucosa, através do carater positivo da Qts e negativo da mucina,
presente na mucosa.

Aliado ao que foi anteriormente destacado, tem-se também o intuito de obter
um produto de maior valor tecnolégico de menor massa final, podendo-se aumentar a
concentragédo de ativo. Assim surge o interesse em aplicar a técnica de spray drying
na secagem das NE estabilizadas por quitosana. Esta técnica promove a efetiva
obtencdo de um material particulado na forma de pdé com caracteristicas
mucoadesivas e maior solubilidade, ampliando o espectro da aplicacdo. Desta foram
sdo apresentadas trés diferentes formulagdes, sendo elas, a NE, seguido da NE
recoberta com Qts e o respectivo material particulado, visando a aplicabilidade na

cavidade oral, em especifico no tratamento de candida bucal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CAVIDADE ORAL

Entre os microrganismos que podem ser encontrados na cavidade oral, estao
o Streptococcus mutans (KHAN et al., 2017), Staphylococcus aureas, Candida
allbicans (GREENSPAN; FRANCISCO, 1994), Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, entre outros patdégenos causadores de diversas doencas
e enfermidades bucais, como carie dental, gengivite, infeccoes e inflamacdes poés
cirurgicas e candida bucal (OLSEN, 2015; (ANDRADE et al., 2011); (DEWHIRST et
al., 2010). Estes microrganismos se localizam principalmente nas regides do epitélio
bucal, dorso da lingua, superficie dental e epitélio do sulco gengival. A soma da
diversidade de organismos presentes na boca e a dificuldade de uma boa higienizagao
mecanica, faz-se necessaria a busca por alternativas complementares, que gerem
resultados significativos frente a higienizagdo e prevencao de doencas sistémicas.
Outra consequéncia gerada é a resisténcia aos antibidticos, adquirida pelos
microrganismos apdés reincidéncias e constantes utilizagbes de antibiéticos (KHAN et
al., 2017).

A dificuldade na higienizacdo estd em conscientizar a populacdo da
importadncia de uma limpeza minuciosa e eficiente, em pontos inalcangaveis pelos
métodos mecéanicos. Como forma de suprir esta necessidade é utilizado o enxaguante
bucal, possibilitando maior poder de higienizacdo dos pontos inacessiveis pelos
métodos mecénicos e com maior facilidade (MARUNIAK et al., 1992). Estes
enxaguantes geralmente sdo compostos por agua, alcool, surfactante, umectantes,
flavorizantes, componentes ativos como clorexidina, cloreto de cetilpiridinio, triclosan,
Oleos esséncias, entre outros compostos e componentes (ANDRADE et al., 2011).
Estas solugdes devem ser capazes de inibir o crescimento e controlar a proliferacdo
dos microorganismos presentes na cavidade bucal. Além disso € interessante que
seja confeccionado componentes biodegradaveis, biocompativeis e que apresentem
acao prolongada (RASSU et al., 2014). Dentre os componentes ativos passiveis de

compor um enxaguante bucal, o timol apresenta caracteristicas bactericidas e
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antifngicas comprovadas (SHAPIRO; GUGGENHEIM, 1995; RASSU et al., 2014).
Estes componentes podem ser incorporados em diferentes sistemas, como NEs (LI et
al., 2017), nanoparticulas (NPs) (MARCHESE et al.,, 2016), e estes podem ser
adicionados por exemplo a enxaguantes bucais, assim como serem utilizados na
forma de p6. Desta maneira, sédo englobadas as caracteristicas citadas anteriormente

para a confeccdo de um produto viavel para aplicacéo.
2.2 CANDIDIASE

O corpo humano pode sofrer de diversas enfermidades, podendo levar como
exemplo as infecgbes fungicas, causadas por leveduras do género Candida (BRITO
et al., 2015). Os quadros de infeccao sao diversos, desde manifestacdes banais como
a colonizacdo de mucosas e até quadros sistémicos com a invasdo de diferentes
orgaos. Além da Candida albicans, pode-se citar outras leveduras importantes como:
C. Tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei entre outras (SANGEORZAN et
al., 1994).

A candidiase é uma infeccao fungica oportunista, onde individuos com baixa
imunidade sao prejudicados de forma significativa. Pacientes com AIDS e HIV, em
algum momento da doenca, apresentam infeccoes causadas pelos fungos do género
Candida, causando infeccdo em diferentes mucosas, incluindo a mucosa bucal
(KOLOKOTRONIS; KIOSES, 1994; GREENSPAN; FRANCISCO, 1994). A candidiase
oral € a mais comumente encontrada e estudos relatados para o seu combate ja séo
realizados a longo prazo. O tratamento destas infecgdes € uma tarefa dificil, em virtude
da baixa disponibilidade de farmacos, a alta resisténcia adquirida pelo fungo ao longo
do tempo e a toxicidade gerada pelos farmacos em longos tratamentos, assim como,
elevadas doses (SPETTEL et al., 2019). Dentre os antifungicos utilizados, podemos
citar as classes dos azoles, equinocandinas, polienos e analogos de pirimidina, dos
quais apresentam algum tipo de limitagdo no uso, como citado anteriormente
(KSIEZOPOLSKA; GABALDON, 2018; BOKEN; SWINDELLS; RINALDI, 1992).

Neste panorama, uma das alternativas € a utilizacdo de produtos ou
compostos extraidos de fontes naturais, podendo citar o 6leo essencial de tomilho,
que tem como componente principal o timol (PINTO et al., 2006). Estudos mostram a
eficiéncia tanto do 6leo essencial, quanto do timol no combate de fungos do género
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candida. Podemos encontrar na literatura diferentes trabalhos que apresentam valor
de concentracao inibitéria minima (MIC) para o combate dos fungos de candida, como
por exemplo para o 6leo essencial de Thymus pulegioides (0,32 e 0,64 puL mL™)
(PINTO et al., 2006) e timol (32 e 64 pg mL") (BRITO et al., 2015; MARCHESE et al.,
2016; VASCONCELQOS et al., 2014). A confeccdo de materiais nanotecnol6gicos
contendo timol, para o tratamento de candidiase na cavidade oral, estdo aliados a
melhora de palatabilidade e possibilitam uma liberacdo controlada, localizada e
sistematica (RASSU et al., 2014).

2.3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia é aplicada em diversas areas da ciéncia, com o intuito de
trazer a nanoescala, para produtos ja existentes nas escalas micro e macro. A
comunidade cientifica e industrial tem grande interesse na utilizacdo da
nanotecnologia nos setores de cosmetologia (NAFISI; MAIBACH, 2017), alimenticio
(HAMAD et al., 2018), agricola (OLIVEIRA et al., 2014), farmacéutico (ZHANG et al.,
2018), biomedicina (LESO; FONTANA; IAVICOLI, 2019) entre outros. O uso da
nanotecnologia tem diversas vertentes, incluindo a alteracdo dos meios de
administracdo, aumento da eficiéncia, protecdo contra degradacdo, aumento da
solubilidade, formulagdes inéditas, entre outras tantas possibilidades farmacoldgicas
(LESO; FONTANA; IAVICOLI, 2019; NAFISI; MAIBACH, 2017; ZHANG et al., 2018).

Tais potencias de aplicacao podem ser alcangados através da utilizagédo de
diferentes técnicas e ramos da nanotecnologia, como NEs, NPs, nanofilmes,
nanocompdédsitos, nanofibras, entre outras (RAIl; ZACCHINO; DERITA, 2017). A
formulagdo de NEs € um caminho alternativo, que possibilita alteracées significativas
nas caracteristicas fisico-quimicas de farmacos, gerando distintas possibilidades de
aplicacdo e administracao. As NEs também podem ser combinadas com diferentes
técnicas, incorporando ainda mais a gama de aplicagcdo (SINGH et al., 2017). A
utilizagdo de uma molécula com caracteristicas de mucoadeséao, por exemplo, pode
apresentar a capacidade de adesdo a mucosa, resultando em um sistema com

diferentes mecanismos de liberacéo e aplicagcdo (WANG et al., 2013).
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2.3.1 Nanoemulsoes

Sistemas compostos por duas fases liquidas imisciveis, sendo uma das fases
dispersa no meio da outra na forma de finas goticulas e cineticamente estaveis, sao
denominados emulsdo (KLANG; VALENTA, 2011). As fases liquidas podem ser
constituidas por uma infinidade de compostos, mas geralmente compreendem uma
fase oleosa e uma fase aquosa. Pode-se formar dois sistemas principais, uma
emulsédo de 6leo em agua (o/w) ou uma emulsao de agua em 6leo (w/0), como pode
ser visto na Figura 1. A formacéao de goticulas da fase dispersa e sua estabilizacdo na
fase dispersante € um processo energeticamente instavel pela elevada energia
superficial das goticulas, das quais tendem a coalescer, formando gotas maiores de
menor energia superficial. Desta maneira € necessério a utilizagdo de surfactantes ou
agentes emulsificantes, incrementando assim uma energia de estabilizagao adicional
para a emulséo (SINGH et al., 2017).

Figura 1 - Representacao esquematica de uma emulsao O/W e W/O
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Fonte: Préprio autor, adaptado de (SINGH et al., 2017)

7

O termo NE geralmente é utilizado para dispersées de aparéncia leitosa,
compostas de particulas com tamanhos entre 150 e 1000 nm como mostra a Figura
2.b. Ja a microemulsao é classificado como uma dispersao translicida com tamanhos
entre 10 e 150 nm (Figura 2.a) (KLANG; VALENTA, 2011). Estes conceitos ndo séo
unanimes na literatura, sendo assim, neste trabalho sera utilizado o termo

nanoemulsdo para os sistemas desenvolvidos.
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Figura 2 — Representacao esquematica de microemulsao (a) e NE (b).

A obtencéo de NEs envolve basicamente a emulsificagdo de uma fase oleosa
em uma fase aquosa, estabilizada por um ou mais surfactantes. Os métodos de
emulsificacdo envolvem a utilizacdo de alta ou baixa quantidade de energia. Os
métodos de emulsificacdo de alta energia estdo baseados na geracao de energia
mecanica através da alta tensdo de cisalhamento (WU et al., 2016), homogeneizacao
a alta pressdo (SCHUH; BRUXEL; TEIXEIRA, 2014), microfluidizadores (KLANG;
VALENTA, 2011) ou pela utilizagdo de ultrassom (SINGH et al., 2017). Estes
mecanismos geram forcas capazes de deformar e quebrar goticulas micrométricas da
fase dispersa em goticulas nanométricas, que sao estabilizadas pela adsorcao do
surfactante na sua superficie. Para a formagao de emulsdes de baixa energia, temos
0 método de temperatura de inversdo de fase e o método de emulsificacéo
espontanea (SOLANS; SOLE, 2012). O método de emulsificagdo espontianea é
interessante do ponto de vista econbmico, pois ndo faz uso de equipamentos
sofisticados e aquecimento, podendo incorporar farmacos termolabeis, ou seja,
sensiveis a temperatura (BOUCHEMAL et al., 2004).

O método de temperatura de inversdo de fase consiste no uso de
propriedades especificas de surfactantes nao ibnicos, geralmente surfactantes que
possuem afinidade tanto com a fase oleosa quanto com a fase aquosa, podendo
alterar com a variagao da temperatura. Esta afinidade é governada pela diferenga do
potencial quimico do surfactante em cada uma das fases (SINGH et al., 2017).
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A emulsificacdo espontanea consiste na rapida difusdo do solvente organico
miscivel em agua. Isso ocorre pela elevada diferenca de tensdo superficial e o
gradiente de concentracao destes liquidos, descrito pelo efeito Maragoni (TADROS et
al., 2004). Quando o solvente de menor tensao superficial e menor concentracao, flui
para a agua de maior tensao superficial e maior concentracdo, o mesmo deixa livre
em solucdo as nanogoticulas de 6leo que sdao imediatamente estabilizadas pelo
surfactante em solucdo (BOUCHEMAL et al.,, 2004; SOLANS; SOLE, 2012). Os
fatores que podem interferir nas caracteristicas de uma NE s&o a viscosidade do éleo,
equilibrio lipofilico e hidrofilico do surfactante, a miscibilidade dos solventes e a
velocidade de difusdo (SINGH et al., 2017). Em muitos casos, € utilizada agitacao
mecanica moderada para acelerar o processo de difusdo e estabilizacdo das
nanogoticulas de 6leo (MENDES et al., 2017a).

Basicamente, a técnica de emulsificacao espontanea para a formacao de uma
NE consiste na lenta adicdo de uma fase organica a uma fase aquosa de forma
continua ou semi-continua, sob agitacdo magnética. Neste processo, é gerada uma
turbuléncia interfacial provocada pela rapida difusao do solvente organico na agua e,
desta maneira, ocorre a formacéao espontanea da emulsao como observado na Figura
2 (SOLANS; SOLE, 2012). Para elucidar o processo de maneira mais eficiente, é
necessario lembrar que a fase organica é composta por um 6leo, um surfactante
lipofilico e um solvente orgénico miscivel em agua, onde nesta solucao, ja contamos
com a presencga de micelas formadas pelo éleo e o surfactante lipofilico (KOMAIKO;
MCCLEMENTS, 2016). No momento da adicdo da fase organica a fase aquosa
composta por agua e surfactante hidrofilico, ocorre a miscibilizagdo do solvente
organico na agua, juntamente com o recobrimento e estabilizacdo das micelas
formadas anteriormente, pelo surfactante hidrofilico (SINGH et al., 2017). Na

sequéncia, o solvente orgéanico é removido por evaporagao a pressao reduzida.
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Figura 3 - Representacao esquematica do mecanismo de formagao da uma NE espontanea.
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Fonte : Préprio autor, adaptado de (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2016)

O éxito na obtencdo de amostras por NE estd diretamente ligado com o
Balanco Hidrofilico-Lipofilico (BHL) entre os surfactantes, que promovem a maxima
solubilizacao do 6leo e da agua. O valor de BHL é uma escala semi-empirica utilizada
para a selecéo dos surfactantes, onde a escolha destes ocorre pela semelhanca entre
os valores de BHL entre a fase oleosa e os surfactantes (BOUCHEMAL et al., 2004;
MENDES et al., 2017a). Em geral a escolha da fase oleosa a qual tem a funcéo de
dissolver o ativo é definido pelos valores de coeficiente de particdo n-octanol/agua.
Neste contexto selecionou-se um fosfolipidio PC como surfactante lipofilico e um

copolimero tribloco como surfactante hidrofilico.

2.3.1.1 Lecitina

Lecitina é o nome dado para uma mistura de fosfolipidios polares € néo
polares, que devem conter pelo menos 60 % de lipidios polares (SCHAFFER, 2007).
Sua utilizacao compde diversos estudos, por ser um surfactante com caracteristicas

de biocompatibilidade, biodegradabilidade e elevada pureza. A biocompatibilidade é
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conferida pela semelhanca com a membrana celular, a qual é composta por
fosfolipidios (LI et al., 2014). A lecitina pode ser de origem animal (gema de ovo) ou
vegetal (soja) e é constituida majoritariamente pelo lipidio fosfatidilcolina (PC). A
regidao polar é formada por um grupo colina (N*(CHs)s), com carga residual positiva e
um grupo fosfato (PO43), com carga residual negativa. Para garantir o carater anfifilico
desta molécula, ela também possui uma regiao apolar, composta de duas cadeias de
acidos graxos com extensao similares, como observado na estrutura da Figura 3, com
valores de BHL entre 7 e 8,5 (SCHAFFER, 2007).

As diferentes fontes de obtencdo da lecitina, apresentam diferentes
porcentagens de PC e diferentes tipos de acidos graxos insaturados. A lecitina obtida
da gema de ovo apresenta um maior teor de PC e acidos graxos saturados, detalhe
fundamental para a formacao de micelas e lipossomos mais estaveis (WANG; WANG,
2008). Esta estabilidade € obtida por meio de um melhor empacotamento e/ou auto-
organizacao.

Figura 4 - Representagao estrutural e esquematica da molécula de PC (Lecitina)

Fonte: Préprio autor, adaptado de (LI et al., 2014)

A Tabela 1 a seguir mostra exemplos de diferentes grupos que podem
compor a regido polar dos fosfolipidios, tais como o grupo colina da PC ou grupos
como etanolamina, serina, acido fosfatidico e inositol (BRUXEL et al., 2012).
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Tabela 1 - Os diferentes grupos que podem constituir a regido polar de um fosfolipidio.
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Fonte: Préprio autor, adaptado de (LI et al., 2014).
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Os grupos apresentados na Tabela podem apresentar cargas positivas,
negativas e neutras, gerando um potencial de superficie, fator importante na
estabilidade de NEs e interacdo com farmacos, membranas celulares e surfactantes
(BRUXEL et al., 2012). Outra forma de interacao é por ligacao de hidrogénio entre o
surfactante ou do mesmo com a molécula a ser encapsulada, como por exemplo o
timol (FERREIRA; LAGO; CASELI, 2019). Pode ocorrer ainda interagao intermolecular
entre a carga positiva do grupo N-metil e a carga negativa do grupo fosfato de uma
molécula vizinha de lecitina formando uma espécie de crosslinking (YEAGLE et al.,
1977); (PASENKIEWICZ-GIERULA et al., 1999).

2.3.1.2 Pluronic® P123 (P123)

O Pluronic® é um copolimero tribloco (Figura 4), no qual o bloco central é
formado por unidades de polioxipropileno (PPO) e os blocos laterais sdo formados por
unidades de polioxietileno (PEQ). Esta estrutura garante ao P123 um carater anfifilico,
onde o bloco central possui caracteristica hidrofébica e os blocos laterais,
caracteristicas hidrofilicas (PITTO-BARRY; BARRY, 2014). Essa classe de
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copolimeros usualmente é utilizada como surfactante ou tensoativo e tratando-se do
P123 tem-se um surfactante nao i6nico de cor branca, aparéncia pastosa e baixa
toxicidade, com unidades de repeticao PEO2PPO70PEQO2o, massa molar de 5800 g
mol' e um BHL de 7 a 9 (determinado pelo fabricante Sigma Aldrich).

Figura 5 - Representacéo da estrutura do P 123, onde X =20, Y =70 e Z = 20.
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O grande potencial de utilizagdo do P123 no setor biomédico é resultado da
capacidade de auto associacdo espontanea, sendo capaz de formar micelas em
solucdo aquosa, que podem incorporar em seu interior moléculas de carater
hidrofobico e hidrofilico (ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019; PITTO-BARRY; BARRY,
2014) Outra aplicacdo é como estabilizante de sistemas nanocarreadores ou
dispersdes coloidais, onde o0 mesmo € adsorvido na interface da nanoestrutura,
gerando maior volume ao sistema, retardando efeitos de coalescéncia e segregacao
de fase por efeito estérico (AKHLAGHI et al., 2016). Nota-se diferencas significativas
na capacidade de copolimeros em bloco quanto a eficiéncia de encapsulacao e
liberac&o controlada de farmacos, que em sua grande maioria possui caracteristicas
hidrofobicas (ENUMO; PEREIRA; PARIZE, 2019).

A combinacédo dos tensoativos lecitina e P123 é relatada em diversos estudos
pela eficiéncia da emulsdo resultante em encapsular compostos hidrofilicos, de
diversos tamanhos e diferentes grupos funcionais (AKHLAGHI et al., 2016; CHEN et
al., 2016a, 2015; PITTO-BARRY; BARRY, 2014; SHEU et al., 2016). Assim como
pode-se encontrar diversos trabalhos aplicando a utilizagdo de surfactantes e
polimeros na formagéo de emulsdes para encapsulagéo de farmacos.

A encapsulagédo de um farmaco lipofilico como a anfotericina é descrita por
CHEN et al. (2015), através de uma emulséo utilizando lecitina combinada a diferentes
polimeros anfifilicos. Este novo sistema proporciona maior solubilidade do farmaco
em agua e minimiza os efeitos da neurotoxicidade da anfotericina. Da mesma forma
(DORDEVIC et al., 2015) em busca de aumentar a solubilidade do farmaco
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resperidona, utilizaram lecitina e polimeros hidrofilicos, entre outros componentes,
para preparar emulsdes pelo método de inversao de fase (PIT).

A encapsulagao de curcumina utilizando lecitina e P123 € proposta por (CHEN
et al.,, 2016a), onde é apresentada uma possivel organizacdo da micela. Esta
organizacao seria composta de unidades intercaladas de P123 e lecitina, na qual a
regidao hidrofébica da lecitina esta voltada para o interior da micela juntamente com o
ativo. Ja o P123 tem sua regiao hidrofébica voltada para o interior em formato de V',
como representado na Figura 5. Assim, a partir do exposto, verifica-se que o sistema
composto por lectina e P123, é um sistema interessante para incorporar ativos com

carater hidrofébico.

Figura 6 — Representacdo esquematica de uma possivel organizacdo de uma micela entre lecitina,
P123 e um ativo hidrofébico.
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Fonte: Préprio autor, adaptado de (CHEN et al., 2016b).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS

A utilizagéo de ervas medicinais na forma de 6leos essenciais ou extratos na
alimentacdo e medicina popular € mundialmente difundido. No Ultimo século,
desenvolveu-se uma crescente procura por métodos e maneiras de potencializar e
viabilizar o uso destas ervas, em diversas aplicacdes, tais como conservantes
alimenticios, controle de pragas e insetos e usos medicinais (RAI; ZACCHINO;

DERITA, 2017; KWON et al., 2018; MATOS et al., 2019). Diversos compostos ja sao
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utilizados e possuem suas propriedades conhecidas, como o 6leo essencial de
citronela na repeléncia de insetos (MAIA; MOORE, 2011), o 6leo essencial de
melaleuca como um potente antifungico (C. F. CARSON, K.A. HAMMER, 2014), o
6leo essencial de eucalipto como antibacteriano (EL-HEFNY et al., 2017), entre
outros.

Estes bleos essenciais sao substancias volateis e complexas, extraidas de
plantas e compostas principalmente de misturas entre terpenos, fenilpropandides
(monoterpenos, sequiterpenos e seus derivados) e acidos graxos. Estes compostos
sao biosintetizados pelo metabolismo secundario das plantas, responsavel pelos
mecanismos de defesa da mesma (RAIl; ZACCHINO; DERITA, 2017); (MATOS;
LUCCA; KOESTER, 2019). Em geral, a eficiéncia da aplicacdo dos 6leos essenciais
esta diretamente ligada ao seu componente majoritario, proporcionando a realizagao
de estudos iniciais apenas com os compostos majoritarios puros. Pode-se produzindo
inicialmente sistemas de menor complexidade frente a formacgao e caracterizacao do
produto gerado, para apds optar pela incorporacdo de uma matriz complexa como os
Oleos essenciais. Dentre a gama de 6leos essenciais, o 6leo essencial extraido
principalmente de plantas das espécies Thymus, como tomilho (T. vulgaris) possui
como componente majoritario o timol (MARCHESE et al., 2016); (VASCONCELOS et
al., 2014). Estudos mostram que o 6leo essencial extraido das folhas de Thymus
vulgaris L. sdo compostos de 50 % de timol, 20 % de p-cimeno, 18 % de g-terpineno,
4,5 % de carvacrol e 1,5 % de borneol (JAKIEMIU et al., 2010).

2.4.1 Timol

O timol (2-isopropil-5-metilfenol), mostrado na Figura 6, € um fenol
monoterpeno de aparéncia cristalina e incolor, de sabor forte, aroma agradavel e
pouco soluvel em agua (NAGOOR MEERAN et al., 2017). Demais caracteristicas sao:
pKa 10,6, log P 3,4, ponto de fusdo entre 48 e 51 °C, ponto de ebulicdo de 232
°C(RASSU et al., 2014) e pressao de vapor de 1 mmHg (64 °C). Assim como diversos
Oleos essenciais, o timol também vem sendo utilizado por décadas na medicina
popular e tradicional como um agente antioxidante (WU; LUO; WANG, 2012), anti-
inflamatério (PIVETTA et al., 2018), analgésico, antiespasmédico, antibactericida (LI
et al.,, 2017), antifingico (ROMERO et al., 2009), antisséptico (SHAPIRO;
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GUGGENHEIM, 1995), antitumoral (NAGOOR MEERAN et al., 2017) e inseticida
(MATOS et al., 2019)(JAKIEMIU et al., 2010)

O timol ja é utilizado em produtos alimentares, pomadas tdpicas, sabdes,
cremes dentais, xampus, desodorantes e enxaguantes bucais (SHAPIRO;
GUGGENHEIM, 1995; M. RAIl, S. ZACCHINO, [s.d.]). Devido as suas potentes
propriedades antimicrobianas, o timol é também utilizado na odontologia para o
tratamento de infecgdes da cavidade oral (MARUNIAK et al.,, 1992). Como ja
mencionado anteriormente, estudos mostram a sua eficiéncia no combate ao fungo C.
albicans, causador das candidiase bucal (VASCONCELOS et al., 2014).

Figura 7 - Estrutura quimica do timol.
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O timol possui algumas limitagdes em virtude da sua baixa solubilidade em
agua em pH neutro, apresenta uma solugdo com sabor desagradavel e odor forte, sua
natureza hidrofobica restringe a solubilidade no dominio hidrofébico da membrana
citoplasmatica das células bacterianas entre as cadeias aciclicas lipidicas e a baixa
solubilidade no plasma sanguineo (NAGOOR MEERAN et al., 2017; MARCHESE et
al., 2016). O timol também apresenta uma dependéncia ao pH, sofrendo degradacéo
por hidrélise em valores de pH baixos, na faixa de 5 (LIU et al., 2017). Ao contrario, o
mesmo € rapidamente adsorvido ou degradado no estdmago ou intestino delgado,
devido a protonagdo do grupo fenol (NIEDDU et al., 2014). Em geral, a técnica
utilizada para aumentar a solubilidade e a estabilidade de compostos naturais €
encapsula-los em micelas e/ou lipossomas (MARCHESE et al., 2016). Deste modo, a
proposta da encapsulacéo através de uma NE utilizando lecitina, P123, revestida com
quitosana torna-se interessante, pois apresenta a possibilidade de alteracbes nas
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caracteristicas de liberacdo controlada e adsor¢cao quando comparadas com o timol
puro (MA; DAVIDSON; ZHONG, 2016; MENDES et al., 2017b, 2017a).

2.5 QUITOSANA (QTS)

A quitosana é um biopolimero obtido pela de desacetilacdo em meio alcalino
da quitina [poli(B(1->4)-N-acetil-D-glicosamina)], mostrada na Figura 7. E um dos
polimeros mais abundantes na natureza, sendo encontrada principalmente nas
carapacas de crustaceos, insetos, moluscos e na parede celular de fungos. A estrutura
da Qts é composta de uma sequéncia de agucares monomeéricos do tipo 3-(1-4)2-
acetamido-2-desoxi-D-glicose(N-acetilglicosamina), da qual se assemelha muito a
estrutura das fibras de celulose, divergindo apenas pelos grupos hidroxilas localizadas
na posicao 2. A reacao de desacetilacao é realizada com o emprego de excesso de
NaOH e calor.

Figura 8 - Estrutura quimica da quitina e Qts.
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A Qts possui como principais caracteristicas dissolver em solugdes acidas
diluidas, devido ao seu pKa por volta de 6,2, apresentar carga iénica positiva, a qual
possibilita a reticulagdo com espécies negativas, fornecendo a ela um carater
mucoadesivo (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005). A caracteristica da
mucuadesividade da quitosana € consequéncia de interagcbes intermoleculares e

eletrostaticas com o muco presente na mucosa, o qual é composto
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predominantemente por mucina (NICOLAZZO; REED; FINNIN, 2005). A Qts
apresenta uma gama de grupos passiveis de formacao de ligacao de hidrogénio e
grupos compostos de cargas negativas que vao interagir com as cargas positivas da
Qts (WERLANG; CARCARMO-OYARCE; RIBBECK, 2019).

A estrutura quimica da Qts apresenta dois grupos dois grupos com grande
potencial para modificacées quimicas, podendo proporcionar alteragdes significativas
quanto sua hidrofilicidade e hidrofobicidade (SEVERINO et al.,, 2015). Todas as
caracteristicas citadas anteriormente conferem a Qts uma versatilidade de trabalho,
com diferentes formas fisicas, tais como p6, flocos, microesferas, NPs, membranas,
esponjas, fibras, entre outras (HASANI; OJAGH; GHORBANI, 2018; MENDES et al.,
2017b; OLIVEIRA et al., 2014; ROBLEDO et al., 2018a; SHAOQO et al., 2018). Assim, a
Qts torna-se um biopolimero candidato para uso como formador de material de parede
para protecdo de NEs e posterior liberacdo em mucosas (SOUZA et al., 2014;
ESTEVINHO et al., 2013; SOSNIK; SEREMETA, 2015; SANDRI et al., 2012).

A obtencao de particulas carregadas com ativo denominada “Trojan”, consiste
no revestimento das goticulas da NE por uma macromolécula, seguido da secagem
por atomizacao por spray dryer (CASANOVA; ESTEVINHO; SANTOS, 2016). Estas
particulas carregadas protegem a integridade das nanogoticulas de 6leo e sao
facilmente redispersas em fase aquosa. Desta maneira, é possivel a obtencdo de um
pd carregado com um principio ativo volatil e intacto. Proporcionado assim
significativas mudangas na estabilidade do ativo e alteragcbes nos mecanismos de
liberagdo e agcédo, ampliando a aplicabilidade de diversos ativos (MENDES et al.,
2017b),(CASANOVA; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL

Desenvolver e avaliar as caracteristicas de NEs produzidas pelo método de
emulsificacdo espontdnea como possiveis carreadores de timol, e estas revestidas

com Qts, aplicadas a cavidade oral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Avaliar a concentracdo de lecitina, P123 e a massa de OSU para a
formulacéo de NE pelo método de emulsificacdo espontanea.

ii) Avaliar a estabilidade coloidal dos sistemas obtidos via emulsificagéo
espontanea utilizando lecitina, P123 e OSU, a fim de obter os melhores parametros.

iii) Desenvolver uma formulagdo contendo timol a partir dos melhores
parametros de preparo da NE.

iv) Desenvolver e caracterizar NE sem e com timol revestidas por Qts;

v) Caracterizar todas as formulacdes por Espalhamento de Luz Dindnmico
(DLS), potencial zeta, Microscopia de Transmissao Eletrénica (TEM), Microscopia
Eletrénica de Varredura (SEM), Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);

vi) Estudar a liberagdo do timol em agua e tampéao saliva por membrana de
dialise e permeabilidade em mucosa suina;

vii) Empregar a técnica de secagem por aspersao para a obtencdo de um poé
carregado com NE.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

As NEs foram preparadas utilizando lecitina (Lipoid® S75 com 75 % de PC
adquirido da Lipoid GmbH (Alemanha)), Oleo do Semente de Uva (OSU) adquirido na
farmécia Magistrale (Florianépolis), Pluronic® P123 (P123) e timol na forma sélida com
pureza de 98,5 %, adquiridos da Sigma Aldrich. A Qts utilizada foi de média massa
molar (M, = 10.6x10* g mol'), determinada pelo método viscosimétrico segundo WITT
et al. (2010), com grau de desacetilacao de 86,8 % baseando-se no método descrito
por BRUGNEROTTO et al. (2001) os procedimentos estao descritos nos anexos A e
B, respectivamente. O tampao fosfato-salina (PBS) foi preparado com NazHPO4 (1,43
g L"), KH2PO4 (0,24 g L"), NaCl (8,00 g L"), KCI (0,20 g L") e teve seu pH ajustado
para 7,4 com HCI 1 mol L'. O tampéao Krebs-Ringer bicarbonato foi preparado com
NaCl (6,95 g L"), KCI (0,35 g L"), KH2PO4 (0,16 g L"), NaHCOs (2,10 g L),
CaCl..2H20 (0,37 g L"), MgCl..6H20 (0,20 g L"), glicose (0,99 g L") e seu pH foi
ajustado para 7,4 com HCI 1 mol L-!. Tamp3ao saliva foi adaptado de (MUSA TROLIC
et al., 2019), e preparado com KCI (1,5 g L"), NaHCOs (0,5 g L"), NagHPO4 (0,5 g L
Y e KSCN (0,5 g L"). Os demais reagentes e solventes, sdo de elevado grau de

pureza e utilizados sem purificagcao prévia.
4.2 METODOS
4.2.1 Preparo das Nanoemulsoes

As NE foram preparadas de acordo com a técnica descrita por (BOUCHEMAL
et al., 2004). Primeiramente, a fase organica constituida de OSU (0,1, 0,3 e 0,5 g) foi
dissolvida em solugcdo de acetona contendo o surfactante lipofiico PC nas
concentragdes de (0,06153, 0,1494 0,3486 g L") resultando em 20 mL de fase
organica. A fase aquosa foi preparada utilizando 4gua deionizada e surfactante
aniénico P123, nas concentragbes de 0,5, 1 e 3 g L, totalizando um volume de 40
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mL. Para o preparo das NE, a fase orgéanica foi injetada na fase aquosa, de modo
semi-continuo e sob agitacao constante por 15 minutos. Apds a agitacao, o solvente
organico foi removido por evaporacao a pressao reduzida, resultando um volume final
de 40 mL de solucéao (LI et al., 2017). Ap6s a remocéao do solvente as NEs sem timol
(NEB), foram armazenadas a 4 °C e posteriormente caracterizadas. A formulagéao
ideal foi adquirida através da variacao das concentracoes de lecitina, P123 e OSU,
gerando 27 formulacdes diferentes, como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Formulacdes utilizadas na escolha da NEs.

Amostra Lecitina? P1232 Oleo de semente de uvaP
NEB1 0,3486 3
NEB2 0,3486 1
NEB3 0,3486 0,5
NEB4 0,1494 3
NEB5 0,1494 1 0,1
NEBG6 0,1494 0,5
NEB7 0,06153 3
NEB8 0,06153 1
NEB9 0,06153 0,5
NEB10 0,3486 3
NEB11 0,3486 1
NEB12 0,3486 0,5
NEB13 0,1494 3
NEB14 0,1494 1 0,3
NEB15 0,1494 0,5
NEB16 0,06153 3
NEB17 0,06153 1
NEB18 0,06153 0,5
NEB19 0,3486 3
NEB20 0,3486 1
NEB21 0,3486 0,5
NEB22 0,1494 3
NEB23 0,1494 1 0,5
NEB24 0,1494 0,5
NEB25 0,06153 3
NEB26 0,06153 1
NEB27 0,06153 0,5

aconcentragdo em g L'
®massa em g
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4.2.2 Preparo das NE contendo Timol

A NE selecionada é composta de 0,3 g de OSU com e sem timol, 0,3486 g L-
' de lecitina e 3 g L' de P123, e foi escolhida pelos critérios descritos nos préximos
capitulos. Na preparacao das NE contendo timol (NET), foram preparadas duas
formulacbes, a metodologia utilizada foi a mesma descrita anteriormente. O timol foi
dissolvido no OSU na proporcao de 9,1% e 42,8% (m/m), resultando em sistemas com
0,512 e 3,2 g L' de timol, nomeadas como NET1 e NET2 respectivamente, de acordo
com a Tabela 3.

Tabela 3 - Composicdo das amostras NEB10, NET1 e NET2.

Composicao
Amostra Lecitina® P123° oSuP TimolP
NEB10 0,3486 3 0,3 0
NET1 0,3486 3 0,3 0,52
NET2 0,3486 3 0,3 3,2
aconcentragdo em g L’
bem g

4.2.3 Preparo das NE recobertas com Qts

As NE recobertas com Qts foram obtidas através da adicdo de NEB e NET a
uma solugao de Qts 0,3 % (m/v) preparada em solug¢ao de &cido acético 1 % (v/v) nas
proporgdes de 50, 60, 70, 80 e 90 % (v/v) de solucdo de Qts 0,3 %. Estas amostras
denominadas por NEB@Qts, NET1@Qts e NET2@Qts foram caracterizadas por DLS
e potencial zeta, juntamente com a estabilidade.

4.3 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES
4.3.1 Espalhamento de luz dindmico
A determinacao do tamanho de particula e o indice de polidispersao foram

realizados por espalhamento de luz dindmico (DLS) em um Gonidémetro
Multicorrelador (ALV - LSE 5004, Alemanha) com um laser de HeNe trabalhando a
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632,8 nm, disponivel no Laboratério de Polimeros e Surfactantes (POLISSOL). Para
as amostras NEB10, NET1 e NET2, puras e recobertas com Qts o espalhamento de
luz das nanopatrticulas foi verificado na faixa de 30°- 150° com intervalo de 10° durante
120 s para cada angulo, onde foi entdo determinado o Raio Hidrodinamico (Ru). Os
demais dados de espelhamento foram obtidos no angulo fixo de 90° durante 120 s.

A partir do decaimento da funcdo de autocorrelagdo, aplicando modelos
matematicos é possivel calcular o coeficiente de difusdo das particulas, assim como,
o tamanho da NE. O valor do coeficiente de difusao (D) é calculado pelo coeficiente
da reta do plot da frequéncia de relaxacao da funcao de correlacao (T), pela funcéo
do vetor de onda (g?) do feixe de luz incidente (Equacéo 1).

T=¢q?D (1)

Onde T ¢ a frequéncia de relaxacao e q é o vetor de onda definido pela equagao
2. Sendo que A comprimento de onda da luz incidente, 8 o angulo de espalhamento e

n o indice de refracdo do meio.

0= 2an (%) @
Assim, conhecendo-se o coeficiente de difusao, a partir da Equacao de Stokes-
Einstein (Equacao 3), é possivel calcular o Ry das nanoparticulas, na qual ks é a

constante de Boltzmann, T é a temperatura da amostra e n a viscosidade do meio.

kgT
Ry= 6mnD (3)

O indice de polidispersidade (PDI) foi calculado no Software do Correlador ALV
7004 V.3.0 pelo método Cumulant. As andlises foram realizadas em cubetas
cilindricas de vidro contendo 2 mL da amostra previamente diluida em agua
deionizada utilizando um fator de diluicdo de 1:30. Da mesma forma foi realizado a
diluicdo das amostras recobertas por Qts, acrescido de uma filtragem com filtro de

membrana de acetato de celulose com tamanho de poro de 0,45 um.

4.3.2 Analise de Potencial zeta

O potencial zeta () das amostras foram determinadas utilizando um
equipamento Zetasizer Nano Series modelo SZ (Malvern Instruments, Reino Unido),
operando em 4,0 mW, disponivel no Laboratorio de Catélise Biomimética (LaCBio).

As amostras foram preparadas conforme descrito anteriormente no item 4.3.1.
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4.3.3 Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

A obtencédo das imagens dos sistemas NEB, NET e NEB@Qts, NET@Qts (0,3
% de Qts) por microscopia eletrbnica de transmissao foi realizada utilizando um
microscépio JEM 1011 operando a uma voltagem de aceleracao de 80 kV, disponivel
no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME). As amostras foram
depositadas em grades de cobre revestidas com filme polimérico (FORMVAR®) e
contrastadas pela adicdo de acetato de uranila 3 % (m/v). O excesso de liquido foi
removido com papel filiro e deixado secar a temperatura ambiente. As NEB e NET
foram preparadas a partir da diluicdo de uma aliquota de 300 pL em uma solucao de
isopropanol e agua deionizada 50 % (v/v). Ja para as NEB@Qts e NET@Qts (0,3 %
de Qts), 500 pL de amostra foram diluidos em 5 mL de isopropanol, filtradas com filtro
de membrana de acetato de celulose com 0,45 ym de tamanho de poro, antes de ser
gotejado no grid. O isopropanol € comumente utilizado no preparo de amostras para
TEM, com o objetivo de obter uma melhor dispersao da amostra sobre a superficie do
grid, resultado da rapida evaporacao do solvente, evitando assim a formacao de
aglomerados. O software open source Image J foi empregado para obtencao do

diametro das particulas, calculados a partir da area de cada particula (area do circulo).

4.3.4 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria diferencial foram obtidas utilizando um calorimetro
diferencial de varredura modelo DSC-50 marca Shimadzu, disponivel na central de
analises do departamento de quimica da UFSC. Os experimentos foram realizados
em atmosfera de nitrogénio 50 mL min-' e célula de aluminio, nas condigdes de
temperatura entre -110 a 230 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C min-'. Esta
condicao extrema de temperatura, foi utilizada para obtencédo das transicées em
temperaturas negativas, sem que houvesse interferéncias geradas pela estabilizacao
da linha base. A anélise de DSC de polimeros pode envolver a realizagdo de uma
primeira varredura para eliminagdo da historia térmica ou de solvente do material. Em

amostras contendo Qts faz-se necessario este processo para a eliminacdo de agua
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da matriz. Para as amostras avaliadas neste trabalho, devido a possibilidade de
ocorrer degradacao da NE e do ativo apds a primeira varredura, néo foi realizada a

eliminagéo da historia térmica ou de solvente.
4.4 ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO
4.4.1 Estabilidade das nanoemulsoées

As NEs NEB e NET foram armazenadas em frascos tampados em geladeira
a uma temperatura de 4 °C para o estudo de estabilidade nos tempos (1, 7, 15 e 30
dias), mediante as variacdes de tamanho, indice de Polidispersidade (PDI) e potencial
zeta. As metodologias de analise utilizadas estdo descritas no item 4.3.1 deste
trabalho.

4.5 LIBERACAO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO
4.5.1 Metodologia de quantificacao de timol utilizando UV-vis

Para a quantificacdo da quantidade de timol liberada utilizando membrana de
didlise, foi confeccionada uma curva de calibragao utilizando um espectrémetro UV-
Vis (UV NOVA/1800, Brazil), disponivel no Grupo de Estudo em Materiais Poliméricos
(POLIMAT). Espectros de absorbancias de solugdes contendo timol (98,5 %),
preparadas em agua e tampao saliva, nas concentragbes de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60
e 70 mg mL", foram analisados no comprimento de onda de 274 nm (NAGOOR
MEERAN et al., 2017). A equacao da reta resultou em um coeficiente de absortividade

molar (€) de 12,56 para a agua e 12,57 para o tampao saliva.
4.5.2 Curvas de liberacao em agua e solucao tampao saliva

Com o objetivo de obter curvas de liberagdo das diferentes amostras em
diferentes sistemas que descrevam um comportamento prévio sobre sistemas de
maior complexidade, foi utilizado o processo de didlise (ROBLEDO et al., 2018b). As
amostras foram preparadas e adicionadas a uma membrana de dialise (Sigma Aldrich,



39

tamanho molecular de 12,000 kg mol') e colocadas em contato com 500 mL de agua
deionizada ou tampéo saliva, realizando-se coletas de diferentes pontos num periodo
de doze horas, passando em seguida para intervalos de 24 horas até atingir a
concentragdo no tempo infinito. As aliquotas foram analisadas por UV-VIS no
comprimento de onda de 274 nm e os calculos realizados utilizaram o € do item 4.5.1.
O volume retirado nas coletas era devolvido integralmente para a solugao externa a

membrana de didlise.

4.5.3 Eficiéncia de encapsulacao (EE%)

A eficiéncia de encapsulacao foi determinada pela Equacdo 4 segundo
metodologia adaptada de ROBLEDO et al. (2018b) foi analisado a quantidade de
timol, em massa, liberado em 24 h, utilizando o sistema de dialise descrito no item
4.5.2.

EE% = massa de timol liberado x100 (4)

massa de timol inicial

4.5.4 Quantificacao do timol utilizando espectroscopia de fluorescéncia para o
estudo de permeabilidade transbucal.

A metodologia de quantificagdo para o timol foi baseada nos estudos de
interacdo do mesmo com albumina bovina, utilizando a espectroscopia de
fluorescéncia (ROUFEGARINEJAD et al.,, 2018). A curva de calibracdo para
quantificagdo do timol foi determinada a temperatura ambiente utilizando-se um
fluorimetro da Hitachi modelo F-4500, disponivel no POLISSOL. Espectros de
emissdo de fluorescéncia de solugées de timol (0,07 - 7 mg mL") preparados em
mistura de solventes de 50 % de acetonitrila e uma solucdo de PBS 15 % etanol, foram
obtidos no intervalo de 285 a 400 nm com Aexc = 277 nm. A equacgao da reta resultante
da relacédo entre a concentracdo de timol e a respectiva emissdo em 304 nm foi
utilizada para quantificagdo do composto.
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4.5.5 Estudos de permeabilidade transbucal ex vivo

A fim de observar o comportamento das amostras na boca, foram realizados
testes de permeabilidade em mucosa suina. Considerando as similaridades
estruturais entre a mucosa bucal humana e suina, e que ambas apresentam
permeabilidade semelhante, esse tecido animal foi escolhido para os estudos de
transporte do timol (KULKARNI et al., 2009). A mucosa bucal suina foi obtida em um
abatedouro local imediatamente apds o abate e transportada em tampéao Krebs a 4
°C. Para os testes, o tecido adiposo foi removido com o auxilio de tesoura cirtrgica e
bisturi e a mucosa separada foi mantida em tampao Krebs a 4 °C até o inicio dos
estudos de permeabilidade. Os ensaios de permeabilidade foram realizados no
laboratério de farmacotécnica e cosmetologia, utilizando a camara de difusdo de
Franz, como mostrado na Figura 8, com uma area de difusdo de 1,77 cm?. As fases
receptoras foram preenchidas com solugao aquosa de PBS e etanol 15% e mantidas
a 37 °C sob constante agitacado magnética a 765 rpm. Devido a baixa solubilidade do
timol em agua, foi utilizado etanol 15 % para melhorar a solubilidade do mesmo, na
faze aceptora, atingindo assim, quantidades quantificaveis do ativo. As fases
doadoras foram preenchidas com 2 mL de amostra, sendo elas, uma solug¢ao de timol
em PBS como controle, NET e NET@Qts, contendo uma massa inicial de 1,5 1,36 e
0,68 mg. Durante um periodo de 7 horas, a cada hora, aliquotas de 400 pL foram
coletadas da fase receptora, e 0 volume original era corrigido com a adi¢ao de solugao
receptora fresca. As amostras foram diluidas em acetonitrila para a precipitagéo de
proteinas, homogeneizadas em agitador do tipo Vortex, centrifugadas a 12000 rpm
por 5 min e o sobrenadante foi quantificado por fluorescéncia no comprimento de onda
de 304 nm.
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Figura 9 - Representacéo esquematica da camara de difusado de Franz.
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Fonte: Franz. 1975(FRANZ, 1975)

4.5.5.1 Célculos dos dados de permeabilidade

A quantidade de farmaco acumulada por area ( Q) foi calculada de acordo com
a equacao 5 (SINTOV; BOTNER, 2006).

Qe =V.C + f;éVsCi (5)

Onde, Vr e Vs representam o volume da solugao receptora e da aliquota,
respectivamente; C: é a concentragcao de farmaco no meio receptor em cada tempo
de amostragem e Ci é a concentragcao de farmaco no tempo de ordem .

Através dos dados obtidos pela permeabilidade foi calculado o estado de fluxo
constante (Js) através do coeficiente angular da reta que relaciona a quantidade
permeada acumulada de farmaco (ug cm2) em funcdo do tempo (h). O coeficiente de
permeabilidade (P) foi determinado pela relagdo entre Js e a concentracao inicial de
farmaco na camara doadora (P = Js/Cd). O tempo de laténcia, tempo requerido para a
obtencéo do estado de fluxo constante, € representado pelo intercepto da regresséo

linear com o eixo das abcissas.
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4.6 SECAGEM DAS AMOSTRAS NEB@QTS E NET@QTS POR SPRAY DRYING

ApGs a obtencao das formulacdes das NE, as mesmas foram revestidas por
Qts, atraves da adigdo de 10% de NET ou NEB em uma solucédo de Qts 0,4 % (m/v)
preparada em solugédo de acido acético 1% (v/v). Posteriormente, as mesmas foram
secas empregando-se a técnica de secagem por atomizacdo, utilizando o
equipamento spray dryer BUCHI B290 (Suica), disponivel no POLIMAT (CASANOVA;
ESTEVINHO; SANTOS, 2016),(RASSU et al., 2014). As condi¢cdes operacionais de
secagem foram fixadas em 120 °C para a temperatura de entrada, 100 % de taxa de
aspiracdo (35 m3h'), 5 % de taxa de injegdo da amostra (2,5 mL min'') e um fluxo de
arde 600 L h'', resultando assim em uma temperatura de saida em torno de 84+ 4 °C,
com uma agulha de 0,5 mm de diametro.

4.6.1 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

Para verificar o tamanho e morfologia das particulas obtidas por spray drying,
foram obtidas imagens de SEM, utilizando um microscopio eletrénico de varredura
(JEOL JSM — 6390LYV) disponivel no LCME, com uma tensao de aceleragéo de 10 kV
e com aproximacbes de 500, 1500, 5000 e 10000 vezes. As amostras foram
preparadas através da deposi¢ao das particulas em fita de carbono e metalizadas com
fina camada de ouro. O software open source Image J foi empregado para obtencéao
do didmetro das particulas, calculados a partir da area de cada particula (area do
circulo).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 ESCOLHA DA FORMULACAO DA NANOEMULSAO

A escolha de uma formulacéo da NE foi realizada a partir formulacéao de 27
NEs preparadas com diferentes concentragdes de lecitina, P123 e massa de OSU,
conforme apresentado na Tabela 2. As amostras foram avaliadas pelo seu tamanho e
PDI nos dias 1, 7 e 15 como visto na Figura 9, a seguir. As Figuras 9A, 9B e 9C
mostram uma tendéncia de aumento dos valores de tamanho e PDI, com o aumento
da quantidade de 6leo utilizada. Conclusdo baseada na observacao, pois os graficos
estdo apresentados na mesma escala de tamanho, para ambos os eixos “y”. O
conjunto de amostras NEB1 a NEB9, representados de maneira mais clara na Figura
10A, com 100 mg de OSU empregados na confecgdo da NE, observa-se uma
tendéncia de tamanhos inferiores a 100 nm e valores de PDI abaixo de 0,230.
Tendéncia essa que se manteve com o passar do tempo, indicando boa estabilidade
deste sistema.

O conjunto NEB10 a NEB18 e NEB19 a NEB27 contendo 300 e 500 mg sao
mostrados na Figura 10B e 10C, respectivamente, apresentando a tendéncia em
formar particulas maiores e mais polidispersas. Para a Figura 10B observa-se
tamanhos entre 75 e 350 nm com PDI entre 0,2 e 0,4 e de modo semelhante para a
Figura 10C temos tamanhos entre 100 e 400 nm e PDI entre 0,3 e 0,5. Pode ser
observado também que com o passar dos dias a variagao de tamanho e PDIl aumenta,
consequéncia da possivel formacdo de aglomerados e segregacdo de fase. E
importante ressaltar que os dados de PDI estdo apresentados através das médias e
respectivos desvios, para valores adquiridos nos trés diferentes dias, com a finalidade

de visualizar uma linha de tendéncia na variagéo destes valores no tempo.
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Figura 10 — Dados de tamanho e PDI adquiridos a partir do angulo de 90°, dos dias 1 (Barra azul), 7
(Barra verde) e 15 (Barra laranja) para as formulagdes de NEB1 a NEB9 (A), NEB10 a NEB18 (B) e

NEB19 a NEB27 (C).
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A escolha da NE a ser utilizada nos passos seguintes deste trabalho, foi
baseada nos critérios de maior quantidade de OSU carregada junto da melhor
estabilidade. Com isso foram selecionadas as amostras NEB10 e NEB19, pois
carregaram respectivamente 300 e 500 mg de 6leo e mantiveram a estabilidade com
relacdo ao tamanho e PDI. A formulagdo numero 19 apesar de promissora, foi
descartada por apresentar segregacao de 6leo na superficie da NE, assim como todas
as amostras entre NEB11 e NEB27.

O OSU foi escolhido para a formulacao das NE pois em produtos comerciais
contendo 6leo essencial de tomilho, entre outros 6leos essenciais, eles sdo diluidos
com OSU. O mecanismo de formacdo da NE através da utilizacdo de P123 é
complexo, onde apenas proposigdes podem ser feitas, tais com a alternancia entre
moléculas de lecitina e P123. O mesmo pode estar em formato de “v’ como mostrado
na Figura 6 ou simplesmente na sua forma alongada (CHEN et al., 2016b). Apesar de
complexo, sem um segundo surfactante, a NE ndo é formada, sendo formados apenas
lipossomos. Desta maneira, a discussdo deste trabalho tera seu foco maior nas
interacOes que ocorrem devido a presenca de lecitina.

De acordo com a Figura 11A, observa-se que a formulacdo NEB10 apresenta
um periodo de estabilizacao inicial, mostrado pela discrepancia entre os valores de
tamanho de raio do dia 1 para o dia 7, pois 0s valores subsequentes apresentam maior
proximidades. Este fenbmeno é justificado pela metodologia utilizada, visto que tanto
as medidas de tamanho, PDI e potencial zeta foram realizadas no mesmo dia de sua
confeccao, ou seja, dia 1, sem que houvesse um tempo prévio para a estabilizagéo
do sistema. De maneira geral podemos observar que o sistema € estavel no periodo
analisado, sustentado pelos valores de tamanho e potencial zeta apresentados na
Figura 11A e pelos baixos valores de PDI apresentados na Tabela 4. Solugbes
monodispersas sao cineticamente estaveis, possuem maior resisténcia a formagao de
cremes e coalescéncia, assim como, menor efeito gravitacional (BOUCHEMAL et al.,
2004). A coalescéncia do sistema € governada pelo amadurecimento de Oswald, onde
em NEs o mecanismo de crescimento de goticulas é dirigido pela migracdo de
moléculas de 6leo das goticulas menores, através da fase aquosa, para as goticulas

maiores, promovendo goticulas cada vez maiores até o ponto que ocorra a



46

segregacao das fases (CHANAMAI; HORN; MCCLEMENTS, 2002). Esta migracao €
favorecida pelo aumento da solubilidade do 6leo na agua.

Figura 11 - Avaliacdo da estabilidade das amostras NEB10 (A) e NET1 (B) por tamanho de raio no
angulo de 90° (m) e potencial zeta (e).
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Tabela 4 — Valores de PDI das amostras NEB10 e NET1 referentes ao angulo de 90° para os dias 1, 7,
15 e 30.

Dias NEB102 NET?
1 0,198 + 0,0296 0,202 +0,0719
7 0,236 +0,0267 0,208 +0,0276
15 0,243 +0,0233 0,179 £0,0392
30 0,244 +0,0151 0,227 +0,0462

amedida+ DP, n=3

Os valores de potencial zeta estao correlacionados a estabilidade de uma NE
pelo seu valor negativo, quanto mais negativo forem seus valores de potencial zeta,
maior sera o numero de cargas negativas no sistema e consequentemente maior a
repulsdo entre as particulas. Desta forma € retardada a coalescéncia das particulas,
impossibilitando a formacdo de conglomerados ou particulas maiores, o que
aumentaria a possibilidade do sistema de sair de fase (LI et al., 2017).

Apos a escolha da melhor formulagé&o contendo apenas lecitina, P123 e OSU,
ou seja, a formulacdo NEB10, foi entdo realizada a incorporagdo do timol na NE,
dispersando este no OSU. Foi realizada uma solugdo de OSU contendo 9,1% do
timol, da qual 0,3 g de OSU foram utilizados na formulagédo da NET1, resultando em
uma massa de 0,0273 g de timol, ou seja, 0,512 g L', como mostrado anteriormente
na Tabela 3. A estabilidade da NET1 foi acompanhada do mesmo modo que a amostra

NEB, onde podemos ver na Figura 11B um comportamento similar ao observado para
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a amostra NEB10. E observado uma diferenca significativa de tamanho entre os dias
1 e 7 e uma estabilidade entre os dias 7 e 30, sendo justificado conforme citado
anteriormente para a amostra NEB10. Ainda correlato as conclusées ja feitas, temos
também valores negativos do potencial zeta e valores de PDI abaixo de 0,230 como
mostrado na Tabela 4. Estudos utilizando lecitina como emulsificantes citam que
valores entre 0,1 e 0,2 sao valores aceitaveis para uma dispersdao coloidal de
qualidade e desta forma obtivemos um valor pr6ximo ao maximo referenciado na
literatura (KLANG; VALENTA, 2011). De maneira introdutéria podemos observar
tamanhos menores para NET1 do que para o sistema NEB10 e valores de potencial
zeta e PDI proximos, constatando uma consideravel semelhanga entre os dois
sistemas NEB10 e NET1.

A discussao dos topicos seguintes mostra a necessidade da confeccao de
uma segunda formulagédo com maior massa de timol, a fim de melhorar os estudos de
DSC e incrementar trabalhos futuros do ponto de vista da liberagdo em agua e tampéao
simulador saliva, analise do p6 obtido por spray drying e os estudos de permeabilidade
em mucosa de porco. Esta nova formulacado foi denominada de NET2, onde foram
utilizados 42,8% de timol, resultando em 0,128 g de timol por formulacdo ou uma
concentragdo de 3,2 g L' como visto anteriormente na Tabela 3. Os valores de
tamanho, PDI e potencial zeta para a amostra NET2 serdo abordados e apresentados
subsequente junto a discussao sobre Ru, assim como as diferencas entre o sistema
NET1. A incorporagdo de uma maior massa de timol é vantajosa para melhorias na
quantificagéo do ativo nos diferentes processos, acompanhada também do aumento
da eficiéncia do material formado. Observa-se também que a solubilidade
proporcionada pelo sistema é vantajosa, ja que a solubilidade maxima do timol em
adgua é de 1 gL', como ja citado anteriormente.
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5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES
5.2.1 Raio Hidrodinamico (Ry) para os sistemas NEB10, NET1 e NET2

Pode-se observar na Figura 12A, para a amostra NEB10 uma boa curva de
correlacdo e uma distribuicdo de tamanho com duas populacgdes distintas para o
angulo de 90°. As populacbes e seus devidos tamanhos obtidos pela curva de
distribuicao a partir do software foram de 6,8 % com 100 nm e 93,2 % com 268 nm de
diametro, com um PDI de 0,296. A presenca de duas populacdes pode ser justificada
pela metodologia de analise e pela ndo homogeneidade na confeccao da NE, podendo
apresentar variacbes no momento da adicdo da fase organica a fase aquosa,
momento de maior importancia no processo de formagao da NE. A Figura 12B mostra
a dependéncia da frequéncia de relaxagdo (') em funcdo de g?> com um R? = 0,9869
e um coeficiente angular de 2,26x10'> m?s™', resultando em um Ry de 104 nm e um
didmetro de 208 nm.

De maneira similar, a Figura 12C apresenta a curva de correlagédo e a
distribuicdo do raio hidrodinamico, assim como a dependéncia de g® em funcio da
frequéncia de relaxacao (Figura 12D) para a amostra NET contendo 27 mg de timol.
Observa-se novamente uma boa curva de correlagdo e uma Unica populagdo com o
Ru de 79,29, o que da um tamanho de aproximadamente 160 nm, apresentando um
aumento de tamanho significativo comparado a NEB10. Quando o raio hidrodindmico
€ analisado apenas pelo angulo de 90° obtém-se 100% de populagcdo com 480 nm e
um PDI de 0,217 + 0,172 ja que a medida feita em um Unico angulo resulta no
coeficiente de difusao aparente.

Por fim a Figura 12E mostra as curvas de correlagéo e a distribuicdo do raio
hidrodinamico e a dependéncia de ' em funcéo de q? (Figura 12F) para a amostra de
NET2 preparado com 128 mg de timol. Podemos observar uma boa correlagado dos
dados e a populacao majoritaria apresenta um Ry de 84,2 nm e um tamanho de 168,4
nm. Da mesma maneira obtém-se os dados no angulo de 90° apresentam populacdes
de 1,5 % com 100 nm, 97% com 484 nm e 1,5 % com 3,2 um com um PDI de 0,227.
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Figura 12 — Curvas correlagcédo G (t) para o angulo de 90° (linha sélida) e a respectiva distribuicdo de
tamanho (linha tracejada), assim como a dependéncia da frequéncia de relaxagéo (I') em fungdo de ¢

para as amostras NEB10 (A) e (B), NET1 (C) e (D) e NET2 (E) e (F).
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Observando a Tabela 5 conclui-se uma diminui¢ao significativa nos valores de
Ru da NEB10 para a NET1 e NET2, em torno de 20%, justificado pela interagéo do

timol com a regiao polar da lecitina (mais efetiva com o grupo fosfato). Esta interacéao
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gera uma forca positiva no sentido de aproximar as moléculas lecitina na NE,
formando um sistema mais compacto e organizado. Estudos mostram que em filmes
lineares de PC o timol causa um efeito da diminuicdo da pressdao e aumento na
elasticidade do filme (FERREIRA et al., 2016). Desta maneira, quanto mais compacta
forem as goticulas, menor sera o seu tamanho. Em contra partida observamos um
acréscimo de 5 % no Ry comparando NET1 e NET2, aumento do qual pode ser
justificado pelo aumento da quantidade de timol a ponto de o mesmo localizar-se entre
as regides polares da lecitina de tal maneira a causar uma certa repulsdo ou
consequéncia de uma encapsulacdao mais eficiente de (OSU + timol) (FERREIRA;
LAGO; CASELI, 2019).

Tabela 5 — Valores de Ru, PDI e potencial zeta para as amostras NEB, NET1 e NET2

Amostra Ru? PDI Potencial zeta®

NEB 104 0,296 -36,8 + 1,74

NET1 79,3 0,217 -37,9 £2,50

NET2 84,2 0,227 -32,6 £ 2,68
&nm

b medida + DP,n=3

Verificando-se os valores de potencial zeta na Tabela 5 observa-se valores
semelhantes para as amostras NEB10 e NET1. Mas nota-se um decréscimo no valor
de potencial zeta para a amostra de NET2, mostrando que a disponibilidade das

cargas negativas da lecitina diminuiu com o aumento da concentragao de timol.

5.2.2 Microscopia de transmissao eletrénica (TEM)

A fim de observar o formato das NEs formadas foram realizadas imagens por
TEM dos sistemas NEB10 (a) e (b) e NET (c) e (b), representados na Figura 13. A
amostra NEB10 apresentou um tamanho de particula de 175 £ 27 nm, valor menor
que o observado anteriormente pelo Rux que foi de 208 nm. Esta reducao de tamanho
entre as diferentes técnicas de andlise € esperada, jA que para obtencdo das
micrografias, a amostra se encontra seca, apresentando comportamento diferente do
apresentado em solucdo. O efeito de secagem pode ser observado em maior detalhe
na Figura 13b, pela formag&o de um anel branco em torno da NE seca.
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Figura 13 - Imagens de TEM da amostra NEB@Qts em que em (a) e (b) a barra de escala é de 0,2 pm.
Para a amostra NET@Qts em que em (c) a barra de escala é de 2 pm e em (d) é de 0,2 um.
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Para a amostra NET1 (Figura 13c) o tamanho foi de 886 = 316 nm, superior
ao encontrado pelo Ry que foi de 160 nm. Neste pondo nos deparamos com
problemas técnicos da analise e do equipamento, que impossibilitou uma aproximagao
maior, sendo possivel apenas a visualizacdo de goticulas maiores. Em contra partida
é visivel a formacédo da NE e é evidenciado um menor efeito da secagem do solvente,
resultado da interacédo do timol com a regiao polar da lecitina, formando entdo uma
micela mais organizacao e de maior rigidez.

Outro ponto a ser observado é a diferenca de coloragdo entre as amostras,
sendo a NEB10 muito mais escura do que a NET. Este efeito pode ser justificado pela
interacdo eletrotrostatica entre os ions uranila (UO2)*? com as cargas negativas do
grupo fosfato da lecitina (SHAH, 1969). O ion uranila é derivado da solugéo de acetato
de uranila utilizada para contrastar as amostras sobre o grid para realizagdo das
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imagens. Sabe-se entdo que quanto maior a quantidade de ions uranila sobre a
superficie da particula, mais escura ela sera, indicando que para a NEB10 existem
mais cargas negativas de lecitina disponiveis para interacao com estes ions. Desta
maneira é adicionado mais um resultado que mostra a interacdo entre o timol e a
lecitina, ja que a coloracdo mais acinzentada da particula NET sugere menor
quantidade de ions uranila na superficie, ou seja, menos cargas negativas da lecitina
disponiveis, consequéncia da presenca de timol entre as moléculas. A Figura 13c esta
em uma escala maior que a Figura 13a, resultado da ndo obtencdo de uma imagem

com nitidez aceitavel, que mostrasse as caracteristicas do material.

5.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A fim de avaliar as interagbes presentes na formulagdo em relagdo a
composi¢do das NEs com e sem timol, foram realizadas analises de DSC entre os
componentes puros, mistura dos componentes presentes na formulacéo, assim como
das NEs carregadas e nao carregadas com timol. Na Figura 14a é mostrada a curva
de DSC para o componente puro timol, que apresenta dois eventos endotérmicos bem
distintos, o primeiro em 45,7 °C com o valor de entalpia de 116,1 J g, referente a sua
fusdo e o segundo evento que se inicia em 120 °C e termina préximo a 220 °C com
uma taxa maxima de sublimag¢ao em 230 °C, compreendendo uma entalpia de 367,8
J g' (ZAMANI et al., 2015). Este segundo evento tem um perfil alargado e esta
relacionado com a transicdo de fase liquido-vapor do composto, seguido de um
acrescimo vertical acima da linha base inicialmente estabelecida, sugerindo assim a
perda de massa durante o processo. Este evento esta atrelado a elevada pressao de
vapor do timol.

A curva (b) é referente ao tensoativo P123, que apresenta dois eventos de
fusdo muito proximos com uma entalpia total de 15,3 J g-' nas temperaturas de 19,3 e
20,6 °C, seguido de uma fusdo em 32,2 °C com entalpia de 17,124 J g*'. J& a curva
(c) deste mesmo grafico representa as transicées do OSU que apresenta duas
entalpias de fusdo muito proximas em temperaturas negativas de -46,5 e -33,24 °C,
somando um valor de -51,0 J g'. Isso mostra que a temperaturas inferiores a -50 °C

0 mesmo se encontra no estado sélido.
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Figura 14 - Curvas de DSC dos componentes puros timol (a), P123 (b), OSU (c) e lecitina (d).
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Por fim a lecitina curva (d) apresenta trés eventos pouco definidos,
consequéncia da complexidade da amostra e da baixa entalpia dos processos. O
primeiro evento entre -65 e 10 °C apresenta uma entalpia de fusdo de 13,6 J g7,
seguido de um segundo evento alargado entre 75 e 85 °C com AH de -157,8 Jg' e
um Ultimo evento em 182 °C com uma entalpia de 6,4 J g'.

Em seguida na Figura 15 sdo mostradas as curvas das amostras NEB10 (d) e
NET1 (e) e dos componentes puros timol (a), lecitina (b) e OSU (c). Observa-se nas
amostras NEB10 e NET1 a presenca das bandas de transicdo de fase referente ao
OSU (-60 a 0 °C), consequéncia da grande quantidade em massa presente do mesmo
nas amostras e um evento bem definido para a amostra NEB10 na faixa de
temperatura entre 164 e 178 °C, possivel resultado de uma transigédo da lecitina. Este
mesmo evento também esté presente na amostra NET1 de forma discreta e levemente

deslocado para maiores temperaturas, possivel resultado da interacao da lecitina com
o timol.



54

Figura 15 - Curvas de DSC dos componentes puros timol (a), lecitina (b) e OSU (c), assim como dos
sistemas NEB10 (d) e NET1 (e).
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Para um melhor entendimento dos sistemas gerados, foram obtidas as curvas

de DSC de misturas de menor complexidade a partir dos componentes puros,
preservando a integridade da metodologia de preparo das NEs, assim como as
proporgdes. As curvas da mistura de lecitina + OSU e lecitina + OSU + timol estao
apresentadas da Figura 16 (d) e (e), respectivamente, juntamente dos componentes
puros e das NEs NEB10 e NET1.

Estes dados mostram que na mistura entre OSU e lecitina (d) ndo é possivel
observar transicdes referentes a lecitina, apenas transi¢cdes do OSU préximo a -50 °C
pode ser notada, mas quando adicionado timol a mistura ocorre o desaparecimento
das transicdes relativas ao OSU e tem-se o0 aparecimento de uma transicao em torno
de 160 °C possivelmente referente ao timol. A Figura 17 apresenta de forma nitida a
forte interagéo entre a mistura de OSU e timol, ja que esta mistura tende a ficar liquida
na faixa de temperatura estudada, sem a presencga de uma transicdo de fase evidente
ou definida. Pode-se apenas podemos identificar de forma clara a supressao das
entalpias de fusdo dos dois componentes.
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Figura 16 - Curvas de DSC referentes aos compostos puros timol (a), OSU (b) e lecitina (c), as
interacoes entre estes componentes lecitina + OSU (d) e lecitina + OSU + Timol (e), juntamente com
os sistemas NEB10 (f) e NET1 (g).
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Figura 17 - Curvas de DSC do timol (a) OSU, (b) e a mistura entre 48,2 % de timol e 51,8% de OSU
(c).
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Em resumo, a Figura 17 nos mostra a elevacao do ponto de congelamento do
OSU devido a presenga de timol e a diminuicdo da pressédo de vapor do timol e

também retarda a sua temperatura de ebuligdo. Comportamento observado pela
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comparacao das temperaturas de transicdo com os componentes puros. Isso mostra
que existe uma forte interacdo entre estes componentes, o que implica que estes
compostos interferem na estrutura cristalina do outro. Fato importante, pois esta
mistura confere uma maior solubilidade para o timol, junto da diminuicdo da elevada
pressao de vapor. Em geral isso pode conferir ao sistema uma melhor eficiéncia de
encapsulacdo e uma liberacdo mais controlada. Ponto importante este também
quando relacionamos os resultados com a proposta de secagem da NET por

atomizacao a elevada temperatura.

6 REVESTIMENTO DAS NANOEMULSOES COM QUITOSANA

Na segunda etapa do trabalho, com o objetivo de obter um produto com
caracteristicas mucoadesivas foi confeccionado um sistema composto de NE
revestida por Qts. A interacdo da Qts com as NE é de carater eletrostatico, mais
precisamente, entre as cargas negativas da lecitina e das cargas positivas referente
ao grupo amino da Qts, quando protonado (LIU et al., 2016). A elucidagcdo mais
detalhada do comportamento da NE recoberta por Qts sera realizada nos itens a
seqguir, onde serao reportadas todas as caracterizacdes realizadas para os sistemas
NEB@Qts e NET@Qts. O sucesso em obter sistemas estaveis, esta na utilizagdo dos
volumes adequados na mistura entre NE e Qts, que esté diretamente relacionado a
massa de Qts presente na solugéo.

6.1 VARIACAO DA PORCENTAGEM DE QTS PARA RECOBRIMENTO

A fim de entender melhor o funcionamento e o comportamento das NEs em
contato com uma solucao de Qts, foi preparada uma solugéo de 0,3 % (m/v) de Qts
em solugcédo 4cida de acido acético 1 % (v/v). Esta porcentagem foi baseada na
utilizagdo moderada de Qts, pois se trata de uma relacao direta entre massas. Quanto
maior a massa de Qts, maior a capacidade de encapsulacdo da NE, mas em contra
partida o excesso pode se tornar um desperdicio. Este limite também tem relacdo com
a viscosidade da solucdo, ou seja, quanto maior a massa, maior a viscosidade e

maiores serdo os desafios de trabalho com esta solugdo. Assim, foi necesséario um
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estudo para avaliar quantidade maxima de NE que poderia ser adicionado a uma
solucao de Qts 0,3 % em funcao da estabilidade do sistema formado.

Foi entdo conduzido um experimento onde foram estudas 5 diferentes
solugdes, contendo 50, 60, 70, 80 e 90 % (v/v) de solucdo de Qts, sendo avaliadas
pelo tamanho, PDI e potencial zeta nos dias 1, 7, 15 e 30. E importante ressaltar que
o dia 1 é referente a 24 h de contato sob agitacéo entre a NE e a solucao de Qts. Ap6s
este periodo, as mesmas foram acondicionadas em geladeira a temperatura de 4 °C
com o intuito de avaliar sua estabilidade.

Os resultados para as amostras NEB@Qts (A) e NET@Qts (B) sao
apresentados a seguir, nas Figuras 18, 19 e 20, indicando, respectivamente, os dados
de tamanho, PDI e Potencial zeta. As discussdes desta secdo podem ser realizadas
de diferentes maneiras, sendo prudente iniciar pelos tamanhos apresentados pelas
diferentes amostras. Observa-se na Figura 18A que quanto maior a quantidade de Qts
nos sistemas, acima de 80 %, maior € o raio das particulas formadas, elevando a
probabilidade do sistema de se auto organizar com o passar do tempo, formando
particulas ainda maiores e possivelmente mais sélidas (Tabela 6).

Figura 18 - Tamanho de particula pelo tempo das amostras NEB@Qts (A) e NET@Qts (B).
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Abaixo de 80 % de Qts observa-se um comportamento interessante, onde o
tamanho apresenta um aumento consideravel até o 152 dia, seguido de uma
diminuicdo a valores proximos aos apresentados no 12 dia. Também foi observado a

separacdo de fase para as amostras abaixo de 80 % de Qts, causada pelo excesso
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de NE e a baixa massa de Qts presente, impossibilitando a formacao de particulas
com camada uniforme e espessa. A formacao de uma camada espessa pode estar
relacionada diretamente com a quantidade de Qts em solucdo, capaz de auto
organizar-se em torno da NE, assim como os efeitos causados pela carga superficial
da NE.

Tabela 6 - Variacdo do tamanho do raio das particulas em porcentagem no decorrer do tempo.
Variacdo do tamanho em fungéo do tempo (%)?

Amostra Qts (%) 5 150 30°
50 24,29 41,24 19,20
60 73,23 59,71 2,535
NEB10@QTS 70 72,98 104,5 67,01
80 46,49 71,70 96,91
90 102,9 103,2 154 1
50 -26,27 -35,65 -57,90
60 -7,272 -28,05 -27,27
NET1@Qts 70 1,627 -19,53 -26,97
80 7,888 -18,32 -5,568
20 42,78 -13,23 1,654

@ Valores de variagdo em relagéo ao 12 dia.
® Tempo (dias)

Analisando os dados de PDI na Figura 19A encontramos valores muito
proximos ao decorrer do tempo e com baixos desvios nos tempos analisado, 0 que
indica que o sistema possui uma boa polidispersidade, que segundo (AVADI et al.,
2010) indica o intervalo entre 0 a 0,5 como um bom valor. Este PDI homogéneo é
possivel consequéncia de a amostra ter sido submetida a filtragdo antes da realizagao
da analise, evitando dessa forma o aparecimento de cadeias soltas e aglomerados do

polimero.
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Figura 19 - indice de polidispersidade (PDI), pela porcentagem de solugdo de Qts, nos dias 1, 7, 15 e
30, para o conjunto de amostras NEB@Qts (A) e NET@Qits (B).
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O dados de potencial zeta da Figura 20 mostram valores positivos, o que é
esperado para sistemas contendo Qts, devido sua carga positiva do grupo amina (ILK;
SAGLAM; OZGEN, 2017). Em todas as porcentagens é observado um aumento no
valor do potencial até o 15° dia, indicando novamente que o sistema se organizando
de forma mais ordenada e volumosa em torno da NE com o tempo, suprimindo o efeito
da carga residual negativa da NE sobre o valor do potencial zeta. Ap6s 30 dias €
possivel verificar uma diminuicdo do potencial zeta e isso pode ser efeito da
segregacao de fase e presenca de NE livre em solugdo, elevando a soma de cargas

negativas ao potencial zeta referente a NE livre.

Figura 20 - Dados de potencial zeta referente as amostras NEB@Qts (A) e NET@Qts (B) com
diferentes procentagens de Qts.
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Partindo para as NET recobertas por Qts observamos na Figura 18B uma
tendéncia no aumento do tamanho das particulas com o aumento da porcentagem de
Qts e uma diminuicdo do mesmo no decorrer dos dias. Nas solugdes acima de 30 %
de NET temos valores de tamanho menores do que o tamanho inicial do dia 1, em
especial a amostra contendo 50 de NET que apresentou uma diminuicao constante
no tamanho. Ja para as amostras com 10 e 20 % de NET observa-se o comportamento
de aumento de tamanho com o passar dos dias como visto anteriormente para a
NEB@Qts e uma estabilizacdo no 152 e 302 dia, com valores préximos do dia 1, como
observado também pela na Tabela 4. Os valores de PDI apresentam uma tendéncia
de baixa em todas as amostras descritas na Figura 19B. Os valores de potencial zeta
mostram uma tendéncia de alta do 1° ao 7° dia, seguido de uma baixa no 15° 30° dia,
possivel consequéncia da desestabilizagao do sistema.

Em resumo observa-se que os sistemas NEB@Qts apresentam maior
tamanho, valores mais positivos de potencial zeta e maior linearidade nos valores de
PDI frente ao sistema NET@Qts. Este comportamento pode ser esperado, ja que o
sistema NET@Qts possui moléculas de timol interagindo na superficie da particula da
NE, dificultando a interacdo com as moléculas de Qts, formado particulas menores e
de fino revestimento. Tamanho este que pode ser correlacionado também com o valor
de Ru inferior da NET em relagéo a NEB, como apresentado anteriormente. Os valores
de PDI e potencial zeta apresentados estao diretamente ligados ao preparo de
amostra do sistema. No momento da diluicdo e filtracdo, para as amostras menos
estaveis € possivel a ocorréncia de uma maior selecao de NE nao revestida do que
revestida. Quanto maior a quantidade de NE n&o revestida, menor sera o valor de
potencial zeta e quanto maior a seletividade da filtracdo, menor sera o PDI. A solugao
escolhida neste processo foi a contendo 90 % de soluc¢ao de Qts 0,3 % e 10 % de NE,
pois foi o sistema que mais se apresentou estavel e sem segregacao de fase como
observa-se na Figura 21A para a NEB@Qts e 21B para as amostras NET@Qts.
Juntamente dos valores mostrados, pode-se observar na Figura 21 uma tendéncia de
que quanto maior a porcentagem de NE, menor é a estabilidade do sistema, nas

condi¢des experimentais aqui descritas.
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Figura 21 - Solugcbes compostas por diferentes porcentagens de solugao de Qts 0,3 % e NE, tanto para
os sistemas NEB@Qts (A) e NET@Qts (B).
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6.2 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS NEB@QTS E NET@QTS
SELECIONADAS

6.2.1 Raio Hidrodinamico (Ru)

Os valores de Rn para as amostras recobertas com Qts foram todos
adquiridos por solugdes compostas de 90 % de uma solucéo de Qts 0,3 % (m/v) e 10
% de NE. A Figura 22A mostra uma boa curva de correlagio para a amostra NEB@Qts
e dois picos principais para a curva de distribuicdo de tamanho para a andlise em 90°,
onde o pico de maior intensidade representa 90 % de uma populagcao de 360 nm de
didmetro e uma segunda populagao com 10 % com diametro em torno de 60 nm, com
um PDI de 0,296. A Figura 22B mostra a dependéncia da frequéncia de relaxacéo (I)
em fungdo de g® com um R? = 0,9951 e um coeficiente angular de 1,63x102,
resultando em um Ru de 144 nm e um diametro de 288 nm. Comparando com o0s

valores de Ry apresentados anteriormente para a NEB10, obtivemos um acréscimo
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de tamanho em torno de 80 nm, equivalente a cerca de 40%, comprovando desta

maneira o recobrimento da NE por uma camada de Qts.

Figura 22 - (A) Funcéo de correlacdo G (t) para o angulo de 90° (linha sélida) e sua respectiva
distribuicdo de tamanho (linha tracejada), assim como a dependéncia de g?> em funcéo da frequéncia
de relaxacgdo (I') (B) para a amostra NEB@Qis.
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Os dados referentes as amostras de NET@Qts, contendo NET1 e NET2 sédo
mostrados nas Figuras 23 e 24 respectivamente. A Figura 23A mostras a distribuicao
de tamanhos com dois picos definidos, com tamanhos de 600 nm e 30 nm e populacéo
de 98,5 % e 1,5 % com um PDI de 0,262. O Rn encontrado para esta amostra foi de
140,9 nm, aproximadamente 282 nm, através da reta representada na Figura 23B com
um R?=0,99136 e um coeficiente angular de 1,66x10°'2. Como visto anteriormente a

amostra NET1 apresentou um Ry com didmetro de 160 nm, o que representa um

o (10")

crescimento de 76 % ou 122 nm.

Figura 23 - (A) Funcdo de correlagdo G (t) para o angulo de 90° (linha sélida) e sua respectiva
distribuicdo de tamanho (linha tracejada), assim como a dependéncia de g2 em funcgéo da frequéncia

de relaxacgao () (B) para a amostra NET@Qts contendo 27 mg de timol.
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Por fim, a NET2 (Figura 24A) revestida com Qts, contendo 128 mg de timol
apresentou um valor de R de 120 nm, ou seja, um didmetro de 240 nm, valor do qual
representa um crescimento de 72 nm ou aproximadamente 43 % com relacado a
amostra anterior NET1 e NEB. Observa-se um decréscimo em torno de 40 nm
comparado a ambas as amostras. Apresentando novamente que o timol tem um papel
importante na superficie da NE, ja que a partir do seu aumento ocorre uma diminui¢ao
na espessura camada de Qts formada. Quando analisamos a curva de distribuicdo de
tamanho encontramos duas populacdes, onde uma é representada por 96 % de um
tamanho de 286 nm e 4 % por 40 nm de diametro com um PDI de 0,310.

Figura 24 - Curva de correlagdo para a amostra de Qts 0,3 % contendo 10% de NE com 128 mg de
timol.
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Tabela 7 - Valores de R+ e PDI para as amostras NEB@Qts, NET1@Qts e NET2@Qts

Amostra Ru? PDI
NEB@Qts 144 0,296
NET1@Qts 141 0,262
NET2@Qts 120 0,310

anm
b medida + DP,n=3
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6.2.2Microscopia eletrénica de transmissao (TEM) para as NE recobertas por
Qts

As imagens de TEM para os sistemas NEB@Qts e NET@Qts sdo mostradas
na Figura 25 (a e b) e Figura 25 (c e d), respectivamente. Avaliando as micrografias,
observa-se a presenca de uma banda de contraste ao redor das NEs, indicando que
houve recobrimento das mesmas por Qts. Esta camada pode ser visualizada de
maneira mais clara nas Figuras 25b e 25d. Estudos apresentados na literatura
mostram de forma similar este tipo de recobrimento, justificado pela atracao
eletrostatica da NE negativamente carregada e das cargas positivas da Qts (SOUZA
et al., 2014; HHONKER et al., 2015;HASAN et al., 2016).

Figura 25 - Imagens de TEM da amostra NEB@Qts em que em (a) a barra de escala é de 1 um e em
(b) € de 0,5 um. Para a amostra NET@Qts em que em (c) a barra de escala é de 1 um e em (d) é de
0,5 um.

Nota-se também que ndo é possivel fazer uma distingdo clara entre os
tamanhos das camadas de Qts pelas micrografias, do mesmo modo feito
anteriormente para o Ru. O raio médio das particula medida a partir das imagens de
TEM séo de 168 + 50 nm para NEB@Qts e 136 £ 20 nm para NET@Qts e seus

respectivos valores de Rn sdo 144 e 140 nm, mostrando concordancia entre a técnica
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de microscopia e espalhamento de luz. Nota-se apenas a pequena variacao gerada
pelo efeito de secagem da amostra NET@Qts, apresentando mais um indicativo de

que as amostras contendo timol, forma um sistema com maior rigidez e organizagao.

7 LIBERAGAO CONTROLADA DO TIMOL A PARTIR DAS NANOEMULSOES

7.1 LIBERAGAO POR MEMBRANA DE DIALISE

Utilizando os dados da Figura 26 e a equacao 4 foi determinado o valor de 81
+ 1 % para a eficiéncia de encapsulacao. O estudo de liberacao in vitro foi conduzido
com o objetivo de compreender o mecanismo de liberacao do timol dos sistemas NET.
Observa-se na Figura 26 o perfil de liberacao para os dois meios estudados, agua e
tampao saliva analisados por 72 horas.

Figura 26 - Curvas de liberacao par a amostra NET em agua (m) e tampao saliva (e)
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Para ambos os meios se observa dois estagios de liberacdo. O primeiro

estagio chamado de “efeito burst’, ocorre a liberagédo rapida do ativo para o meio nas
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3 e 4 primeiras horas para agua e a saliva, respectivamente. Esta etapa é
caracterizada pela liberacao do timol adsorvido na superficie da NE e timol néo
encapsulado, que inicia a partir do contato da amostra com o meio de dissolugéo
(HUANG; BRAZEL, 2001). Em casos de liberacao de ativos em que podem ser
aplicados in vivo é importante ter-se conhecimento claro a respeito do efeito burst para
se evitar o risco de alta exposigéo local e de overdose temporal do ativo (KUMARI;
YADAV; YADAYV, 2010).

O segundo estagio de liberacéo é caracterizado pela liberacao lenta até a
estabilizacao, etapa na qual o timol é liberado do sistema. A estabilizacdo foi
alcancada em 24 horas na agua liberando aproximadamente 81% e 48 horas na saliva
liberando cerca de 58% de timol. Assim, nota-se que a quantidade e o tempo de
liberagéo, resultam do meio em que o experimento é realizado. O potencial quimico
do tampao que simula a saliva € maior, resultando em menor fluxo osmético de timol
da nanoparticula para o meio de liberacao.

Para se entender o mecanismo de liberacao realizou-se o estudo cinético a
partir de modelos matematicos bem estabelecidos na literatura. Os calculos foram
realizados com o auxilio do suplemento para o Microsoft Excel, Dissolution Data
Modeling (DD Solver) (ZHANG et al., 2011). Os dados foram ajustados para os
modelos cinéticos de Higuchi (equagao 6), Korsmeyer- Peppas (Equagéo 7), ordem
zero (Equacao 8), e primeira ordem (Equacdo 9) de acordo com as seguintes

equacoes:

=kt )
ae=kat” (7)
F(t) =kt (8)
n[1- 2] = —kt (9)

Para todas as equagdes acima, M representa a quantidade absoluta de do
composto ativo liberado no tempo t e Moo a quantia total do composto ativo liberado
no tempo infinito.

kn corresponde a constante de Higuchi, que representa as caracteristicas da
estrutura da formulacdo. Na equacéo de Korsmeyer- Peppas, k € a constante cinética
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que se trata a respeito do mecanismo estrutural e as caracteristicas geométricas dos
sistemas. O expoente n denota o mecanismo de liberacdo do composto ativo em
avaliacdo. Para amostras esféricas, como no caso da NET deste trabalho, se n < 0,43
significa que o mecanismo de liberacao é puramente Fickiano, regido puramente pelo
processo de difusdo. Se n = 0,85 ocorre o0 Caso |l de transporte de massa, onde ocorre
relaxagdo da matriz polimérica ou liberagédo por erosdo. Valores de n intermediarios
0,43 < n < 0,85 indica que ocorre transporte cinético anédmalo, ou seja, a combinacao
de difusdo com intumescimento da matriz do sistema (L. RITGER; A. PEPPAS, 1987;
SIEPMANN; PEPPAS, 2011) Se n > 0,85 ocorre o super Caso Il de transporte, que é
a sobreposi¢cao dos mecanismos de intumescimento, difuséo, erosao e dissolugédo da
matriz polimérica.

Os parametros cinéticos obtidos estao apresentados na Tabela 8. Para ambos
0os meios estudados ndo houve ajuste para o0 modelo de ordem zero visto que este
modelo se baseia na liberacdo da substancia ativa a partir de sistemas que nao se
desagregam e depende exclusivamente do tempo.

Tabela 8 - Pardmetros cinéticos para liberagado in vitro do timol em agua e meio aquoso de tampéao
saliva

Agua Saliva
Modelo R2 k n R2 k n
Korsmeyer-Peppas 0,997 8,77 0,318 0,801 1,10 0,560
Higuchi - - - 0,867 0,001
Primeira ordem - - - 0,566 0,01

Os modelos de Higuchi e de primeira ordem ndo se ajustaram quando o
estudo de liberacao foi realizado em agua. Para este meio, o melhor ajuste foi obtido
para o0 modelo de Korsmeyer- Peppas a partir do plote de In M,/M,, contra In t, onde
R2 = 0,997 e a constante cinética k = 8,77 mol L' min'. Analisando o valor do expoente
n = 0,318 indica-se que a liberagdo do timol da NE decorreu-se puramente por
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mecanismo de Fick. Isso pode ocorrer devido a auséncia de uma camada protetora
que facilita a liberacao pelo mecanismo de difuséo.

Em meio simulado de saliva a liberacado de timol para o ajuste de primeira
ordem nao houve boa correlagao entre os dados, onde o R? = 0,566, desta forma, a
discussao seguira para os outros dois modelos. O tratamento seguindo Korsmeyer-
Peppas resultou em R? = 0,801 e o valor obtido para o expoente n = 0,560 aponta que
o0 mecanismo de liberagdo ocorre pela combinacdo da relaxacdo das cadeias
poliméricas seguido de difusao do ativo. Contudo, o melhor ajuste para o meio de
saliva sucedeu-se com o0 modelo de Higuchi que resultou no maior valor de coeficiente
de Pearson R2 = 0,867.

Comparando-se os valores das constantes k de liberacao obtidas do modelo
de Korsmeyer-Peppas nos dois meios estudados, observa-se que o valor para a agua
€ muito maior que para o tampao saliva, confirmando a ideia de que para este sistema
de liberacao, diferentes potenciais quimicos resultam em diferentes fluxos osmaticos.
Para uma maior elucidagao deste mecanismo cinético faz-se necessério a avaliagao
das curvas obtidas por um mecanismo de segunda ordem, composto de constantes
de velocidade complexas. Tratamento este que sera realizado em trabalhos futuros.

7.2 ESTUDO DE PERMEABILIDADE EX VIVO

Como ja reportado na literatura, o timol é uma molécula com boa
permeabilidade em mucosa, o que também é observado para os dados obtidos (GAO;
SINGH, 1998; KAJI; KARAKI; KUWAHARA, 2011). Foi encontrado de maneira
significativa a presenca de timol na fase aceptora ja nas primeiras horas, como
observado na curva (a) da Figura 27 para a fase controle e os dados apresentados na
Tabela 9.

Figura 27 - Dados de permeabilidade para o timol em diferentes sistemas: (a) solugédo controle, (b) NET
e (c) NET@Qts, apresentados no formato de massa de timol permeada por area (ug cm2) por tempo
(A) e porcentagem de timol liberada pelo tempo (B).
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Tabela 9 — Parametros de permeabilidade para a solucdo controle e as amostras NET e NET@Qts.
Amostra Js? (ug cm2h) T2 (h) P2a(cmh')
Controle 35,82 £ 7,340 0,220 £ 0,439 0,048 + 0,010

NET 13,84 £ 7,481 0,899 + 0,421 0,018 +£0,010
NET@Qts 9,668 + 1,969 1,061 £ 0,279 0,013 + 0,028
Js = fluxo; TL = tempo de laténcia; P = coeficiente de permeabilidade;
@ (média = DP)

Constata-se que a amostra controle apresentou o maior fluxo de
permeabilidade, seguido da amostra NET e NET@Qts, da mesma forma tem-se um
maior tempo de laténcia e uma diminuicdo do coeficiente de permeabilidade. Este
comportamento é consequéncia de erro de planejamento, ja que as concentragdes de
principio ativo utilizadas em cada amostra ndo foram iguais. E de suma importancia a
utilizagdo das mesmas concentrag¢des iniciais do ativo em cada sistema, para que
possa ser realizada a comparagao direta entre os parametros obtidos por cada
sistema. Deste modo, serd utilizado em paralelo as curvas apresentadas na Figura
27B, que mostram a porcentagem de timol permeada e sdo comparaveis, pois 0
célculo considera a concentragao inicial de cada sistema.

E esperado, a partir das caracteristicas fisico-quimicas das amostras, que a
amostra controle tenha uma maior liberacdo na metodologia de analise utilizada.
Trata-se de um sistema composto por uma elevada concentragdo de timol, proximo
do limite de solubilidade, o que resultando em um elevado potencial quimico para esta

solucado. Esta solucao esta em um contato indireto com uma soluc¢ao de PBS + etanol
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15 % de menor potencial quimico, gerando desta forma um maior fluxo de timol. Outro
ponto é a elevada solubilidade do timol em etanol, o qual esta presente na fase
aceptora. Desta maneira esta diferenca de potencial quimico e afinidade pelo solvente
resulta em um elevado Js Tr e um P pequeno. Este comportamento é também
reforcado pela maior porcentagem de permeacao.

Mediante aos dados apresentados e ja discutidos é importante considerar a
especificidade da técnica utilizada para a quantificacdo do timol. A fluorescéncia é
uma técnica utilizada para a quantificacao de farmacos que apresentam possibilidade
de excitacdo e emissao, porém, o timol € um composto com baixa emissdo em
solugbes aquosas, devido ao rendimento quéantico de fluorescéncia e baixa
solubilidade. No entanto, para adquirir dados de maior confiabilidade seria necessario
0 uso de metodologia validada de HPLC, que sera empregada em estudos futuros.
Esta técnica estava disponivel no momento dos testes pois a utilizacdo da técnica de
UV-Vis se torna inviavel pela presenca de proteinas e enzimas presentes na mucosa,
que absorvem em comprimentos de onda préximo aos do timol. Logo, adquirir dados
de maior confiabilidade se faz necessario a utilizacdo de um método de HPLC
validado, procedimento adequando quando se trata de experimentos de liberagao de
farmaco em baixas concentracoes.

Quando analisados os parametros de permeabilidade, nota-se que os valores
da amostra NET sdo mais promissores a aplicagdo, do que a NET@Qts. Este
resultado estda em concordancia com os sistemas tratados, pois € esperado que o
sistema recoberto com uma camada de Qts apresentara um menor fluxo e menor
permeabilidade. Em geral este problema é possivelmente compensado quando se
pensa em um sistema real de aplicacao, ja que a NET@Qts permanecera mais tempo
em contato com os tecidos, através do muco adesao, proporcionando uma liberagéo
local prolongada. Entende-se entdo que apesar da solug&o controle e a amostra NET
mostrarem valores de permeabilidade promissores, apresentam limitagbes no
requisito permanéncia nos tecidos alvos.

Apesar das conclusbes frente aos parametros de solubilidade serem
favoraveis para a amostra NET, quando se observa as curvas em porcentagem na
Figura 27B, constata-se que a permeabilidade da amostra NET@Qts apresentou uma
maior permeabilidade apds 4 horas, do que a amostra NET. Fato este que reforca a
ideia de que a mucoadesao € uma condicao favoravel para a cinética de liberacdo do
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timol, pois terd uma liberacdo com maior direcionamento quando as NPs estao
aderidas ao tecido. A interpretacao deste resultado pode ser esclarecida descrevendo
o caminho a ser percorrido pelo timol até a solucdo aceptora. Quando ocorre a adesao
das NPs a mucosa, o timol pode ser liberado diretamente no tecido, aumentando a
velocidade com que o mesmo permeia. Em contra partida, as NPs dispersas
inicialmente liberam o ativo para a solugdo e em seguida ocorre a do mesmo até a

mucosa, para que ocorra o processo de permeagcao.

Tabela 10 - Comportamento dos sistemas baseados nos valores de potencial zeta antes e apés a
liberagcdo em mucosa de porco

NET? NET@Qts®
Antes da liberagdo -36,5 31,6
Apds a liberagao -41,6 + 2,8183 33,9+ 3,8336

amV

A liberacdo também pode ser compreendida como efetiva quando se observa os
dados de potencial zeta (Tabela 10), que apresentam valores mais negativos para as
amostras NET apds a liberagdo e valores mais positivos para as amostras de
NET@AQts o que indica a saida de timol das NPs.

8 SECAGEM DAS NANOEMULSOES UTILIZANDO SPRAY DRYER

Uma terceira etapa realizada no trabalho, foi realizar a secagem das NE
recobertas com Qts utilizando a técnica de atomizagdo por spray drying, para a
obtenc&o de um pé fino, carregado com timol. Foram realizados diversos testes com
o intuito de ajustar uma mistura que contivesse massa satisfatéria para que apés a
secagem fosse obtido um pé fino. A massa de matéria seca contida na solucao a ser
injetada é de grande importancia, principalmente quando compostos volateis e 6leos
estdo envolvidos em sua composi¢cdo. Em resumo, quantidades pequenas de massa
podem acarretar a formacdo de um material pastoso e o contrario, inviabilizar o
processo de liberacdo e impor barreiras econémicas.

Inicialmente, verificou-se que a solugédo contendo 0,3 % de Qts ndo possuia

massa suficiente para incorporacao de um minimo de 10 % de NE, dessa maneira
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foram realizados diversos testes arbitrarios onde se encontrou a necessidade de
utilizar uma solucao de 0,4 % (m/v) de Qts para incorporacao destes mesmos 10 %
de NE. Os testes foram baseados em misturas de diferentes porcentagens onde o
resultado foi avaliado pela aparéncia visual do produto, pois quanto menor a massa
de NE ou menor a massa de Qts, ocorre a formacao de um material pastoso, devido
a quantidade de OSU. Desta maneira foi designada que a mistura para obtencao do
pd contivesse 10 % de NE com solugéo de Qts de 0,4 % (m/v).

As condicoes de secagem foram ajustadas para o objetivo de obter um p6
muito fino e pelas limitagbes do equipamento, tais como, taxa de aspiracao,
temperatura de entrada, fluxo de ar, fluxo de injecao, temperatura de saida e diametro
de agulha do atomizador. As limitagbes do equipamento sdo a agulha com diametro
0,5 mm, sendo este um ponto positivo, pois quanto mais fina a agulha, menor serao
as particulas formadas pelo atomizador, resultando assim uma secagem mais
eficiente e um tamanho de particula reduzido. A temperatura de saida pode ser um
limitador quando se trata de secagem de encapsulados liquidos, volateis ou com baixa
pressao de vapor, pois quanto maior essa temperatura, maior sera a temperatura do
produto final e aliado ao tempo de exposicao a elevadas temperaturas, maior sera a
variacao do produto final em termos de eficiéncia de encapsulacao. A temperatura de
saida elevada € caracteristica da falta de um desumidificador de ar no proprio
equipamento, peca fundamental, ja que quanto menor a umidade do ar de entrada,
maior sera a eficiéncia de secagem, diminuindo também a temperatura de saida e a
umidade da camera coletora e do produto final.

Os parametros como baixa taxa de injecdo e elevado fluxo de ar no
atomizador sédo estratégias para a formacédo de um spray fino, formando particulas
pequenas e de rapida secagem. Desta maneira a temperatura de entrada foi
estabelecida em 120 °C, relativamente baixa para processos utilizando o spray dryer,
pois foi levado em consideracao a elevada atomizacao e a presenga de OSU e timol
na amostra, compostos sensiveis a transigdes fisicas em elevadas temperaturas.
Juntamente foi utilizada uma taxa de aspiracdo de 100 %, o que garante que o
equipamento coletard todo o p6é gerado na cadmara de secagem. De modo geral a
aspiragao é utilizada para realizar uma sele¢ao das particulas obtidas pelo seu tempo
de voo, ou seja, baixos fluxos irdo coletar apenas particulas menores (menor peso) e

fluxos elevados irdo coletar basicamente todas as particulas formadas. Considerando
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que o objetivo foi obter a formacao de um pd, sem classificacao de tamanho, foram
utilizadas as condicdes citadas anteriormente na metodologia. As caracterizagdes dos
materiais secos foram realizadas por SEM e DSC, como mostrado a seguir.

8.1 CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL (DSC)

De modo similar aos resultados apresentados anteriormente sobre DSC é
mostrado na Figura 28 e 29 as curvas para as NEB@Qts e NET@Qts secas por spray
dryer e seus devidos componentes puros, timol, P123, OSU, Lecitina e Qts. A Figura
28 mostra com mais detalhes as entalpias de fusao das curvas (f) e (g) da Figura 28.
Para a amostra NEB@Qts, tem-se o primeiro evento entre 14 e 136 °C, com entalpia
de fusdo de 35,8 J g' e uma segunda no valor de 7,7 J g™ entre 136 e 204 °C e para
a amostra NET@Qts ha alteragdes, sendo as temperaturas entre 14 e 150°C e 150 a
220 °C e as respectivas entalpias de 49,6 € 9,2 J g™'. Os possiveis eventos registrados
abaixo de 14 °C, podem ser possiveis transicdes do sistema referentes ao OSU e

serdo discriminadas nesta analise pela incerteza de resposta apresentada pela curva.

Figura 28 - Curvas de DSC para as amostras obtidas via secagem por atomizagao NEB@Qts {(f), (h)}
e NET@Qts {(g), (i)} e seus respectivos componentes puros timol (a), P123 (b), OSU (c), lecitina (d) e
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E proposto entdo que o timol esta presente no produto final, fator interessante
quando observamos a sua elevada pressao de vapor e da mesma maneira a presenca
do OSU por ser um constituinte oleoso. A presenca do timol no produto final, leva
novamente a evidéncia de que ha uma forte interacao entre o timol e a lecitina, assim
como mostrado anteriormente na Figura 17, a interacao entre o timol e o0 OSU. Desta
maneira € importante relembrar a importancia deste sistema em compor outros
farmacos juntamente com o timol agindo como carreador. Algo a ser considerado em
qualquer procedimento de NPs a importancia de possuir massa suficiente carregada
no sistema e um método de analise adequado para a quantificagcdo nas concentracoes

necessarias.

Figura 29 - Curvas de DSC para os sistemas NEB@Qts (a) e NET@Qts (b).
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8.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (SEM)

A microscopia eletrénica de varredura, Figura 30 mostra a formagdo de
particulas muito pequenas, em torno de 757 + 16 e 720 + 26 nm e aglomerados
maiores com tamanho de 25,2 + 3,70 e 23,6 + 3,20 um para as amostras de NEB@Qts
e NET@Qts respectivamente. Observa-se entdo que a obtencdo de um pé fino foi
possivel através da técnica de spray drying, mas em virtude da baixa temperatura de
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saida e da alta taxa de umidade do sistema resultante do processo de secagem, estas
se aglomeram no coletor de amostras, como sdo observadas na Figura 30b e Figura
30f (1500 vezes de aumento). Evidencia-se que esta particula é macicamente
formada por particulas menores. De maneira geral nota-se que as particulas estéo
com uma morfologia sélida e de tamanhos préximos. Embora o foco do trabalho nao
foi obter particulas de um mesmo tamanho e sim a quantidade maxima de p6.

Figura 30 — As imagens de SEM para a amostra NEB@Qts séo apresentadas com magnificagdes de
500 vezes (a), 1500 vezes (b), 5000 vezes (c) e 10000 vezes (d). Para a amostra NET@Qts temos
magnificagdes de 500 vezes (e), 1500 vezes (f), 5000 vezes (g) € 10000 vezes (h), secas via secagem
por atomizagao.

Sopm LCME-UFSC X500 50pm

10kV X1,500 10pm X1,600 10pm

LCME-UFSC X10,000 1pm LCME-UFSC
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Sabe-se que ocorre um aumento do tamanho entre os dias 1 e 15, como visto
anteriormente no item 4.1. Deste modo foi realizado um teste onde em que foram
atomizadas, 100 mL de solugao Qts 0,4 % contendo 10 % de NEB e NET,com 1 e 15
dias de contato. A eficiéncia deste processo foi calculada pela subtracdo da massa
adicionada, da massa obtida, mostra que para 1 dia de contato obtém-se uma
eficiéncia de 30 £ 5 % e para 15 dias um valor de 54 + 5 %. Observa-se entao, uma
diferencga significativa na eficiéncia do processo, mostrando que o sistema se auto-
organiza com o passar do tempo, e desta maneira € esperado uma melhora na
formacao do spray no atomizador e na eficiéncia na camara de secagem. Infelizmente
a confirmacao deste resultado nao pode ser realizada por imagens de SEM, pois nao
foi possivel avaliar a alteracao do tamanho, devido a pequena variagdo do mesmo
pela camada de Qts.

Os tamanhos das particulas apresentadas nas micrografias de SEM, mostram
novamente a forte interacdo do timol no sistema, pois o tamanho médio para as
amostras contendo timol foi consideravelmente menor, tanto para as particulas
medidas separadamente, quanto os aglomerados formados durante o processo.
Reforcando a concluséo anterior de que o timol gera uma barreira entre as interacdes
eletroestaticas entre a superficie da NE e a Qts. O pd carregado com timol, mostra
grande potencial de aplicacdo em torno de processos onde ha necessidade de uma
grande quantidade de timol. Na teoria o0 processo foi capaz de obter 150 mg de pé
contendo 6.7 mg de timol, a partir de 10 mL de NE em 100 mL de solugéo de Qts 0,4
% (m/v), mas existem fortes indicios de que esta quantidade pode ser maior. O pd
adquirido mostra um grande potencial de aplicacdo quando € visado a incorporagao
de farmacos sélidos e de dificil solubilizagao em meios hidrofilicos. Aliado ao processo
de formulacdo de uma NE utilizando OSU como meio dispersante do farmaco,
revestida com Qts e obtendo um pd por secagem em spray dryer, torna viavel a
administracao de farmacos por diversos meios. Este potencial pode ser incrementado
pelas NPs serem compostas por um fosfolipidio que interagem com diversos tecidos

e o timol que atua como um carreador de farmacos.
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9 CONCLUSAO

A partir dos dados, observa-se que o método de emulsificacao espontanea foi
eficaz no desenvolvimento de NE para incorporar o timol. As melhores composicoes
para o desenvolvimento das NE foram: 0,35 g L' de lecitina, 3,0 g L' de Pluronic 123
e 0,3 g de OSU (NEB10), observando que esta formulacdo é a mais estavel durante
o acompanhamento de 30 dias, apresenta diametro de 208nm e potencial zeta
negativo de -36,73 + 1,68 mV.

Nesta NE, apds a incorporacdo de timol, verificou-se uma eficiéncia de
encapsulacao de 81% do timol, originando em NEs carreadas com timol com diametro
de 160 nm e potencial zeta negativo de -37,9 + 2,5 mV. Sugere-se que o timol nas NE
obtidas, localiza-se na regido polar do fosfolipidio PC, interagindo com os grupos
fosfato, justificando a reducdo de tamanho nas NE onde o timol esta presente. Com
intuito de melhorar as caracteristicas mucoadesivas do sistema, as NE foram
revestidas com Qts. Observa-se que as NEB@Qts apresentaram diametro de 288nm
e NET@Qts apresentaram diametro de 282 nm. Para ambas as amostras o potencial
zeta foi positivo, na faixa de + 50 mV, indicando que a Qts esta na superficie das NEs.
A proporcao de solucao de Qts utilizada foi de 90 %, devido a ndo segregacao de fase
do sistema.

Todos os sistemas apresentaram-se estaveis durante 30 dias, com morfologia
esférica. Através do estudo de DSC, observou-se interacao entre o OSU com o timol,
ocorrendo uma elevagao do ponto de congelamento do OSU e diminuicdo da
temperatura de sublimagéo do timol, devido a forte interacao entre estes compostos.

A liberacao do timol em tampé&o simulado de saliva foi mais lenta do que a
realizada em agua, observando que o timol é liberado por mecanismo de difusdo em
agua e por mecanismo de difusdo com intumescimento da matriz em saliva. O
entendimento da liberagcdo do timol em cada uma das NE auxilia o estudo de
permeagao em mucosa para entender a permeacao do timol em mucosa.

Como sugestéo de aplicacéo tecnoldgica dos materiais obtidos, foi realizada
a secagem das NE estabilizadas por Qts, para obtencdo de material particulado com
propriedades, mucoadesiva capaz de encapsular um ativo de elevada pressao de
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vapor, assim como um 6leo. Como relatado anteriormente, todos os sistemas podem
ser utilizados de alguma maneira no tratamento do fungo C. Albicans. A obtencéao de
um pé carregado com timol mostrou-se viavel, com a formagéo de uma amostra com
tamanhos homogéneos. A presenca do timol nestes sistemas é mostrada pelas curvas

de DSC e as respectivas entalpias de fusao.
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ANEXO A - Determinacao da massa molar viscosimétrica média de quitosana e
alginato de sédio

A massa molar viscosimétrica média (My) da Qts e do alginato de sddio foi
determinada utilizando capilar do tipo Cannon-Fenske a 25°C (K= 0,007332 mm?/ s2,
n® 0,75). A massa molar viscosimétrica média, foi calculada a partir da equacéao de
Mark-Houwink (Equacao 10).

[n] = KM,* (10)

Onde, M, é a massa molar viscosimétrica média, K e a constantes inerentes
do sistema polimero-solvente e [n] € a viscosidade intrinseca, calculada a partir da
extrapolagdao da melhor reta obtida pelo plote dos valores de viscosidade reduzida
versus concentracdo, de acordo com o limite expresso na Equacdo 11, onde ¢é a
viscosidade reduzida e C a concentracao (WITT et al., 2010).

[n] = 1im 2ze¢] (11)

c-0 C

Os valores de foram obtidos a partir da viscosidade especifica () que se define
como, onde é a viscosidade relativa, determinada pela razdo dos tempos de
escoamento da solugao e do solvente no viscosimetro capilar.

Para determinacao da M,, a Qts foi dissolvida em solugao tampao de acetato
de sddio 0,2 mol L', nas concentragdes de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 g L'. Os tempos de
escoamento das solugbes através da secao do capilar acima citado foram medidos
em triplicata através de um viscosimetro capilar (marca SCHOTT) com unidade
medidora AVS 350 (sensor AVS/SHT) imerso em um banho termostatizado
(termostato CT 52, marca SCHOTT) a 25,0°C.

Figura 31 - Gréfico referente ao plot da viscosidade reduzida vs concentragdo (g L), com um R2 =
0,99694 e o coeficiente angular 0,37442
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Através da Figura 30 foi determinado o coeficiente angular [n], pela
estrapolacio da reta e o valor da massa molar viscosimétrica da Qts (M,= 10.6x10%
foi calculado utilizando a equacéo 11.

ANEXO B - Grau de desacetilacao da Qts

Em nivel investigativo foram obtidos os espectros de infravermelho dos
polimeros puros para posterior calculo do grau de desacetilacdo (GD) da Qts. Esta
caracterizacao se faz necessaria uma vez que sao estas por¢oes na cadeia polimérica
responsaveis por gerarem as cargas positivas e negativas na Qts e no alginato,
respectivamente, responsaveis muitas vezes pela formacgao de particulas.

O GD da Qits foi calculado de acordo com a metodologia de BRUGNEROTTO
et al. (2001), utilizando-se a equagéo 12. Atentou-se a absor¢ao das bandas em 1320
e 1420 cm™' pois correspondem a deformacao angular de C-H do anel glicosidico e a
deformacao angular de O-H, respectivamente.

(m)—osszz

%GD = 100 — ~2—

0,03133

(12)

Figura 32 - Espectro de absorg¢ao no infravermelho da Qts para determinag¢édo %GD
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Através do espectro de infravermelho da Figura 31 foram obtidos os valores
de A13z20=0,4761 e A1420 = 0,5988, dos quais foram aplicados na equacgao 12 e o GD
foi entdo determinada como sendo 86,8 %.



		2019-09-12T14:32:07-0300
	Alexandre Luis Parize:02754349901


		2019-09-12T14:42:27-0300
	Marcus Cesar Mandolesi Sa:05306896855




