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RESUMO

Os Oleos essenciais (OE) sdo misturas complexas de substancias
aromaticas volateis, lipofilicas, resultantes do metabolismo secundario
das plantas. Aos OE tém sido atribuidas atividades bioldgicas, tais como
antimicrobiana, antimutagénica, anticarcinogénica e antioxidante. A
utilizacdo dos OE representa uma abordagem interessante no controle de
organismos patogénicos. A presenca dos constituintes majoritarios,
carvacrol e timol, em OE é reconhecida como marcador de potencial
antimicrobiano. Porém, o uso do carvacrol como agente antimicrobiano
em produtos com acdo germicida é limitado devido a sua elevada
volatilidade e baixa solubilidade aquosa. A nanoencapsulagdo de OE e
seus derivados constitui uma estratégia promissora para contornar as
limitagbes de sua utilizagdo na forma in natura. Neste contexto, 0
objetivo deste trabalho foi desenvolver e avaliar sistemas
nanoemulsionados a base de carvacrol, visando a obtencdo de um
produto com atividade antimicrobiana. Nanoemulsfes contendo
carvacrol foram preparadas por duas variacdes da técnica de
emulsificacdo espontinea: deslocamento do solvente e auto-
nanoemulsificacdo (método livre de solvente organico). Para otimizacédo
das condicbes de preparacdo, trés parametros foram avaliados:
concentracdo de carvacrol, tipo e concentracdo de surfactante. Os
sistemas nanoestruturados contendo carvacrol foram avaliados quanto a
citotoxicidade e atividade antimicrobiana in vitro. O potencial
desinfetante e/ou antisséptico foi determinado pelo método de
diluicio/neutralizagdo conforme a Norma Europeia 1040:2005. Soluges
alcodlicas de diferentes teores e géis a base do copolimero Aristoflex®
AVC contendo carvacrol nanoemulsionado também  foram
desenvolvidos e avaliados quanto & atividade antimicrobiana. Ambas as
técnicas de preparagdo produziram nanoemulsdes monodispersas (PDI <
0,25) com tamanho de particula médio entre 145 e 315 nm e elevados
valores de potencial zeta (acima de -34,1 mV). As formulagBes
permaneceram estaveis por até 90 dias de armazenamento sob diferentes
condigBes de temperatura (8 e 25°C). A nanoemulséo de carvacrol (NC)
apresentou concentragdo inibitéria capaz de reduzir a viabilidade celular
em 50% (ICsp) de 16,12 e 18,78 pug/mL, apos 24 e 48 h de incubagido em
linhagem de fibroblastos 3T3, respectivamente. A concentragdo
inibitéria minima (CIM) da NC contra cepas padrdo de S. aureus, S.
typhimurium e P. aeruginosa foi de 125, 250 e 500 pg/mL,
respectivamente. A NC apresentou agdo desinfetante e antisséptica na
concentracgdo de 0,8% contra cepas de P. aeruginosa e S. aureus apds 5



e 30 min de contato, respectivamente. A associagdo do etanol a NC
demonstrou-se viavel, porém ndo resultou em aumento da atividade
antimicrobiana frente as cepas bacterianas avaliadas. O gel contendo
carvacrol  nanoemulsionado (GNC) apresentou maior agédo
antimicrobiana contra cepas de S. aureus quando comparado ao S.
typhimurium, independente da concentracdo ou do tempo de incubacéo
testados. A atividade antimicrobiana do GNC frente a S. aureus foi igual
ou superior aquela observada para o hipoclorito de sddio 1%, porém,
ndo houve atividade antimicrobiana sobre P. aeruginosa nos tempos
testados. O monitoramento da estabilidade das formulacGes
semissolidas contendo carvacrol demonstrou que a nanoencapsulacdo
protege o ativo contra processos de degradagdo, aumentando tanto a
estabilidade do ativo como do produto final. Assim, os resultados
obtidos indicam que os sistemas nanoestruturados desenvolvidos
representam uma nova estratégia para a liberacdo do carvacrol, sendo
uma alternativa promissora ao desenvolvimento de produtos com
finalidade antimicrobiana e desinfetante.

Palavras-chave: 0Oleos essenciais, carvacrol, nanotecnologia,
nanoemulsdo, géis, atividade antimicrobiana, potencial desinfetante.



ABSTRACT

Essential oils (OE) are a combination of lipophilics volatile aromatics
generated through the plants secondary metabolism. To the OE, it is
often attributed biological activities such as antimicrobial,
antimutagenic, anticarcinogenic and antioxidant. The use of OE may
represent an interesting strategy in controlling pathogens. The presence
of the major elements carvacrol and thymol is acknowledged as
antimicrobial potential marker. However, the use of carvacrol as
antimicrobial agent in germicidal action products is quite limited due to
its high volatility and low water solubility resulting in restriction of use.
The nanoencapsulation of OE and its derivatives with antimicrobial
activity arises as a promising approach to overcome its uses limitations
on in natura manners. In this context, the objective of this work is to
develop and evaluate nanoemulsified systems based on carvacrol,
aiming at obtaining a product with antimicrobial activity.
Nanoemulsions were developed using carvacrol through two variations
of the spontaneous nanoemulsification method (solvent displacement
and organic solvent free/self-nanoemulsitication). In order to optimize
the preparation conditions, three parameters were evaluated: carvacrol
concentration, type and concentration of surfactant. The nanostructured
systems containing carvacrol were evaluated for cytotoxicity and
antimicrobial activity in vitro. The disinfectant and/or antiseptic
potential were determined by the dilution/neutralization method
according to European Standard 1040:2005. Ethanolic solutions and gels
based on Aristoflex® AVC copolymer containing nanoemulsified
carvacrol were also elaborated and assessed for antimicrobial activity.
Both preparation techniques produced monodisperse nanoemulsions
(PDI <0.25) with average particle size between 145 and 315 nm and
high values of zeta potential (above -34,1 mV). The formulations
remained stable for up to 90 days of storage under different temperature
conditions (8 e 25°C). The carvacrol nanoemulsion (NC) presented
inhibitory concentration capable of reducing cell viability by 50% (I1Cx)
of 16,12 and 18,78 ug/mL after incubation of 24 and 48 hours,
respectively, in 3T3 fibroblast lineage. The minimum inhibitory
concentration (CIM) of NC against standard strains of S. aureus, S.
typhimurium and P. aeruginosa was 125, 250 and 500 pg/mL,
respectively. The NC showed disinfectant and antiseptic action at 0.8%
concentration against strains of P. aeruginosa and S. aureus after 5 and
30 min of contact, respectively. The association of ethanol with NC was
viable, but did not result in an increase in antimicrobial activity against



the bacterial strains evaluated. The gel containing nanoemulsified
carvacrol (GNC) had a higher antimicrobial action against strains of S.
aureus when compared to S. typhimurium, independent of the
concentration or incubation time tested. The antimicrobial activity of
GNC against S. aureus was equal to or greater than that observed for 1%
sodium hypochlorite. No antimicrobial GNC activity was observed on
P. aeruginosa. Monitoring the stability of the semi-solid formulations
containing carvacrol has demonstrated that nanoencapsulation protects
the active against degradation processes, increasing both the stability of
the active and the final product. Therefore, the results demonstrate the
developed nanostructured systems represent a new strategy to carvacrol
release process, appearing as a promising alternative to development of
antimicrobial and disinfectant products.

Keywords: essential oils, carvacrol, nanotechnology, nanoemulsion,
antimicrobial activity, potential disinfectant.
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Os 6leos essenciais (OE) e seus componentes tém uma ampla
aplicacdo em medicina popular, indlstrias de sabor, aromas e
preservacdo de alimentos, porém, somente nos Ultimos anos seu
potencial antimicrobiano vem sendo reconhecido (NOSTRO;
PAPALIA, 2012). Os OE séo misturas complexas de substancias
aromaticas volateis, lipofilicas, geralmente liquidas, resultantes do
metabolismo secundario das plantas (GARCIA-SALINAS et al., 2018;
ARAUJO et al., 2015; BILIA et al., 2014). Sdo também conhecidos
como Oleos etéreos ou, simplesmente, esséncias (SARTO; ZANUZZO
JUNIOR 2014; SIMOES; SPITZER, 2004).

Nos dltimos anos, os OE tém atraido interesse como uma
abordagem alternativa na medicina tradicional pela diversidade de
atividades biologicas e.g., antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria,
antifungica, antimutagénica, anticarcinogénica e anti-espasmodica. Na
literatura, diversos estudos in vitro confirmam a potencial aplicagdo dos
OE, conforme reportados por estudos etnofarmacoldgicos (GARCIA-
SALINAS et al., 2018; MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE,
2018). A utilizacdo dos OE em produtos com acdo antimicrobiana pode
representar uma abordagem interessante no controle e propagacéo de
organismos patogénicos (OUAZZOU et al., 2012). Entende-se por
agentes ou produtos antimicrobianos substancias quimicas que destroem
ou inibem o crescimento de microrganismos na forma vegetativa, nos
diferentes locais onde podem ser encontrados, i.e., tecidos vivos ou
superficies inanimadas (ANDRADE; ARAGAQ; FURLAN, 2009).

A presenca de carvacrol e timol, de forma isolada ou em
combinacdo, como componentes majoritarios do 6leo essencial de
Origanum vulgare, é reconhecida como marcador de potencial
antimicrobiano (OUAZZOU et al., 2012). Estudos realizados com OE e
carvacrol tém atribuido a atividade antibacteriana deste monoterpeno ao
seu efeito sobre as propriedades estruturais e funcionais da membrana
citoplasméatica (MARYAM et al., 2015; NOSTRO; PAPALIA, 2012;
OUAZZOU et al., 2012; CRISTANI et al., 2007). O carvacrol, também
conhecido como iso-timol, € um fenol isoprenilico monoterpénico
ciclico com odor caracteristico do orégano (Origanum vulgare). Ocorre
em plantas aromaticas da familia Lamiaceae (Labiatae), incluindo os
géneros Origanum, Satureja, Thymbra, Thymus, Corydothymus e
Lippia, esta ultima da familia Verbenaceae (PUBCHEM, 2017,
KAMIMURA et al., 2014; NOSTRO; PAPALIA, 2012; OZKAN;
ERDOGAN, 2011; BASER, 2008). Entretanto, a natureza hidrofébica e
a volatilidade do carvacrol bem como sua suscetibilidade a oxidacéo
mediada pela luz ou pelo calor, limitam seu uso como agente
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antimicrobiano em produtos com acao germicida (LIU et al., 2018; SAO
PEDRO et al., 2013).

A nanoencapsulacdo de compostos bioativos naturais com
atividade antimicrobiana, tem se mostrado uma abordagem interessante
para contornar as limitagcGes relacionadas as propriedades fisico-
guimicas de uso na forma in natura (BARANAUSKAITE et al., 2018;
MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018; KOTRONIA et al.,
2017; SAO PEDRO et al., 2013). A nanoencapsulacdo de compostos
bioativos permite modular a liberacdo dos componentes ativos;
aumentar a estabilidade fisica por proporcionar uma barreira protetora
contra processos de degradacdo; diminuir a volatilizacdo e, ainda, por
melhorar a solubilidade e aumentar a disponibilidade e a eficacia nos
sitios de acdo de interesse (BARANAUSKAITE et al., 2018;
MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018; KOTRONIA et al.,
2017; BAJERSKI et al., 2016; KAMIMURA et al., 2014, BILIA, et al.,
2010). Bilia et al. (2014) e S&o Pedro et al. (2013), sugerem que a agdo
de ativos antimicrobianos é potencializada pela nanoencapsulacéo
devido ao tamanho reduzido das nanoparticulas que, por sua vez, tém
uma tensdo superficial elevada, lhes permitindo fundir-se a membrana
de células procari6ticas.

Frente ao exposto, o0 presente trabalho teve por objetivo
desenvolver nanoemulsbes a base de carvacrol, visando sua aplicacdo
como produto antimicrobiano. Para melhor compreensdo, este trabalho
foi dividido em quatro capitulos: (1) Revisdo da literatura, (2)
Nanoemulsbes de carvacrol, (3) SolucBes etandlicas contendo
nanoemulsdo de carvacrol, e (4) Géis contendo carvacrol
nanoemulsionado, além das consideracdes finais.



OBJETIVOS
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Obijetivo Geral

Desenvolver e avaliar sistemas nanoemulsionados a base de
carvacrol, visando a obtencdo de um produto com atividade
antimicrobiana.

Obijetivos Especificos

- Preparar nanoemulsGes a base de carvacrol pela técnica de
emulsificacdo espontanea;

- Caracterizar as nanoemulsfes quanto ao tamanho de particula,
potencial zeta, pH, morfologia, teor de ativo e eficiéncia de
encapsulacéo;

- Avaliar e comparar a estabilidade fisica das nanoemulsdes
desenvolvidas durante o armazenamento em diferentes temperaturas;

- Avaliar a citotoxicidade in vitro do ativo livre e da nanoemulsdo
contendo carvacrol em cultura de fibroblastos murino Balb/c 3T3;

- Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do ativo livre e
nanoencapsulado em cepas ATCC de Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa;

- Avaliar o potencial desinfetante e/ou antisséptico do carvacrol
livre e nanoencapsulado;

- Preparar solucbes etandlicas contendo  carvacrol
nanoemulsionado;

- Caracterizar as soluces etantlicas contendo carvacrol
nanoemulsionado quanto ao tamanho de particula, potencial zeta e pH;

- Avaliar e comparar a estabilidade fisica das soluc@es etanélicas
contendo nanoemulsdo de carvacrol armazenadas a temperatura
ambiente;

- Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro das solugdes
etanodlicas contendo carvacrol nanoemulsionado;
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- Desenvolver formulagdes semissdlidas contendo nanoemulsao
de carvacrol, com e sem etanol;

- Caracterizar as formulacdes semissolidas desenvolvidas quanto
a morfologia, densidade e viscosidade;

- Avaliar e comparar a estabilidade fisica das formulacGes
semiss@lidas durante armazenamento a temperatura ambiente;

- Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana in vitro das
formulagdes contendo carvacrol nanoemulsionado e livre.



HIPOTESE DO ESTUDO
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O sistema contendo carvacrol nanoemulsionado apresenta
atividade antimicrobiana para aplicacdo como produto desinfetante.






CAPITULO 1: REVISAO DA LITERATURA
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1 0S OLEOS ESSENCIAIS

Os dleos essenciais (OE) sdo misturas complexas de substancias
aromaticas volateis, lipofilicas, geralmente liquidas, raramente
coloridas, com uma densidade geralmente inferior a 4gua (PRAKASH et
al., 2018; MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018; GARCIA-
SALINAS et al., 2018; SHARIFI-RAD et al., 2018; RYU et al., 2018;
ARAUJO et al., 2015; BILIA et al., 2014; MILLEZI et al., 2012;
SIMOES; SPITZER, 2004). Os OE s&o também conhecidos como 6leos
etéreos ou, simplesmente, esséncias (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017,
SARTO; ZANUZZO JUNIOR 2014; SIMOES; SPITZER, 2004). Essas
denominagdes derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-
guimicas como, por exemplo, a designa¢do de “6leo” é devido a,
geralmente, serem liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente.
Entretanto, a principal caracteristica é a volatilidade, diferenciando-os
dos dleos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas
normalmente de sementes. Os Gleos volateis apresentam solubilidade
limitada em agua, sendo sollveis em solventes organicos apolares como
0 éter e recebendo, por isso, a denominacdo de 6leos etéreos (BILIA et
al., 2014; SIMOES; SPITZER, 2004). Os OE podem ser sintetizados por
todos os 6rgdos das plantas e sdo armazenados em células secretoras,
cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(ARAUJO et al., 2015; SAO PEDRO et al., 2103; BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009; SIMOES; SPITZER, 2004).

Conforme definido pela Organizagdo Internacional de
Normalizacdo (ISO, do inglés International Organization for
Standardization), o termo 6leo essencial é reservado a produtos obtidos
a partir de matérias primas vegetais por destilagdo com agua ou vapor de
agua, ou a partir da prensagem do epicarpo de frutas citricas, ou por
destilacdo, ou seja, apenas por meios fisicos (BILIA et al., 2014).

Dentre os compostos gerados no metabolismo, os metabolitos
primarios sdo aqueles essenciais a vida e comuns aos seres vivos, e.g.,
acidos nucleicos, proteinas, lipidios e carboidratos. Entretanto os
vegetais, apresentam um arsenal metabdlico (enzimas, coenzimas e
organelas) capaz de transformar e acumular inimeras outras substancias
ndo necessariamente relacionadas diretamente & manutencao da vida. Os
produtos deste complexo conjunto metabélico sdo denominados de
metabdlitos secundarios e embora ndo sejam essenciais & manutencéo da
vida do vegetal, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e a
perpetuacdo da espécie. Metabolitos secundarios desempenham acgéo
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protetora em relagdo as mudancgas de temperatura, conteldo de agua,
niveis de luz, exposicdo aos raios ultravioleta e deficiéncia de nutrientes
minerais (POSER; MENTZ, 2004). Tendo em conta a atracdo de
determinados insetos aos odores caracteristicos dos OE, estes s&o
considerados facilitadores do processo reprodutivo das plantas, uma vez
que, 0s insetos propiciam a disperséo de polen e sementes. Além disto,
os OE protegem o0 organismo de plantas de microrganismos
patogénicos, repelem insetos que atuam como vetores de doengas e,
ainda, por conferirem a planta gosto desagradavel podem reduzir o
apetite de alguns herbivoros (ARAUJO et al., 2015; SAO PEDRO et al.,
2013). Nesta ldgica, os OE sdo produtos resultantes do metabolismo
secundario das plantas (MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE,
2018; BILIA et al., 2014; SARTO; ZANUZZO JUNIOR 2014).

Geralmente, os OE contém cerca de 20 a 60 componentes,
embora mais de 100 compostos possam ser encontrados em diferentes
concentragdes (GARCIA-SALINAS et al., 2018, NIRMALA;
NAGARAJAN, 2017; BILIA et al., 2014; SANTOS et al., 2011).
Todavia, apenas dois ou trés componentes sdo encontrados em
concentracGes elevadas (20 - 70%, m/m), sendo denominados
compostos majoritarios (GARCIA-SALINAS et al., 2018; BILIA et al.,
2014). Por exemplo, o carvacrol (30%) e o timol (27%) sdo os principais
componentes do 6leo essencial de Origanum spp. (BILIA et al., 2014).
Os OE sdo uma mistura de compostos que incluem hidrocarbonetos
terpénicos (principalmente monoterpenos e sesquiterpenos), derivados
oxigenados (&lcoois, aldeidos, ésteres, éteres, cetonas, fendis e 6xidos) e
substancias contendo enxofre (GARCIA-SALINAS et al., 2018;
NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; BLANK et al., 2016; SARTO;
ZANUSSO JUNIOR, 2014; SIMOES; SPITZER, 2004).

Os terpenos constituem uma classe de metabolitos secundarios
vegetais, sendo esse termo utilizado para designar todas as substancias
cuja origem biossintética deriva de unidades de isoprenos (C5). Os
esqueletos carbonados dos terpenos sdo formados pela condensacdo de
um ndmero variavel de unidades isoprénicas (SIMOES; SPITZER,
2004). Entre os terpenos, 0s monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos
representam os principais constituintes dos OE, sendo 0s monoterpenos
as moléculas mais representativas (constituindo 90% dos OE). Os
monoterpenos sdo compostos por duas unidades C5 ramificadas e
insaturadas (isopreno), enquanto 0s sesquiterpenos sdo compostos por
trés unidades de isopreno (BILIA et al., 2014; SAO PEDRO et al.,
2013).

O extenso rol de atividades biolégicas dos OE pode ser
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relacionado a complexidade e variabilidade de sua composicdo quimica
e, geralmente, sdo determinadas pelos seus componentes majoritarios
(BILIA et al., 2014; SAO PEDRO et al., 2013). Tradicionalmente, uma
série de atividades bioldgicas, tais como atividade antibacteriana,
antiviral, anti-inflamatoria, antiflingica, antimutagénica,
anticarcinogénica e antiespasmadica tém sido atribuidas aos OE, de fato,
estudos vém confirmando essas potencialidades (MARINELLI;
STEFANO; CACCIATORE, 2018; PRAKASH et al., 2018; SHARIFI-
RAD et al., 2018; NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; MARYAM et al.,
2015; BILIA et al., 2014; SARTO; ZANUZZO JUNIOR 2014;
NOSTRO; PAPALIA, 2012; SCHERER et al.,, 2009). Dentre as
aplicagbes mais recentes dos OE estdo as atividades antioxidante e
antimicrobiana, esta Gltima explorada para fins de conservacdo de
alimentos apos incorporagdo dos 6leos em embalagens (BILIA et al.,
2014).

1.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os OE podem apresentar acdo antimicrobiana por: (a) interferir
na dupla camada fosfolipidica da membrana celular da bactéria,
aumentando a permeabilidade e permitindo a perda dos constituintes
celulares; (b) alterar sistemas enzimaticos envolvidos na producdo de
energia celular e na sintese de componentes estruturais e, (c) destruir o
material genético (SARTO; ZANUSSO JUNIOR, 2014).

Dentre os componentes dos EO, fendis e aldeidos apresentam maior
potencial antibacteriano, seguidos por alcoois, cetonas, ésteres e finalmente
hidrocarbonetos (MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018).
Especificamente, a elevada hidrofobicidade, bem como a pequena extensdo
das cadeias carbonicas dos compostos fendlicos, permitem que o sitio de
acdo seja a membrana lipidica da célula microbiana. Esses compostos se
acumulam na bicamada lipidica das membranas externa e mitocondrial,
alterando sua estrutura e funcdo e levando a sua ruptura com a morte do
patogeno  (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012;
DEVI et al., 2010). Outra consequéncia relacionada a desestabilizacdo da
membrana citoplasmatica é a perda de constituintes celulares pelo
aumento da permeabilidade. Ao penetrarem na célula bacteriana, os OE e
seus componentes majoritarios, a exemplo do limoneno, carvacrol, timol,
mentol, citral, geraniol e eugenol, podem, ainda, se ligar a proteinas
especificas, exercendo atividade inibitoria no citoplasma celular. A sua
adesdo ou intercalacdo no DNA ou RNA também é relatada (BASSOLE;
JULIANI, 2012; VAN VUUREN; VILJOEN, 2011; SILVA et al., 2010).
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A taxa de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
para aplicacdes clinicas diminuiu drasticamente durante os anos. Assim,
compostos derivados de plantas naturais como os OE podem representar
alternativas interessantes as moléculas sintéticas, devido ao grande
potencial no tratamento de infeccbes (SHARIFI-RAD et al., 2018;
BARANAUSKAITE et al., 2018). Nos Gltimos anos, diversos estudos
sobre a utilizacdo de OE como agentes antimicrobianos (e.g., bactérias,
leveduras e fungos filamentosos) tém sido descritos na literatura,
confirmado os relatos de estudos etnofarmacolégicos (SAO PEDRO et
al., 2013). As folhas do limdo-cravo (Citrus limonia) sdo utilizadas em
infusbes no combate de resfriados e coriza e o suco é utilizado na
medicina alternativa para tratamento de problemas gastrointestinais e
contra infeccbes bacterianas. Satureja montana, popularmente
conhecida como segurelha de inverno ou segurelha montanhesa, na
medicina tradicional e homeopatica, é utilizada em enfermidades
digestivas como célica e diarreia. Millezi et al. (2013), apo6s
determinarem as concentragfes inibitéria minimas (CIM) dos OE das
espécies  supracitadas demonstraram sua efetividade contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O S. aureus apresentou maior
sensibilidade ao OE de Citrus limonia e a E. coli ao 6leo de S. montana.
Estes resultados in vitro sugerem o uso potencial destes OE como uma
alternativa aos antimicrobianos.

A forte acdo antimicrobiana do 6leo de cravo-da-india
(Caryophillus aromaticus L.) foi determinada pelo método da
microdiluicdo em caldo, contra Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Salmonella thyphimurium, Pseudomonas aeruginosa e Clostridium
perfringens, sendo o eugenol o componente majoritario deste OE
(SCHERER et al., 2009).

Andrade e colaboradores (2012), comprovaram a atividade
antibacteriana dos OE de citronela (Cymbopogon nardus), canela
(Cinnamomum zeylanicum) e gengibre (Zingiber officinale) contra
bactérias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Salmonella cholerasuis) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes). Os OE contendo monoterpenos como
constituintes majoritarios, extraidos das folhas de horteld pimenta
(Mentha piperita L.), capim-limdo (Cymbopogon citratus (D.C.) Stapf),
manjerona (Origanum majorana L.) e manjericdo (Ocimum basilicum
L.), foram efetivos na inibi¢do do crescimento de cepas de Escherichia
coli enteropatogénica, Salmonella enterica Enteritidis, Listeria
monocytogenes e Enterobacter sakazaki (VALERIANO et al., 2012).

O OE de orégano (O. vulgare) apresentou atividade téxica a
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis
(ARAUJO et al., 2015). Por sua vez, a multiplicagio da Salmonella
enteritidis in vitro foi inibida pelo OE de orégano oriundo de diferentes
regides (SILVA et al., 2010).

1.2 Métodos in vitro para avaliagdo da atividade antimicrobiana de
produtos naturais

O uso indiscriminado dos antibidticos e a pressdo seletiva
ambiental produzida por antissépticos, desinfetantes e conservantes tem
gerado uma resposta de sobrevivéncia nos microrganismos
(AVANCINI; BOTH, 2017). Esse contexto motiva a busca de novos
compostos  antimicrobianos (grupos antibiéticos e compostos
desinfetantes, por exemplo) onde as plantas medicinais se destacam
sendo consideradas recursos sustentaveis, renovaveis que podem ser
usados em substituicio ou em complementariedade aos produtos
convencionais (MACIEL et al., 2017; AVANCINI; BOTH, 2017). Na
corrida contra a resisténcia microbiana, os estudos in vitro sdo de
extrema importancia, sendo o primeiro screening a descoberta de novos
compostos antimicrobianos mais eficazes, menos toxicos e com menor
impacto ambiental, comparativamente, aos ativos de uso corrente
(AMPARO et al., 2018; MIRA DE BONA et al., 2014; OSTROSKY et
al., 2008).

Os métodos de avaliagdo da atividade antimicrobiana séo
padronizados por normas estabelecidas por 6rgdos como o CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute), 0 mais adotado internacionalmente.
Além desse, também existem outros como: British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) e European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e, atualmente, o Brazilian
Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Br-CAST) (AMPARO
et al., 2018). Os métodos padronizados e descritos pelos 6rgdos
normalizadores sdo desenvolvidos e utilizados na clinica para analisar
agentes antimicrobianos convencionais, como o0s antibidticos que s&o,
geralmente, hidrofilicos. Entretanto, os produtos naturais possuem
caracteristicas fisico-quimicas diferentes dos antibiéticos, algumas vezes
sdo voléteis, insollveis em &gua e viscosos ou ainda substancias complexas,
dessa forma, feitas modificagdes esses métodos podem ser empregados na
avaliacdo da atividade antimicrobiana de produtos de origem vegetal
(AMPARO et al., 2018; MIRA DE BONA et al., 2014; NASCIMENTO et
al., 2007; HOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 2003).

H& diversos métodos para determinar a atividade antibacteriana
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de extratos, fragdes, 6leos essenciais e substancias isoladas de vegetais,
incluindo avaliacdes qualitativas (triagens) e/ou quantitativas, com a
determinacdo da menor concentragdo capaz de inibir o crescimento
microbiano (Concentracdo Inibitéria Minima/CIM). Os principais
métodos microbioldgicos para avaliacdo da atividade antimicrobiana,
tanto de bactérias como de fungos, podem ser classificados em trés
tipos: ensaios bioautograficos, de difusdo e de diluicdo (AMPARO et
al., 2018; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016; MIRA DE BONA
et al., 2014; SILVEIRA et al., 2009; OSTROSKY et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2007; HOOD; WILKINSON; CAVANAGH,
2003).

Em 1946, Goodall e Levi combinaram o método de cromatografia
em papel com bioautografia de contato para detectar diferentes
penicilinas. Posteriormente, em 1961, Fischer e Lautner introduziram a
Cromatografia de Camada Delgada (CCD) (BALOUIRI; SADIKI,
IBNSOUDA, 2016). Assim, 0s ensaios bioautograficos sdo aqueles que
empregam placas de cromatografia de camada delgada (CCD) para a
analise. Os compostos a serem separados por CCD sdo colocados em
contato, de forma direta, indireta ou por imersdo, com placas de agar
onde o microrganismo teste foi previamente inoculado (AMPARO et al.,
2018; SILVEIRA et al., 2009). Zonas de inibicdo de crescimento
microbiano indicam a presenca de substancias antimicrobianas. Tratam-
se de métodos qualitativos, particularmente, importantes na pesquisa de
compostos antimicrobianos vegetais, pois permitem a localizag&o direta
de constituintes ativos a partir de uma matriz complexa (SILVEIRA et
al., 2009). Trés técnicas bioautograficas foram descritas a investigacdo
de compostos antimicrobianos: a difusdo em agar, bioautografia direta e
ensaio de sobreposicdo de &gar (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA,
2016).

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em
placa, atualmente recomendado e padronizado pelo CLSI, foi
desenvolvido em 1940 e se baseia no originalmente descrito por Bauer e
colaboradores (1966) (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016;
OSTROSKY et al., 2008; ALVES et al., 2008). Os ensaios de difusdo
fundamentam-se na difuséo da substancia a ser ensaiada, em um meio de
cultura sélido que contém o microrganismo desafiado. A substancia a
ser testada é colocada em contato com o meio de cultura previamente
inoculado e, a maneira como se processa esse contato define os
diferentes métodos de difusdo, dentre eles, método de difusdo em disco,
método dos cilindros de aco inoxidavel ou de vidro e método de
perfuracdo de pogos em agar. Na técnica de perfuragcdo de pocos em
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agar, a remocdo do meio de cultura sélido é realizada com auxilio de
cilindros de 6-8 mm de diametro para a formacdo de po¢os, nos quais €
realizada a aplicacdo da substancia analisada. Apés a difusdo, ocorre o
aparecimento de um halo, denominado halo de inibicdo (HI) de
crescimento do microrganismo. O tamanho do HI do crescimento do
microrganismo desafiado é relacionado com a concentracdo da
substancia ensaiada. O didmetro do HI de crescimento é medido
partindo-se da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde ha
crescimento de microrganismos (SILVEIRA et al., 2009; OSTROSKY
et al., 2008). Como controle positivo, emprega-se um quimioterapico
padrdo e como controle negativo o solvente utilizado na solubilizacéo da
substancia em ensaio. As temperaturas de incubacdo recomendadas ao
crescimento bacteriano variam de 35 a 37°C, durante 24 a 48 horas
(OSTROSKY et al., 2008). Tais condicBes sdo geralmente utilizadas
para microrganismos de crescimento rapido e para alguns de
crescimento fastidiosos (ALVES et al., 2008).

Os ensaios de difusdo em agar fornecem resultados qualitativos ao
categorizar as bactérias como suscetiveis, intermediarias ou resistentes
frente a substancia testada. Além disso, os métodos de difusdo em agar
ndo sdo apropriados para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), pois é impossivel quantificar a quantidade de agente
antimicrobiano difundido no meio (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA,
2016). Esse fato resulta de fatores que interferem na difusdo dos
compostos no meio de cultura, como espessura do 4gar, padronizagdo do
inéculo, volume da substancia teste aplicada e propriedades fisico-
guimicas das amostras analisadas. A solubilidade é a principal
caracteristica de alguns extratos e dos 6leos essenciais, que dificulta a
total aplicagdo das normas do CLSI, padronizacdo mais aceita e adotada
internacionalmente (AMPARO et al., 2018). Além disso, a inibicdo do
crescimento bacteriano ndo significa a morte bacteriana, de modo que este
método ndo consegue distinguir os efeitos bactericidas e bacteriostaticos
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Dessa forma, 0s ensaios de
difusio em 4gar, permitem apenas uma triagem da atividade
antimicrobiana de produtos naturais, direcionando as analises para
determinacgéo da CIM (AMPARO et al., 2018). No entanto, o ensaio de
difusdo em disco oferece muitas vantagens em relacdo a outros métodos:
simplicidade, baixo custo, capacidade de testar numeros enormes de
microrganismos e agentes antimicrobianos e a facilidade de interpretar os
resultados fornecidos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Existem diversas diretrizes aprovadas para o0 teste de
suscetibilidade antimicrobiana por diluicdo em caldo de bactérias
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fastidiosas ou ndo exigentes, leveduras e fungos filamentosos. Os
padrdes mais reconhecidos sdo fornecidos pelo CLSI e pelo EUCAST
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Ensaios de diluicdo em
caldo séo aqueles em que as substancias testadas sdo adicionadas a um
meio liquido de cultura onde o microrganismo desafiado é inoculado
(SILVEIRA et al., 2009). Esses ensaios levam em consideracdo a
relacdo entre a proporcdo de crescimento do microrganismo desafiado
no meio liquido e a concentragdo da substancia ensaiada. Neste caso,
entende-se por propor¢do a densidade da turbidez resultante do
crescimento microbiano (OSTROSKY et al., 2008). Apds incubacéo, a
proporcdo do crescimento microrganismo € determinada pela leitura
visual direta ou turbidimétrica, com uso de espectrofotbmetro em
comprimento de onda apropriado (SILVEIRA et al.,, 2009). A CIM
refere-se a menor concentracdo do antimicrobiano testado que inibe o
crescimento do microrganismo de interesse, sendo normalmente
expresso em pg/mL ou mg/L (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA,
2016; OLIVEIRA et al., 2011).

A diluicdo em caldo é considerada o método mais sensivel para
determinacdo da CIM. Duas metodologias de diluicdo podem ser
empregadas: em tubos (macrodiluicdo) ou em placas de 96 pogos
(microdiluicdo) (AMPARO et al., 2018; BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016; MIRA DE BONA et al., 2014; OSTROSKY et al.,
2008). Ostrosky e colaboradores (2008) mencionaram o método de
microdiluicdo em caldo como sendo o mais confiavel para avaliar
agentes antimicrobianos, por fornecer resultados quantitativos e nao ser
influenciado pela velocidade de crescimento do microrganismo. Além
disso, a microdiluicdo possui vantagens como reprodutibilidade,
pequena guantidade de amostra requerida, economia de reagentes, de
meio de cultura e de espaco e possibilidade de teste simultdneo de um
grande namero de repeticOes, de diversas diluicBes e diferentes amostras
em apenas uma placa por microrganismo, aumentando a confiabilidade
dos testes (AMPARO et al., 2018; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA,
2016; MIRA DE BONA et al., 2014; OSTROSKY et al., 2008).

Para a determinacdo da CIM, dispositivos automatizados de
visualizacdo, a exemplo do espectrofotdmetro, podem facilitar a leitura
dos testes de microdiluicdo e determinar com maior precisdo o endpoint
do crescimento microbiano entre 0s pogos. Além disso, métodos
colorimétricos baseados no uso de reagentes corantes foram
desenvolvidos. Sais de tetrazélio, brometo de 3 - (4, 5 - dimetiltiazol - 2
-il) - 2, 5 - difeniltetrazdlio (MTT) e 0 2, 3 - bis {2 - metoxi - 4 - nitro -
5 - [(sulfenilamino) carbonil] - 2H - hidréxido de tetrazélio} (XTT), séo
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frequentemente usados na determinagdo da CIM dos ensaios de
microdiluicdo antibacteriana. O corante azul Alamar (resazurina), um
indicador de crescimento efetivo, também pode ser usado para esse fim
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

A comparacgdo entre métodos distintos ja foi realizada por varios
autores. Alves e colaboradores (2008) e Scorzoni e colaboradores (2007)
compararam 0 método de microdiluicdo com métodos de difusdo em
agar e concluiram que o primeiro é mais recomendado para
determinacdo da CIM, pois é mais sensivel, reprodutivel e permite a
quantificacdo do crescimento microbiano enquanto que, a difusdo em
placa de Petri constitui em um método qualitativo. Por isso, esses
métodos (diluicdo e difusdo) ndo sdo necessariamente comparaveis
(NASCIMENTO et al., 2007).

Independente do método escolhido para avaliago da
susceptibilidade antimicrobiana e para a descoberta de novos agentes
antimicrobianos, existe a necessidade de adaptacdes metodoldgicas para
adequacdo dos protocolos padronizados aos produtos naturais em teste.
Entretanto, é imperativo ter cuidado com determinados fatores que
podem afetar a suscetibilidade dos métodos e estes devem atender ao
gue esta disposto nos protocolos dos orgdos normalizadores, a fim de,
garantir uma abordagem experimental precisa, resultados reprodutiveis e
confidveis e, ainda, permitir que outros pesquisadores comparem 0S
resultados.

A susceptibilidade dos agentes antimicrobianos é dependente da
quantidade do in6culo. A padronizacdo desse se faz, portanto, necessaria
e a quantidade inoculada devera ser estabelecida para cada método
desenvolvido. Para os testes de microdiluicdo o CLSI padroniza como
concentragéo final, no inicio do periodo de incubagdo, 5 x 10° UFC/mL
para bactérias. Segundo recomendacdo da norma M7-A7 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006), a preparacdo do
indculo inicial para os métodos de diluigdo e difusdo deve ser feita
conforme padrdo de leitura 0,5 na escala McFarland, que fornece
densidade de aproximadamente 108 UFC/mL. Alternativamente, o
inéculo pode ser ajustado fotometricamente (A = 625 nm) e o resultado
da absorbancia ajustado para o intervalo de 0,08 a 0,10. As placas
devem ser inoculadas em até 15 minutos ap6s a padronizacdo do
inéculo, para que a densidade celular ndo esteja alterada (AMPARO et
al., 2018; OSTROSKY et al., 2008; CLSI, 2006).

A incubac&o dos microrganismos deve ser feita a 35-37°C para o
crescimento de bactérias. No método de diluicdo, as condicbes de
crescimento dos microrganismos nos tubos ou pogos da microplaca
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devem ser semelhantes, propiciando-se a mesma temperatura e agitacao.
No método de difusdo as placas devem ser incubadas com o cuidado de
se manter a temperatura homogénea na estufa. CondicGes alternativas
podem ser utilizadas, se forem essenciais ao crescimento do
microrganismo em teste, mantendo-se a condicdo modificada ao longo
de todo experimento (AMPARO et al., 2018; OSTROSKY et al., 2008;
CLSI, 2006).

No caso dos meétodos de difusdo em placa, a espessura e a
uniformidade do &gar sdo essenciais & boa resolucdo dos resultados.
Deve-se controlar rigorosamente o volume de agar transferido a placa de
Petri, e 0 meio de cultura deve ser distribuido de modo a evitar formacgao
de estrias superficiais e bolhas (OSTROSKY et al., 2008; CLSI, 2006).

A dificuldade de solubilizacdo é uma das caracteristicas dos
produtos naturais que impede que a metodologia proposta pelo CLSI
seja seguida integralmente, exigindo modificagdes. Dessa forma, outro
fator que pode afetar a suscetibilidade dos métodos é a forma de
solubilizacdo da substancia teste para adi¢do desta no meio de cultura. O
solvente ou o agente emulsionante pode inibir o crescimento microbiano
e levar a resultados falso-positivos. Independente do agente
solubilizante utilizado, é importante realizar um controle negativo com
guantificacdo do crescimento microbiano, pelo menos na maior
concentracdo do agente solubilizante empregado. Isso porque, mesmo
que a inibicdo seja de fraca intensidade, pode interferir nos resultados.
Além disso, o controle deve ser realizado em todos os testes, pois a
inibicdo pode variar com as cepas utilizadas (AMPARO et al., 2018).

Sendo assim, é recomendavel o seguimento das normas
estabelecidas pelo CLSI, no que se refere & padronizacdo da
concentracdo de indculo, as condigdes de incubagdo e ao emprego de
controle de inibicdo do agente solubilizante nos testes antimicrobianos
de produtos naturais.

2 NANOENCAPSULACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

O conceito de nanotecnologia foi introduzido por Richard
Feynman, em 1959. Mais tarde, em 1974, Nario Taniguchi cunhou o
termo nanotecnologia e usou-o para a manipulacdo de particulas
menores que 1 um (PRAKASH et al., 2018). A nanotecnologia é focada
na caracterizacdo, fabricacdo, manipulacdo e aplicacdo de estruturas
bioldgicas e ndo biolégicas em escala nanométrica. Estruturas nessa
escala de tamanho apresentam propriedades funcionais Unicas, nédo
encontradas em escalas de maior dimensdo (ASSIS et al., 2012).
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O fato dos OE serem considerados produtos naturais torna-os
altamente desejaveis a utilizacdo em muitas aplicacdes comerciais
devido a crescente demanda dos consumidores por aditivos ndo
sintéticos (CHANG; McLANDSBOROUGH; McCLEMENTS, 2013).
Contudo, alguns fatores desencorajam a utilizacdo dos OE na sua forma
livre. Considerando que os principais constituintes dos OE mostram-se
suscetiveis a oxidacdo mediada pela luz ou pelo calor, ndao ¢
recomendado expor a pele diretamente ao OE, uma vez que, 0s produtos
metabolicos da degradacdo podem causar potenciais reacfes alérgicas.
A elevada volatilidade dos componentes dos OE também desencoraja a
sua utilizacdo livre. A deterioracdo oxidativa pode alterar a composicdo
funcional dos constituintes ativos, bem como suas propriedades
antimicrobianas (PRAKASH et al., 2018; TAMPAU; GONZALEZ-
MARTINEZ; CHIRALT 2017; NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; SAO
PEDRO et al., 2013). Além disso, a baixa solubilidade aquosa também
restringe  potenciais aplicacbes dos OE, por reduzir sua
biodisponibilidade e eficicia. Todos estes fatores, de forma isolada ou
em associagdo, limitam a aplica¢do dos OE na forma in natura como
potenciais agentes antimicrobianos ingredientes de produtos com agdo
germicida  (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; TAMPAU;
GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT 2017; SAO PEDRO et al.,
2013). Em geral, como os 6leos essenciais sdo constituidos de uma
mistura complexa de compostos lipofilicos volateis, a associacdo a
sistemas coloidais submicrométricos tém sido considerada uma
estratégia promissora a superacgao das limitacfes do uso de compostos
naturais com atividade antimicrobiana (PRAKASH et al., 2018;
CODEVILLA et al., 2015; SAO PEDRO et al., 2013). Recentemente,
pesquisas tém sido conduzidas com enfoque no desenvolvimento de
novos sistemas nanocarreadores, 0S quais permitem contornar as
limitacGes de uso dos OE, além de apresentarem diversas vantagens em
relagdo aos sistemas de liberagdo de ativos convencionais (ALBERTI et
al., 2017; NIRMALA; NAGARAJAN, 2017 CODEVILLA et al., 2015).

Os OE e seus fitoconstituintes com atividade antimicrobiana
podem ser associados a sistemas nanocarreadores, 0rganicos ou
inorganicos. A associa¢do destes compostos a sistemas organicos, tais
como nanoparticulas lipidicas (ex. lipossomas, nanoparticulas lipidicas
solidas e nanoemulsfes) ou poliméricas (ex. nanocépsulas e
nanoesferas) biocompativeis, vem sendo alvo de estudos nos ultimos
anos (SAO PEDRO et al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1 - Ilustragdo esquematica dos tipos de nanoparticulas utilizados a
encapsulacéo de OE antimicrobianos: a) lipossomas; b) nanoparticulas lipidicas
solidas; ¢) nanoesferas poliméricas; d) nanocapsulas poliméricas; e)
nanoemulsoes.
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Fonte: Adaptado de S&o Pedro et al. (2013).

As nanoparticulas polimeéricas so classificadas como nanocépsulas
e nanoesferas (ALBERTI et al., 2017; ZORZl et al, 2017,
BAHAMONDE-NORAMBUENA, 2015; CODEVILLA et al., 2015;
REIS et al., 2006). As nanocépsulas sdo sistemas reservatdrios, formados
por um nuicleo, geralmente, constituido de um 6leo envolto por um
invdlucro polimérico. As nanoesferas, por sua vez, sao sistemas matriciais
formados por uma matriz polimérica. Os ativos podem estar
adsorvidos/dissolvidos tanto na matriz polimérica quanto no ndcleo
oleoso. Ao se considerar 0 uso destas particulas como antimicrobianos, a
matriz polimérica deve ser constituida por materiais biocompativeis. Estes
sistemas podem ser preparados utilizando polimeros naturais, sintéticos e
semi-sintéticos como, por exemplo, policaprolactona (PCL), poli (acido
lactico) (PLA), poli acido latico-co-glicolico (PLGA), polialquileno-
cianoacrilato, gelatina e quitosana (ALBERTI et al., 2017; CODEVILLA
etal., 2015; BAHAMONDE-NORAMBUENA, 2015; REIS et al., 2006).

As nanoparticulas lipidicas podem ser classificadas em
lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e
carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) (MARCATO, 2009). Os
lipossomas sdo uma associacdo coloidal de lipidios anfifilicos que se
organizam espontaneamente em vesiculas esféricas compostas por uma
ou mais bicamadas de fosfolipidios (BARANAUSKAITE et al., 2018;
ALBERTI et al., 2017; CODEVILLA et al., 2015; SAO PEDRO, 2013;
MARCATO, 2009). Devido a natureza anfifilica dos fosfolipidios, os
lipossomas podem ser empregados como veiculos tanto para moléculas
lipofilicas quanto hidrofilicas (PRAKASH et al., 2018; CODEVILLA et
al., 2015). Entre os carreadores utilizados para produtos farmacéuticos
ou cosméticos, os lipossomas sdo 0s promotores mais bem-sucedidos da
absorcdo cutdnea de farmacos. As semelhangas estruturais com as
membranas bioldgicas permitem uma melhor penetracdo na barreira
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epidérmica em comparagdo com outros sistemas de liberagdo
(ALBERTI et al., 2017).

As NLS sdo formadas por lipidios sdlidos a temperatura ambiente
estabilizados por tensoativos hidrofilicos (PRAKASH et al.,, 2018;
CODEVILLA et al., 2015; MARCATO, 2009). Os lipidios utilizados na
preparacdo de NLS sdo triglicerideos, mistura de glicerideos ou ceras
(MARCATO, 2009). Por apresentarem nacleo lipidico, séo
transportadores adequados ao encapsulamento de compostos lipofilicos
guimicamente instaveis, sendo amplamente utilizados como agentes
transportadores de OE (PRAKASH et al., 2018; SAO PEDRO, 2013).
Para melhorar a eficiéncia de encapsulagdo e minimizar a expulsdo do
ativo das particulas durante o periodo de armazenamento, no final dos
anos 90 surgiram os CLN (carreadores lipidicos nanoestruturados), como
uma segunda geracdo dos NLS (COLA et al., 2016; MARCATO, 2009).
Os CLN sdo compostos por uma mistura de lipidios sélidos e liquidos, a
temperatura ambiente, formando estruturas que possuem imperfeicdes. As
imperfeicGes geram mais espaco para acomodar mais ativo aumentando a
eficiéncia de encapsulacdo (COLA et al., 2016). Os CLN apresentam
como vantagem, sobre as NLS o fato de que o ativo ndo é expulso do
interior das nanoparticulas, como ocorre nas NLS (COLA et al., 2016).
Entretanto, tanto os CLN quanto as NLS apresentam baixa eficiéncia de
encapsulacdo de ativos hidrofilicos, que pode ser aumentada utilizando
baixas concentracfes do ativo (MARCATO, 2009).

Por estas razfes, a nanoencapsulacdo tem sido utilizada como
alternativa para melhorar a estabilidade, eficacia, viabilidade e
solubilidade dos ativos naturais. O emprego desta alternativa
tecnoldgica também permite o desenvolvimento de sistemas carreadores
capazes de transportar os EO através da membrana celular para que, ao
serem liberados no interior da membrana citoplasmatica, exercam sua
atividade antimicrobiana em diferentes sitios de acdo, reduzindo
consideravelmente a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia
microbiana (PRAKASH et al., 2018; BAJERSKI et al., 2016;
KAMIMURA et al., 2014).

2.1 Nanoemulsdes

Dentre os sistemas nanocarreadores existentes, as nanoemulsdes
apresentam promissora aplicacdo como carreadores de ativos,
especialmente aqueles com reduzida hidrossolubilidade (BAJERSKI et
al., 2016; MARCATO, 2009; BRUXEL et al., 2012). Nanoemulsdes
podem ser definidas como sistemas heterogéneos nos quais um liquido
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imiscivel (fase interna) é disperso em outro (fase externa) na forma de
goticulas de dimensbes nanométricas, uniformemente dispersas, devido
a presenca de um agente emulsionante (ALBERTI et al., 2017; ZORZI
et al.,, 2017; CODEVILLA et al., 2015; BRUXEL et al., 2012; ASSIS et
al., 2012). A fase interna é também conhecida como fase dispersa ou fase
descontinua, enquanto a fase externa é chamada de meio de disperséo ou
fase continua. O agente emulsionante é também conhecido como
intermediério ou interfase (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015).

O termo nanoemulsdo refere-se também a uma miniemulsdo que
é uma dispersdo fina 6leo em agua (O/A) ou agua em o6leo (A/O),
estabilizada por uma pelicula interfacial de molécula tensoativa com
uma gama de tamanho de goticula de 100-600 nm (ALBERTI et al.,
2017; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; BOUCHEMAL et al.,
2004). Assim, alguns autores se referem as nanoemulsdes como
miniemulsdes, emulsfes submicrométricas ou emulsdes ultrafinas
(HALNOR et al., 2018; ALBERTI et al., 2017; YUKUYAMA, et al.,
2016; BAJERSKI et al., 2016; MANGALE et al., 2015; KANWALE et
al., 2015; BANGIA; OM, 2015; MISHRA; SONI; MISHRA, 2014;
SUTRADHAR; AMIN, 2013). Entretanto, o termo nanoemulsdo tem
sido mais utilizado por dar uma ideia da escala de tamanho nanométrico
das goticulas (ASSIS et al., 2012).

Segundo Bruxel e colaboradores (2012), existe na literatura
inconsisténcias relacionadas aos conceitos de nanoemulsdes em relagédo
as microemulsdes. Apesar destes sistemas poderem apresentar
caracteristicas estruturais e visuais semelhantes em determinadas
condicdes, diferenciam-se quanto a estabilidade termodinamica. As
microemulsfes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, enquanto as
nanoemulsfes sdo sistemas cineticamente estaveis (YUKUYAMA, et
al., 2016; BANGIA; OM, 2015; BRUXEL et al., 2012; DAMASCENO
et al., 2011; BOUCHEMAL et al., 2004). Apesar da nomenclatura
empregada, microemulsdes apresentam, geralmente, tamanho de
goticula inferior as nanoemulsfes, além de um aspecto translGcido
(BRUXEL et al., 2012; BOUCHEMAL et al., 2004). As nanoemulsdes
possuem melhor eficacia em termos de aparéncia, estabilidade, textura e
atividade relativamente as microemulsdes (PRAKASH et al., 2018).

Goticulas de diametro inferior ao micrémetro e glébulos com 50
a 1000 nm de didmetro sdo, usualmente, observadas em nanoemulsdes.
Normalmente, o tamanho médio das gotas é de 50 a 500 nm
(KANWALE et al.,, 2015; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015;
ASSIS et al., 2012; BHATT; MADHAYV, 2011). Parece ndo haver
consenso entre os autores quanto ao valor limite superior de tamanho
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das nanoparticulas, alguns considerando 500 nm como limite superior.
Entretanto, como ndo had mudanca drastica nas propriedades fisico-
guimicas quando o tamanho da gota de emulsdo encontra-se na faixa
nanométrica, o limite de tamanho ndo pode ser considerado uma
guestdo-chave (YUKUYAMA, et al., 2016). Dependendo do tamanho
das goticulas, as nanoemulsdes podem ser transparentes/translicidas
(50-200 nm) ou leitosas (até 500 nm) (YUKUYAMA, et al., 2016;
CODEVILLA et al., 2015).

As nanoemulsdes podem ser classificadas em trés tipos:

(a) nanoemulsdo 6leo em agua (O/A), na qual o 6leo é disperso
na fase aquosa continua;

(b) nanoemulsdo agua em dleo (A/O), em que as goticulas de
agua sdo dispersas em uma fase oleosa continua;

(c) nanoemulsdo bi-continua, onde os microdominios de 6leo e
agua estdo interdispersos dentro do sistema (HALNOR et al., 2018;
SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; YUKUYAMA, et al, 2016;
CODEVILLA et al., 2015; KANWALE et al., 2015; BANGIA; OM,
2015; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015).

As nanoemulsfes também podem ser classificadas de acordo com
0 tipo de surfactante usado, a saber: nanoemulsdo neutra, onde um
surfactante neutro é usado; nanoemulsdo catidnica, contendo um
surfactante catibnico e nanoemulsdo anidnica, onde o surfactante
empregado ¢ aniénico (HALNOR et al., 2018).

As nanoemulsfes sdo mais vantajosas em relagdo as emulsées e
suspensdes por apresentarem maior estabilidade frente & cremacéo,
sedimentacdo, floculagdo e coalescéncia devido ao reduzido diametro das
particulas, além de permitirem o fécil escalonamento da producéo
(BAJERSKI et al., 2016; YUKUYAMA et al., 2016; JUNIOR et al., 2013;
SAO PEDRO et al., 2013; ANTON; VANDAMME, 2011). Como
resultado do reduzido tamanho de particula, a cinética de desestabilizacdo
das nanoemulsdes é lenta (aproximadamente meses), tornando-as
cineticamente estaveis (BAJERSKI et al., 2016; SAO PEDRO et al., 2013;
ANTON; VANDAMME, 2011). Normalmente, devido a instabilidade
termodindmica séo obtidas por agitacdo mecanica (HALNOR et al., 2018;
BAJERSKI et al., 2016; DAMASCENO et al., 2011).

2.1.1 Composicdo das nanoemulsdes
Os trés componentes principais das nanoemulsfes sdo: fase

oleosa, surfactante e a fase aquosa (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017;
SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; BRUXEL et al., 2012).
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A fase oleosa das nanoemulsbes, normalmente, é selecionada
com base na solubilidade do ativo a ser veiculado, na sua estabilidade,
bem como na estabilidade da formulacdo desenvolvida (NIRMALA;
NAGARAJAN, 2017; SUTRADHAR; AMIN, 2013; BRUXEL et al.,
2012). Em algumas situagdes, o proprio componente ativo é um dos
constituintes da fase oleosa, sendo o Unico.

O processo de selecdo de surfactantes ou emulsificantes
adequados, capazes de formar mono ou multicamadas em torno das
goticulas oleosas, de forma a reduzir a tensdo interfacial e/ou aumentar a
repulsdo entre as goticulas, € um dos principais fatores relacionados a
estabilidade do sistema coloidal (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017
BRUXEL et al., 2012). Os surfactantes também evitam a coalescéncia
induzida que pode ser causada pelo cisalhamento das goticulas durante o
processo de nanoemulsificagdo (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017). Os
tensoativos de origem natural, tais como os fosfolipidios, sdo preferidos
aos sintéticos, por serem biocompativeis e apresentarem resultados
adequados de emulsificacdo. Os fosfolipidios mais comumente
utilizados no preparo das nanoemulsdes podem ser originarios de fontes
naturais, como as lecitinas, ou  semissintéticos, = como
dioleilfofatidiletanolamina e diestearilfosfatidilcolina. A lecitina ¢
obtida de diferentes fontes, geralmente, de origem animal (gema de ovo)
ou vegetal (soja), sendo composta por uma mistura de diferentes
fosfolipidios,  principalmente, fosfatidilcolina. A  lecitina €
biocompativel e biodegradavel, sendo de grande importancia na
estabilidade a longo prazo das emulsdes por conferir carga superficial
negativa a interface da estrutura formada (potencial zeta negativo),
permitindo a repulsdo eletrostatica entre as goticulas dispersas (ZORZI
et al., 2017; NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; BRUXEL et al., 2012).
Este composto anfifilico se posiciona entre as duas fases da emulsdo
(aquosa e oleosa), originando uma pelicula interfacial que proporciona
estabilidade ao sistema (HALNOR et al., 2018; BAJERSKI et al., 2016;
DAMASCENO et al., 2011).

Apesar da preferéncia pelos tensoativos de origem natural, os
agentes emulsionantes sintéticos também tém sido amplamente
empregados para conferir maior estabilidade & emulsdo. Tensoativos ndo
ibnicos do grupo dos poloxdmeros e polioxietileno-sorbitanos
(Tweens®) tém se mostrado promissores em combinacdo com 0s
fosfolipideos, pois levam & formagdo de filmes mistos compactos,
conferindo maior estabilidade a formulacdo. Por causa da preocupacéao
com a toxicidade, o uso de surfactantes ndo-ibnicos, que permitem
produzir formulagdes ndo tdxicas, é preferido, em detrimento do uso dos
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surfactantes idnicos (HALNOR et al., 2018). Existe, ainda, a
possibilidade de adicdo de tensoativos anidnicos, como o0s acidos
deoxicolico ou &cido oleico, por exemplo, visando conferir maior carga
negativa a interface e, consequentemente, maior repulsdo eletrostatica
entre as goticulas (SUTRADHAR; AMIN, 2013; BRUXEL et al., 2012).
Deve-se notar que os tensoativos desempenham um papel importante na
reducdo do tamanho de goticula (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017).
Nesta légica, diferentes propostas de formulacdes nanoemulsionadas
podem ser desenvolvidas, modificando-se somente os componentes da
interface (Figura 2).

Figura 2 - Representacdo esquematica dos tipos de nanoemulsdes, conforme
composi¢do da interface: (A) apenas fosfolipideos como tensoativos; (B)
fosfolipideos adicionados de um tensoativo ndo ibnico; (C) fosfolipideos adicionados
de tensoativos idnicos (anidnico ou catidnico) e (D) polimeros hidrofilicos.

Fonte: Adaptado de Bruxel et al. (2012).

O co-surfactante é um constituinte opcional as nanoemuls@es que
ajuda a reduzir a tensdo interfacial entre as fases oleosa e aquosa, além
de promover a fluidificagdo do filme interfacial formado pelo
surfactante, o que impede a elevacdo significativa da viscosidade do
sistema (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017). Sado exemplos de co-
surfactantes o propilenoglicol, etanol e butanol (HALNOR et al., 2018).

Por fim, a fase aquosa utilizada na formulacéo de nanoemulso é,
geralmente, agua. Na fase aquosa da nanoemulsdo, ainda, podem ser
incorporados agentes conservantes, reguladores de pH e agentes de
tonicidade (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; BRUXEL et al., 2012).

2.1.2 Técnicas de preparacdo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes sdo sistemas ndo equilibrados de liquidos
estruturados e, portanto, sua preparacdo envolve a entrada de uma
grande quantidade de energia ou surfactantes e, em alguns casos, uma
combinacdo de ambos (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; LOVELYN,
ATTAMA, 2011). Varios métodos de preparacdo sdao empregados no
desenvolvimento de nanoemulsdes e podem ser divididos basicamente
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em métodos de alta e baixa energia (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017;
YUKUYAMA, et al., 2016; CODEVILLA et al., 2015; HOLKEM et al.,
2015; BRUXEL et al., 2012; LOVELYN, ATTAMA, 2011).

Os métodos que empregam alta energia requerem dispositivos
mecanicos para produzir fortes forcas disruptivas para romper as
goticulas da fase dispersa (oleosa e aquosa) para obter nanoemulsdes
com diametros reduzidos. Estes métodos incluem a microfluidizacéo,
homogeneizacdo a alta pressdo e sonicacdo. Nestes métodos, a
preparacdo da nanoemulsdo ocorre, geralmente, em duas etapas: a
primeira consiste na producdo de uma emulsdo grosseira e a segunda na
redugdo do didmetro de goticula com auxilio de equipamento ou
dispositivo especifico (HALNOR et al., 2018; NIRMALA;
NAGARAJAN, 2017; BRUXEL et al.,, 2012; BHATT; MADHAY,
2011; ANTON; VANDAMME, 2011; ALMEIDA; TEIXEIRA,
KOESTER, 2008). O tamanho de particula depende do tipo de
instrumento empregado e das condi¢des operacionais, como 0 tempo de
processo e temperatura, juntamente com as propriedades e composi¢do
da amostra (HALNOR et al., 2018; LOVELYN, ATTAMA, 2011).

A homogeneizacdo a alta pressdo consiste na passagem de uma
dispersao grosseira por um orificio, sob pressao elevada, em turbuléncia
intensa, produzindo entdo, uma emulsdo com um didmetro de goticula
extremamente pequeno. Os pardmetros de processo, tais como tempo e
velocidade afetam significativamente a distribuicdo de tamanho das
particulas da nanoemulsdo. A microfluidizacdo baseia-se na utilizacdo
de uma bomba de alta pressao (500 a 20.000 psi) que forca a passagem
da emulsdo através de uma série de microcanais. Tanto a
homogeneizacdo de alta pressdo quanto as técnicas de microfluidiza¢do
podem ser usadas para preparacdo de nanoemulsdes em escala
laboratorial e industrial. A sonicagdo consiste na aplicacdo do ultrassom,
produzindo ondas interfaciais instaveis e rompendo as goticulas
primérias em goticulas de tamanho nanométrico (HALNOR et al., 2018;
NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016;
YUKUYAMA, et al., 2016; KANWALE et al., 2015; MANGALE et al.,
2015; HOLKEM et al., 2015; ASSIS et al., 2012; SHAH; BHALODIA,;
SHELAT, 2010). As caracteristicas de uma formulac&o preparada com o
auxilio deste método dependem, principalmente, da pré-emulsdo
utilizada (BRUXEL et al., 2012). Por necessitar de reduzida quantidade
de surfactante para produzir uma nanoemulsdo homogénea, a sonicagéo
€ 0 método mais vantajoso dentre 0s processos mecanicos. Esta técnica
é utilizada, principalmente, para a producdo de nanoemulsGes em escala
laboratorial (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; HOLKEM et al., 2015).
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Apesar dos métodos de emulsificacdo de alta energia serem efetivos na
reducdo do didmetro de goticula, produzindo nanoemulsées com
propriedades desejadas, e terem facil escalabilidade industrial, podem
ndo ser adequados para farmacos termolabeis, tais como retindides e
macromoléculas, incluindo proteinas, enzimas e 4&cidos nucleicos
(BRUXEL etal., 2012; LOVELYN, ATTAMA, 2011).

Os métodos de baixa energia, por sua vez, ndo fazem uso de
energia extrema gerada por dispositivos mecénicos e sim do potencial
guimico dos componentes da formulacdo (YUKUYAMA, et al., 2016;
ASSIS et al., 2012; ANTON; VANDAMME, 2011). Num método de
baixa energia, usualmente, realiza-se uma suave agitacdo para gerar as
nanoemulses. Este processo depende, principalmente, das propriedades
fisico-quimicas intrinsecas dos sufactantes, co-sufactantes e demais
excipientes que compdem a formulagdo (YUKUYAMA, et al., 2016).

Os métodos de baixa energia incluem os métodos de inversao de
fases, método de auto-nanoemulsificacdo (livre de solvente organico) e
0 método de emulsificacdo espontanea - difusdo do solvente (HALNOR
et al., 2018; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; MANGALE et al.,
2015; BRUXEL et al., 2012; BHATT; MADHAYV, 2011). Estas técnicas
sdo interessantes porque a emulsificacdo é formada alterando-se os
pardmetros que afetam o equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL) do sistema,
como temperatura e composi¢do, por exemplo (NIRMALA;
NAGARAJAN, 2017; LOVELYN, ATTAMA, 2011).

No método de inversdo de fases ou método PIT (do inglés Phase
Inversion Temperature), a transicdo de fases produzida durante o
processo de emulsificagdo ocorre mantendo a composi¢do do sistema
constante, mas alterando a temperatura (HALNOR et al., 2018;
NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; JAISWAL; DUDHE; SHARMA,
2015; KANWALE et al., 2015; MANGALE et al., 2015; LOVELYN,
ATTAMA, 2011; ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008). Este
método ndo é indicado para a incorporacdo de farmacos termolébeis
devido ao aquecimento dos componentes envolvidos, entretanto, trata-se
de um método que ndo utiliza solventes organicos (NIRMALA;
NAGARAJAN, 2017; HOLKEM et al., 2015).

No método da emulsificagdo espontanea livre de solvente
(método de auto-nanoemulsificacdo), as nanoemulsbes também sdo
geradas sem o uso de solvente organico e ndo ha alterndncia de
temperatura (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; KANWALE et al.,
2015; PATEL et al., 2013; LOVELYN, ATTAMA, 2011). Neste
método, a producdo da nanoemulsdo ocorre através da adi¢do gradual da
fase aquosa, na forma de uma solucéo de surfactante, sobre a fase oleosa
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com agitacdo suave, a temperatura constante (NIRMALA;
NAGARAJAN, 2017). J& no método de emulsificacdo espontanea-
difusdo do solvente, a fase oleosa é dissolvida em solventes organicos
misciveis em agua (acetona, etanol, e.g.). A fase organica é vertida sobre
a fase aquosa contendo surfactante para produzir espontaneamente a
nanoemulsdo por difusdo réapida de solvente organico (KANWALE et
al.,, 2015; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; MANGALE et al.,
2015; BRUXEL et al., 2012) e a transicdo de fases produzida durante o
processo de emulsificagdo ocorre, geralmente, em temperatura
constante, alterando a composicdo do sistema (ALMEIDA; TEIXEIRA;
KOESTER, 2008). Este método envolve trés etapas: (a) preparacdo de
uma solucdo orgénica homogénea constituida por 6leo e surfactante
lipofilico em solvente miscivel em &gua e de uma solugdo aquosa
contendo o surfactante hidrofilico; (b) a fase organica é adicionada na
fase aquosa, sob agitacdo magnética moderada, e a emulsdo €
espontaneamente formada pela difusdo do solvente orgéanico na fase
externa aquosa levando a formacdo de nanogoticulas; (c) por fim, o
solvente orgéanico é removido por evaporacdo sob pressao reduzida e o
volume ajustado conforme desejado (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016;
JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; MISHRA; SONI; MISHRA,
2014; BHATT; MADHAYV, 2011). Através desta técnica, a
nanoemulsdo pode ser obtida mesmo sem o uso de surfactante. Uma das
principais limitacdes do método de emulsificacdo espontanea - difuséo
do solvente é a alta propor¢do de solvente orgénico usado para produzir
a faixa desejada de tamanho das particulas (NIRMALA; NAGARAJAN,
2017).

Os métodos de emulsificagdo espontanea sdo interessantes para
estudos de formulagdo, pois sdo de facil execucdo em escala
laboratorial, ndo requerem equipamentos sofisticados, ndo utilizam altas
temperaturas e, geralmente, levam a formacdo de formulagGes com
pequeno tamanho de goticula. Através dessas técnicas é possivel
preparar nanoemulsdes com propriedades similares aquelas obtidas por
métodos fisicos sem o uso de polimeros (BAJERSKI et al., 2016;
ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008). Em resumo, dependendo
do método utilizado, o processo de emulsificacdo pode ser influenciado
por diversos fatores. Assim, é essencial a otimizacdo das condicGes de
operacdo visando a obtencdo da emulsdo com as caracteristicas
desejadas (BRUXEL et al., 2012).
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2.1.3 Caracterizagdo das propriedades fisico-quimicas das nanoemuls6es

Em funcdo de sua natureza coloidal, dificuldades técnicas séo
encontradas na caracterizagdo fisico-quimica das nanoparticulas
(BRUXEL et al., 2012; SCHAFFAZICK et al., 2003). A caracterizagdo
das suspensdes engloba a avaliagdo morfoldgica, a distribuicdo de
tamanho de particula, a determinacdo do potencial zeta ¢ do pH
(HALNOR et al., 2018; MANGALE et al., 2015; BHATT; MADHAV,
2011; SHAH; BHALODIA; SHELAT, 2010; SCHAFFAZICK et al.,
2003), a determinagdo da quantidade de ingrediente ativo associado as
nanoestruturas, a cinética de liberacdo do farmaco, a avaliacdo da
estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento e, ainda, estudos de
permeacdo cutdnea in vitro (BHATT; MADHAV, 2011; SHAH;
BHALODIA; SHELAT, 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003). O
conjunto de informacOes geradas pela caracterizacdo dos sistemas
coloidais pode conduzir & proposicdo de modelos que descrevam a
organizagdo das nanoparticulas em nivel molecular, a qual é dependente
da composicdo quali-quantitativa das formula¢des (SCHAFFAZICK et
al., 2003)

2.1.3.1 Diametro de goticula e indice de polidispersao

A determinacdo do didmetro de goticula e da sua distribuicéo é
uma andlise fundamental nas nanoemulsdes, sendo considerado o
melhor método para prever a estabilidade do sistema (HALNOR et al.,
2018; BRUXEL et al., 2012). O pequeno tamanho das goticulas das
nanoemuls@es esta relacionado a estabilidade inerente destes sistemas
contra cremacdo, sedimentacdo, floculagdo e coalescéncia (HALNOR et
al., 2018; KANWALE et al.,, 2015). O diametro das goticulas &
influenciado pela composicdo quali-quantitativa das formulagées e pelo
método de preparacao utilizado (BRUXEL et al., 2012).

O indice de polidispersdo (PDI, do inglés polydispersity index) é
a medida da amplitude da distribuicdo do diametro das particulas e
indica a qualidade ou homogeneidade da dispersdo das gotas na
formulagdo (NIRMALA; NAGARAIJAN, 2017; JAISWAL; DUDHE;
SHARMA, 2015; LOVELYN, ATTAMA, 2011). E definido como a
razdo entre o desvio padrdo e o tamanho médio das goticulas
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015). Quanto maior o valor da
polidispersdo, menor a uniformidade do tamanho das goticulas na
nanoemulsdo (SYED; SARKAR, 2018; BARANAUSKAITE et al.,
2018; GALINDO-PEREZ et al., 2018; KHATIBI et al., 2015;
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CODEVILLA etal., 2015; LOVELYN; ATTAMA, 2011; KABRI et al.,
2011; ALMEIDA et al., 2009; ALVES et al., 2007).

O tamanho das goticulas da nanoemulsdo e a polidispersdo
podem ser avaliados pela técnica de espectroscopia de correlacdo de
fotons (PCS, do inglés Photon Correlation Spectroscopy), também
chamada de espalhamento de luz dindmico (DLS, do inglés Dynamic
Light Scattering), usando um analisador de tamanho de particula. As
microscopias eletrdnicas de varredura, transmissdo e forca atbmica
também tém sido empregadas na obtencdo de informacdes relativas ao
tamanho e morfologia das nanoparticulas (SAVARDEKAR; BAJAJ,
2016; KANWALE et al., 2015; JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015;
SCHAFFAZICK et al., 2003). A anélise da distribuicdo de tamanho de
nanoparticulas pela técnica de espalhamento de luz tem sido defendida
como o melhor método para prever a estabilidade da nanoemulsdo
(MANGALE et al., 2015).

2.1.3.2. Potencial zeta

O potencial zeta desempenha um papel importante na
estabilizacdo de nanoemulsdes, pois reflete a carga superficial das
goticulas. O potencial zeta depende do grau de ionizacdo do agente
emulsificante e, portanto, é pH dependente. A presenca de lipidios
ionizados (e.g., lecitinas) parece ter um efeito favoravel na estabilizagéo
do sistema, enquanto a adicdo de tensoativos ndo idnicos ndo afeta o
potencial de superficie (BRUXEL et al., 2012; SCHAFFAZICK et al.,
2003). Valores de potencial zeta relativamente altos, em mdédulo, sdo
indicativos de boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal,
pois grandes forcas repulsivas tendem a evitar a agregacdo das
nanoparticulas, em funcdo das colisBes ocasionais destas
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Determinacdes de potencial zeta séo
realizadas com aparelhos de eletroforese Doppler como o Zetasizer®, ou
eletroforese de moving-boundary, através da determinacdo da
mobilidade eletroforética (KANWALE et al., 2015; BRUXEL et al.,
2012; BHATT; MADHAV, 2011).

2.1.3.3 pH

O valor de pH fornece informagdes relevantes sobre a
estabilidade do sistema (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; KANWALE
et al.,, 2015). Os valores de pH refletem, ainda, as condicGes de
armazenamento e processamento das formulagdes, com efeitos sobre a
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estabilidade do sistema nanoestruturado. Assim, a reducdo do pH
durante o armazenamento pode indicar a presenca de &cidos graxos
livres na formulagdo, provenientes da hidrélise do sistema tensoativo
(fosfolipideos) e dos triglicerideos do nucleo oleoso (BRUXEL et al.,
2012).

2.1.3.4 Morfologia

A morfologia das nanoemulsdes é determinada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de transmissao
(MET). Instrumentos mais sofisticados como espalhamento de raios-X
ou de néutrons, microscopia de forgca atdbmica (MFA) e microscopia
crio-eletrbnica também podem ser usados para explorar a estrutura e o
comportamento das particulas nas suspensdes coloidais. A MEV permite
a obtencdo de uma imagem tridimensional dos glébulos ou particulas
gue se encontram dispersos na nanoemulsdo. Na MET, a amostra é
negativamente corada com uma solucdo aquosa a 1% de &cido
fosfotungstico, ou a 2% de acetato de uranila, sobre um grid de cobre
revestido com carbono (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017).

2.1.4 Estudo de estabilidade das nanoemulsées

Segundo a Farmacopéia Americana, a estabilidade é definida como
a amplitude na qual um produto mantém dentro de limites especificados,
as mesmas propriedades e caracteristicas que possuia no momento da sua
fabricacdo, durante o seu periodo de armazenamento e uso (USP, 2007).
As propriedades fisico-quimicas dos componentes da formulagdo, assim
como o comportamento das fases da dispersdao podem influenciar a
estabilidade do sistema. A estabilidade das nanoemulsGes decorre do
diminuto tamanho das particulas, permitindo que a mistura ndo sofra os
efeitos gravitacionais, mantendo-se em constante movimento Browniano
(BAJERSKI et al., 2016; LOVELYN; ATTAMA, 2011; MANSUR et al.,
2007; SCHAFFAZICK et al.,, 2003). Desta forma, efeitos como
floculagdo, sedimentacdo ou cremacdo sdo, geralmente, evitados
(KANWALE et al., 2015; MANSUR et al., 2007) (Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo gréfica dos fendmenos de instabilidade fisica de
emulsdes: (A) cremacdo, (B) sedimentacéo, (C) floculagédo, (D) coalescéncia e
(E) efeito de Ostwald.

A B C D E

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A cremacdo (cremagem) ou sedimentacdo (promovidas pelas
forcas gravitacionais) sdo processos em que 0s glébulos tendem a se
separar da fase externa da emulsdo, emergindo (cremagdo) ou
sedimentando (sedimentacdo), dependendo da diferenca de densidade
entre as duas fases. A emulséo resultante terd duas por¢des, uma com
maior volume de fase externa e a outra com maior volume de fase
interna (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; KANWALE et al., 2015;
JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015).

O processo de floculagdo ocorre quando as forcas de atracdo de
Van der Waals s&o superiores as de repulsdo, gerando uma aproximacao
das goticulas (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; JAISWAL; DUDHE;
SHARMA, 2015; MISHRA; SONI; MISHRA, 2014).

A coalescéncia é o resultado da colisdo de duas ou mais goticulas da
fase dispersa e ocorre quando o filme protetor entre gotas se rompe com a
colisdo e, estas se unem para formar uma Unica gota maior. Este processo
pode acontecer quando as goticulas sdo pobres em cobertura de tensoativo
(falta de tensoativo na formulacéo), ou pela formagdo de um nimero elevado
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de gotas na nanoemulsdo (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; KANWALE et
al., 2015; MISHRA,; SONI; MISHRA, 2014; BRUXEL et al., 2012).

O efeito denominado maturagdo de Ostwald (do inglés, Ostwald
ripening) é um fendbmeno que altera a estabilidade do tamanho médio
das particulas (BAJERSKI et al., 2016; MANSUR et al., 2007). Esta
relacionado & solubilidade da fase oleosa interna na fase continua,
permitindo que o 6leo presente no interior das gotas menores migre
através da fase continua para uma gota maior, alimentando-a e
resultando em uma gota menor ainda e outra muito maior. Este
fendmeno pode ocorrer quando a concentracdo de tensoativo é alta, ou
em excesso, formando micelas (BAJERSKI et al., 2016;
SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; KANWALE et al., 2015; MISHRA;
SONI; MISHRA, 2014; MANSUR et al., 2007). Quando o mecanismo
de maturacdo de Ostwald ocorre, as gotas menores se tornam cada vez
menores por alimentar gotas grandes, de forma que estas gotas
remanescentes ainda menores podem coalescer por movimento
Browniano, pois a cobertura de tensoativo fica abaixo do necessario
para impedir a fusdo dessas nanoparticulas. Este fenémeno, conhecido
como “coalescéncia induzida por maturacdo de Ostwald” pode produzir
gueda acentuada na distribuicdo de tamanho de gotas ao longo do tempo
de armazenamento  (MISHRA; SONI; MISHRA, 2014;
NAZARZADEH; ANTHONYPILLAI; SAJJADI, 2013).

Dentre os fendmenos supracitados, 0s primeiros sao reversiveis,
enquanto o efeito de Ostwald é irreversivel, sendo o principal
mecanismo de instabilidade das nanoemulsbes, uma vez que, 0s demais
sdo minimizados pelo pequeno diametro da nanogoticula e pelo uso de
surfactantes do tipo ndo ibnico (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016;
KANWALE et al., 2015; MISHRA; SONI; MISHRA, 2014; BRUXEL
et al., 2012). Diversos fatores podem estar envolvidos no processo de
instabilidade das nanoemulsbes: fisicos (temperatura, agitacdo,
congelamento e descongelamento), quimicos (pH, presenca de
eletrélitos, peroxidacdo lipidica), contaminacdo por micro-organismos
ou, ainda, a propria composicdo do sistema (BRUXEL et al., 2012;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Um dos fatores comuns a instabilidade de
uma emulsdo contendo OE é a reagdo de oxidacdo, a qual resulta,
principalmente, em alteragdes de odor e aparéncia do produto, podendo
ser causada pelo oxigénio atmosférico ou ainda pela agdo de
microrganismos, especialmente na fase oleosa (SAO PEDRO et al.,
2013; BRUXEL et al., 2012).

Segundo Silva e colaboradores (2010), as nanoemulsdes
aumentam a estabilidade fisica de ativos encapsulados susceptiveis a
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hidrélise, oxidacdo e decomposicdo fotoquimica e, podem ainda, ser
incorporadas em diversas formas farmacéuticas, incluindo as lipofilicas.
As minusculas dimensBes das goticulas dispersas nas nanoemulsfes
reduzem muito a forga da gravidade, evitando a formagéo de sedimentos
durante o armazenamento do produto. O pequeno tamanho das goticulas
também evita a floculagdo, mantendo o sistema disperso, sem separagéo.
As goticulas também evitam a coalescéncia por ndo serem deformaveis
e ndo apresentarem alteracdes da superficie (BARIL et al., 2012).

3 CARVACROL

O carvacrol, ou 2-metil-5-(1-metiletil)-fenol, é um fenol
isoprenilico monoterpénico ciclico (Figura 4) que tem como precursor 0
y-terpineno  (BARANAUSKAITE et al, 2018, MARINELLI;
STEFANO; CACCIATORE, 2018; FERREIRA et al, 2018;
CARVALHO et al., 2018; SHARIFI-RAD et al., 2018; PUBCHEM,
2017; NOSTRO; PAPALIA, 2012; OZKAN; ERDOGAN, 2011;
BASER, 2008). E chamado 5-isopropil-2-metilfenol pela International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e também conhecido
como iso-timol. O carvacrol apresenta formula molecular C1oH140, peso
molecular de 150,22 g/mol e densidade de 0,976 g/mL a temperatura
ambiente (20 °C). Tém propriedades lipofilicas e é um liquido, amarelo
palido, insolGvel em &agua e altamente sollvel em éter etilico, etanol,
acetona e hexano. Possui odor caracteristico do orégano (Origanum
vulgare) (SHARIFI-RAD et al., 2018; PUBCHEM, 2017; VINCENZI et
al., 2004). O carvacrol comercial € sintetizado por métodos quimicos e
biotecnoldgicos (SHARIFI-RAD et al., 2018).
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Figura 4 - Estrutura quimica do carvacrol.

Fonte: Pubchem (2017).

O carvacrol ocorre em plantas aromaticas da familia Lamiaceae
(Labiatae), incluindo espécies dos géneros Origanum, Satureja,
Thymbra, Thymus, Corydothymus e Lippia, esta Gltima da familia
Verbenaceae (FERREIRA et al., 2018; CARVALHO et al., 2018;
SHARIFI-RAD et al., 2018; PUBCHEM, 2017; ZHOU et al., 2017;
KAMIMURA et al., 2014; NOSTRO; PAPALIA, 2012; BASER, 2008).
A presenca dos fitoconstituintes carvacrol e timol, de forma isolada ou
em combinagdo, como componentes majoritarios de OE como, por
exemplo, no 6leo essencial de O. vulgare, é reconhecida como marcador
de potencial antimicrobiano (OUAZZOU et al.,, 2012). Além da
atividade antimicrobiana, o carvacrol exerce um amplo espectro de
acOes biol6gicas de grande importancia em diferentes areas como
ilustrado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Atividades biol6gicas do carvacrol.

Atividade Referéncias
Anti- Alavinezhad et al., 2018; Kara et al., 2015; Lima et
inflamatodria al., 2013; Baraldi et al., 2010

Antioxidante
Antitumoral

Analgésica

Antiparasitaria

Antimicrobiana

Larvicida

Baranauskaite et al., 2017; Beena; Kumar; Rawat,
2013; Ozkan; Erdogan, 2011, Chen et al., 2009
Glines-Bayir et al., 2018; Khan et al., 2018a; Khan
et al., 2018b; Elshafie et al., 2017; Arivalagan et
al., 2015; Liang et al., 2013; Ozkan; Erdogan, 2011
Guimaraes et al., 2014; Melo et al., 2012; Baraldi
etal., 2010

Senra et al., 2013; Lage et al., 2013; Moraes et al.,
2013

Allaoua et al. 2018; Vinciguerra et al., 2018; Syed;
Sarkar, 2018; Carvalho et al., 2018; Engel et al.,
2017; Campana; Baffone, 2018; Garcia-Salinas et
al., 2018; Ryu et al., 2018; Miladi et al., 2017;
Zhou et al., 2017; Wang et al., 2016; Araujo;
Longo, 2016; Aradjo et al., 2015; Sanchez; Aznar;
Sanchez, 2015; Landry et al, 2015; Landry et al,
2014; Cho; Lee, 2014; Upadhyaya et al., 2013;
Nostro; Papalia, 2012; Cristani et al., 2007

Mar et al, 2018; Campos et al, 2018;
Govindarajan et al., 2016

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

3.1 Atividade antimicrobiana do carvacrol

Estudos realizados com OE e carvacrol relatam que os envelopes
celulares constituem o alvo principal daquele metabélito secundario
(MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018; OUAZZOU et al.,
2012). A atividade antibacteriana do carvacrol tem sido atribuida aos
seus consideraveis efeitos sobre as propriedades estruturais e funcionais
da membrana citoplasmatica. Devido a natureza hidrofébica, o carvacrol
interage com a bicamada lipidica da membrana citoplasmatica
bacteriana e se alinha as cadeias de acidos graxos causando a expanséo e
desestabilizagdo da estrutura da membrana, aumentando sua fluidez e
permeabilidade (MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018;
GARCIA-SALINAS, 2018; SOW et al., 2017; ARAUJO; LONGO,
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2016; MARYAM et al., 2015; NOSTRO; PAPALIA, 2012; OUAZZOU
et al., 2012; CRISTANI et al., 2007). Acredita-se que sua efetividade
esteja relacionada a presenca de um grupo hidroxil no anel fenélico que
Ihe confere alto poder reativo (ARAUJO; LONGO, 2016), levando a
inativacdo das enzimas microbianas (GARCIA-SALINAS, 2018).
Recentemente, a analise por microscopia de forca atbmica confirmou o
envelope celular como principal sitio de a¢do do carvacrol. O contato do
carvacrol com as bactérias Gram-positivas (Brochothrix thermosphacta,
Carnobacterium maltaromaticu, Lactobacillus plantarum, Listeria
innocua) e Gram-negativas (E. coli, Hafnia alvei, Pseudomonas fragi,
Serratia proteamaculans) diminuiu o tamanho dos microrganismos (LA
STORIA, etal., 2011).

Alteracbes da membrana citoplasmatica bacteriana levam a
formagdo de canais de membrana que permitem que ions e moléculas
deixem o citoplasma (NOSTRO; PAPALIA, 2012). Ultee, Kets e Smid
(1999) demonstraram que o carvacrol causa um esgotamento rapido do
pool de ATP intracelular, seja pela reducéo da sintese de ATP ou pelo
aumento de sua hidrdlise. O estudo mostrou que a exposi¢ao do Bacillus
cereus ao carvacrol determina a diminuicdo da concentracdo de ATP
interno sem, entretanto, causar um aumento proporcional do ATP
externo. Portanto, foi possivel concluir que carvacrol ndo aumenta a
permeabilidade da membrana ao ATP, mas que a deplecdo do pool de
ATP interno é resultante de uma taxa reduzida de sintese ou de hidrélise
aumentada. A exposi¢do ao ativo monoterpénico torna a membrana
permedvel aos ions potassio e H* (MARINELLI; STEFANO;
CACCIATORE, 2018; ULTEE et al., 2000), alterando o controle dos
mecanismos e transporte das membranas celulares. A molécula n&do
dissociada difunde-se através da membrana citoplasmatica e se dissocia,
liberando seu proton no citoplasma. Subsequentemente, retorna ao
ambiente externo através da membrana, portador de um ion potassio.
Fora da célula, o carvacrol substitui o potassio por um préton e retorna
ao citoplasma da mesma maneira. Através deste mecanismo a sintese de
ATP é inibida, conduzindo a morte celular (MARINELLI; STEFANO;
CACCIATORE, 2018; NOSTRO; PAPALIA, 2012; BASER, 2008;
ULTEE et al., 2000). Neste contexto, estudos revelaram que o0
mecanismo de inativacdo do metabolismo celular do carvacrol esta
relacionado com os envelopes celulares e a capacidade deste metabdlito
em permeabilizar a membrana citoplasméatica (OUAZZOU et al., 2012).

Estudos adicionais do mecanismo de a¢do do carvacrol sobre o
metabolismo celular evidenciaram que ndo somente a reducdo da sintese
de ATP pela dissipacdo de prétons, mas também outros efeitos
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secundarios do carvacrol contribuem ao seu efeito bactericida ou
bacteriostatica (ULTEE et al., 2000). A inibicdo de enzimas e sintese de
DNA, perda da pressdo de turgescéncia, reducdo das atividades
metabdlicas e outros processos podem causar a diminuicdo da
viabilidade celular durante a exposicdo ao carvacrol (ULTEE et al.,
2000).

Apesar da potencial atividade antimicrobiana do carvacrol, a sua
eficiéncia é limitada devido & alta volatilidade e baixa solubilidade em
dgua (KAMIMURA et al.,, 2014). Neste sentido, uma estratégia
promissora para contornar estas limitacdes € o encapsulamento do
carvacrol em sistemas nanocarreadores, tais como as nanoemulsdes.

3.2 Associagéo de carvacrol a sistemas nanoestruturados

Nos ultimos anos, os 6leos essenciais tém atraido interesse como
uma abordagem alternativa na medicina tradicional pela diversidade de
atividades bioldgicas. Nesse campo, o carvacrol emergiu como uma
molécula ativa por apresentar forte atividade antimicrobiana contra uma
ampla gama de bactérias Gram-positivas e negativas (MARINELLI;
STEFANO; CACCIATORE, 2018). Entretanto, a natureza hidrofébica e
a volatilidade do carvacrol bem como, sua suscetibilidade a oxidacdo
mediada pela luz ou pelo calor, limitaram seu uso (LIU et al., 2018).
Diferentes estratégias nanotecnoldgicas podem ser empregadas visando
contornar essas limitagdes relacionadas as propriedades fisico-quimicas
daquele metabolito secundario. O nanoencapsulamento proporciona uma
barreira protetora ao carvacrol contra processos de degradacdo e
volatilizacdo e, ainda, por melhorar a solubilidade, aumenta a
disponibilidade e a eficacia nos sitios de acdo de interesse
(BARANAUSKAITE et al, 2018; MARINELLI; STEFANO;
CACCIATORE, 2018; KOTRONIA et al., 2017). Segundo Liu e
pesquisadores  (2018), apdés a nanoencapsulacdo, o0s ativos
antimicrobianos frequentemente mostram atividade melhorada em
comparagdo aos ativos na sua forma in natura. Algumas estratégias
nanotecnoldgicas empregadas para simplificar e otimizar a aplicacdo do
carvacrol, principalmente, como agente antimicrobiano sdo apresentadas
no quadro a seguir (Quadro 1).
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Quadro 1 - Resumo das estratégias nanotecnoldgicas empregadas a associagdo
de carvacrol a sistemas nanoestrututados.

Agente Nanocarreador Objetivo do Resultados Reportados Referéncia
Encapsulante Estudo
As nanoparticulas, contendo
carvacrol e eugenol
modificados com a
introdugéo de um
Desenvolver grupamento aldeido,
nanoparticulas de | apresentaram atividade
quitosana, antioxidante e
contendo eugenol e | antibacteriana. A atividade
carvacrol antimicrobiana foi melhor
modificados e | ou igual a das
ainda, avaliar | nanoparticulas sem ativo.
atividades Pode-se observar também Chen et al
Quitosana Nanoparticula antioxidantes e | que nanoparticulas contendo 2009 v
antibacterianas (E. | eugenol apresentaram maior
coli e S. aureus) | eficiéncia antibacteriana do
das nanoparticulas | que as  nanoparticulas
bem como, a | contendo carvacrol tanto
citotoxicidade em | como  contra  bactérias
relagéo aos | Gram-positivas e Gram-
fibroblastos 3T3 de | negativas.  Ensaios  de
camundongos. citotoxicidade ~ mostraram
que a citotoxicidade das
nanoparticulas foram
significativamente menores
do que as dos ativos puros.
Atividade
antimicrobiana in
vitro da
incorporagéo
lipossémica de
carvacrol e timol
isolados do 6leo
essencial de
Origanum
dictamnus L. foi
avaliada cqn_tra O carvacrol, apesar de sua
quatro bac@e_rlas baixa eficiéncia de
GS;amh I positivas encapsulacdo nas vesiculas
L—cx»__ . ;U:LFLSY ococeus (4_,1_6%), _apreser)tou o
fosfatidilcolina Lipossoma Staphylococcus atividade ~ antimicrobiana | Liolios et al.,
de ovo e epidermidis, melhorada quando 2009
colesterol Staphylococcus c_omparado ao composto
mutans e livre erppregado em
Staphylococcus concentragdes mais
L ; elevadas.
viridans);  quatro
bactérias Gram
negativas
(Pseudomonas
aeruginosa,
Escherichia  coli,
Enterobacter
cloacae e
Klebsiella
pneumoniae);  trés
fungos patogénicos
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Agente Nanocarreador Objetivo do Resultados Reportados Referéncia
Encapsulante Estudo
humanos (Candida
albicans, Candida
tropicalis e
Candida glabrata)
e contra um
patogeno alimentar
(Listeria
monocytogenes).
Os objetivos do
estudo foram | As microcapsulas
desenvolver uma | desenvolvidas apresentaram
técnica de | alta eficiéncia de
microencapsulacdo | encapsulacdo  (98%) e
que possibilite a | atividade  antimicrobiana
entrega de | inalterada contra
carvacrol ao | Escherichia coli K88. Além
Alginato de intestino  delgado | disso, as microcapsulas, em
e L " - T Wang et al.,
célcio e Tween | Microcapsulas de suinos e avaliar | um modelo que imita o trato 2009
80 a atividade | gastrintestinal, garantiram a
antibacteriana das | efetiva liberacdo do
microcépsulas carvacrol seletivamente no
desenvolvidas intestino delgado,
contra E. coli K88, | impedindo  assim  sua
em experimentos | liberacdo prematura ou
que simulam os | perda completa no ambiente
fluidos do trato | gastrico.
gastrintestinal.
Auvaliar a atividade
antimicrobiana de | Os sistemas
nanoparticulas de | nanoparticulados exibiram
quitosana capacidade de inibicdo para
carregadas  com | cepas de Escherichia coli,
carvacrol  contra | Staphylococcus aureus e
Staphylococcus Bacillus cereus com uma
aureus,  Bacillus | CIM de 0257 mg/mL. Keawchaoon;
Quitosana Nanoparticula cereus e | Concentragdo  semelhante Yoksan,
Escherichia coli e | foi obtida com carvacrol 2011
avaliar a cinética e | como uma molécula livre
o mecanismo de | (CIM 0,250  mg/mL),
liberagdo de | sugerindo que o]
carvacrol das | aprisionamento
nanoparticulas em | procedimento ndo interfere
diferentes valores | naatividade antimicrobiana.
de pH.
Os autores Os resultafjos
s . demonstraram, no  nivel
investigaram 0 . .
. . : macroscopico, a capacidade
Poli (4cido potencial das d e istemas
latico-co-acido . nanocapsulas  de € 15 SIS lannitelli et
glicélico) Nanocapsula carvacrol  contra nano_cgrreadores _de al., 2011
- modificar as caracteristicas .
(PLGA) biofilmes de . s L
Staphylococcus viscoelasticas do _b_lofllme
- L em termos de elasticidade e
epidermidis. ~ o
deformagfo mecanica.
Este estudo teve | A eficiéncia de
por objetivo | encapsulagdo dos ativos foi
. . nanoencapsular superior a 50%. O estudo Wu; Luo;
Zeina Nanoparticula carvacrol ou timol | demonstrou que o | Wang, 2012

utilizando  zeina
para melhorar a

encapsulamento de do timol
e do carvacrol em
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Agente Nanocarreador Objetivo do Resultados Reportados Referéncia
Encapsulante Estudo
solubilidade  dos | nanoparticulas de zeina
ativos. O efeito de | pode aumentar sua
diferentes solubilidade em até 14
condicdes de pH na | vezes sem prejudicar sua
solubilidade, capacidade de eliminar
morfologia, radicais livres ou de
estrutura, controlar o crescimento de
propriedade E. coli.
antioxidante e
atividade
antimicrobiana das
nanoparticulas
também foram
investigadas.
As nanoemulsdes
demostraram uma
difusividade
significativamente
Investigar a | aumentada o que promoveu
atividade uma acdo antimicrobiana
p antimicrobiana de | mais eficiente do que a do
Oleo de ~ -
. de nanoemulsdes | carvacrol na sua forma livre.
amendoim, ¢
o . contendo carvacrol, | E, ainda, duas
lecitina de soja, ; ~ N
olissorbato Nanoemulsio I|_moneno ; ou | nanoemulsdes de carvacrol Donsi et al.,
b cinamaldeido (CARV3 e CARV4) 2012
(Tween  20), . S
. contra Escherichia | causaram a inativacdo
monooleina e . : -
éster de aglicar coli, Lac_t_obacnlus completa ) _(concep@ragao
delbrueckii e | abaixo do limite analitico de
Saccharomyces deteccdo de 1 UFC/mL) de
cerevisiae. E. coli e de L. delbrueckii
apos 2 horas de contato. Ja a
S. cerevisiae foi
completamente  inativada
ap6s 24 horas de contato.
O tamanho médio das
particulas variou com a
composicdo da fase oleosa.
O tipo de surfactante
também teve um impacto
. aprecidvel no  diametro
O objetivo dq médio das goticulas, sendo
presente estudo foi .
! . as particulas de menor
investigar 0s h
rincipais fatores tamanho formadas usando-
princ . se Tween. O tamanho das
que influenciam as . P .
P particulas também diminuiu Chang;
caracteristicas N
. P (> 5000 para < 25 nm) a | McLandsbor
Tween 20, 40, Nanoemulséo fisico-quimicas das medida que a concentragao ough;
60,80 e 85 nanoemulsdes. E, q Gao an;
. total de surfactante foi McClements,
ainda, desenvolver
um  sistema de aumentada (de_ _5 para 2013
. ~ 20%/p). A estabilidade das
liberacdo com 55 N
atividade nanoemulsdes diminuiu
LU com 0 aumento da
antimicrobiana e x |
alta estabilidade. concentragdo de carvacro
' na fase oleosa. Por outro
lado, a eficacia
antimicrobiana das
nanoemulsdes  aumentou
com o aumento da
concentragdo de carvacrol.
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Agente Nanocarreador Objetivo do Resultados Reportados Referéncia
Encapsulante Estudo
Esses resultados sugerem
que a concentracdo de 6leo
veicular deve ser
cuidadosamente  controlada
para se  obter boa
estabilidade fisica e eficacia
antimicrobiana.
A Car-PHB-NP e a Car-
Formulagdes PHB-D exibiram atividade
preparadas  pelo | antimicrobiana contra
método de | Escherichia coli. Além
nanoprecipitagao disso, ambas as Shakeri:
Poli- (Car-PHB-NP) e | formulacdes, asseguram Shakeri?
hidroxibuterato Nanoparticula dialise (Car-PHB- | uma melhor dispersdo do Hofiatol l’ .
(PHB) D) tiveram sua | farmaco aprisionado, oyatoesiam,
- X 2014
atividade apresentando maiores zonas
antimicrobiana de inibicdo (3,6 a 4,7 mm)
investigada contra | do que o composto
Escherichia coli. antimicrobiano livre (1,6
mm).
Desenvolver pelo
método de
nanoprecipitagao
nanoparticulas
carregadas  com
timol e carvacrol | Os autores demonstraram a
revestidas de zeina | estabilidade fisica e quimica
e avaliar a | das nanoparticulas
atividade carregadas e sua atividade R
; . L . Y . osaetal.,
Zeina Nanoparticula antimicrobiana, antimicrobiana contra 2015
atividade Listeria  monocytogenes,
antioxidante, Escherichia coli,
eficiéncia de | Salmonella enterica e S.
encapsulacao, aureus.
liberagéo do
principio ativo e
estabilidade
durante 0
armazenamento.
O tratamento das sementes
de rabanete germinadas e
N, 3 | 5585 e S e
efichcia de uma ’ ) " !
" por 60 minutos na
nanoemulséo x
antimicrobiana de concentragao d? 4000 ppm
- | (0,4%), inativou  com
carvacrol foi .
testada contra | Sucesso 0s pat6genos. Es~te
método de tratamento néo
sementes de . .
Tween 80 Nanoemulséo brécolis e rabanete foi afe_tlvo em sementes de | Landryetal,
brécolis  contaminadas. A 2015

contaminadas  por
Escherichia  coli
0157: H7 e
Salmonella

enterica subespécie
enterica  serovar
Enteritidis.

produgéo total de brotages
ndo foi influenciada por
nenhum tratamento. Os
resultados demonstram que
a nanoemulséo de carvacrol
pode ser um método de
tratamento alternativo para
sementes de  rabanete
contaminadas.
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Agente Nanocarreador Objetivo do Resultados Reportados Referéncia
Encapsulante Estudo
Este estudo teve | Os tamanhos dos
como objetivos: (1) | complexos de inclusdo
preparar complexos | foram de 441 + 12 nm e 899
de inclusdio de | * 44 nm e as eficiéncias de
carvacrol em B-CD | encapsulagdo foram de
utilizando os | 83,79 £ 289% e 91,31 +
métodos de | 0,41% para os complexos
malaxagem e | obtidos apés malaxagem e
liofilizagéo e | liofilizagéo,
caracterizar ~ suas | respectivamente. o
propriedades fisico- | complexo de inclusdo
quimicas; (2) | obtido por malaxagem
. . determinar a | apresentou a menor
(B[;(_:lccllao)dextrma ﬁgm;s);zxos de ati\{idgde ) atividade. Durante o periodo Santzoosltgt al,
antimicrobiana dos | de  armazenamento  o0s
complexos de | complexos de inclusdo
inclusdo permaneceram estaveis, ndo
desenvolvidos sendo degradados pela luz.
contra E. coli K12 | Todos os  complexos
e S. typhimurium | inibiram o crescimento da
LT2; (3) | Escherichia coli K12 e da
determinar a | Salmonella  typhimurium
atividade LT2 em concentragdes mais
antioxidante e a | baixas (valores variando de
estabilidade  dos | 300 a 350 mg/mL) em
complexos de | comparacdo ao carvacrol
incluséo. livre (>1000 mg/mL).
As nanoparticulas
apresentaram tamanho
médio de 225,9 + 5,23 nm.
Testando a solucéo
contendo nanoemulsdo de
carvacrol o crescimento de
E. coli e de P. pastoris foi
Os objetivos deste | reduzido em 3 log CFU/mL
estudo foram | em relagdo ao controle
desenvolver uma | (agua deionizada).
nanoemulsdo  de | Quando a nanoemulsdo de
carvacrol estavel e | carvacrol foi combinada
avaliar a atividade | com a &gua eletrizada, a
antimicrobiana, in | redugdo de foi aumentada
vitro, da | em0,4 loge 0,6 log para E.
~ nanoemulsdéo  de | coli e P. pastoris, Sow et al.,
Twenn 80 Nanoemulsio carvacrol respectivamente. A adigdo 2017
combinada, ou ndo, | de nanoemulsdo branca
com agua | também reduziu cerca de
eletrizada contra | 0,3 log de ambos os
Escherichia  coli, | microrganismos.
Pichia pastoris e | Ao comparar o nivel de
microflora  nativa | inoculagdo inicial de E. coli
em repolhos | (7 log CFU/mL) e P.
picados. pastoris (6 log CFU/mL),
houve maior reducdo de
células vidveis para P.
pastoris (> 2 log reducdo)
do que E. coli (<1 log
redugdo) nos grupos de
tratamento.
A nanoemuls&o de carvacrol
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estudo caracterizar
0s lipossomas
quanto a eficiéncia

+0,35% a 67,4 + 0,56%. O
tamanho médio das
particulas foi de 234,3 nm e

Agente Nanocarreador Objetivo do Resultados Reportados Referéncia
Encapsulante Estudo
apresentou efeito
antimicrobiano  sobre a
microflora de repolhos e o
uso combinado de
nanoemulsdo com a agua
eletrizada apresentou um
efeito antimicrobiano mais
forte e duradouro do que o
observado pés tratamento
com  nanocemulsdo  de
carvacrol.
A CIM dos ativos livres e
dos lipossomas contra S.
A atividade | aureus foi 0,662 mg/mL,
antimicrobiana de | enquanto que para S.
lipossomas enterica a CIM do timol e
carregados  com | carvacrol foi de 0,331
timol e carvacrol | mg/mL. A CIM dos
Fosfatidilcolina foi investigada | lipossomas contra a Endel et al
de soja (Lipoid | Lipossoma contra Salmonella foi de 0,662 92017 v
S100) Staphylococcus mg/mL. Os autores
aureus e | concluiram os lipossomas
Salmonella podem ser empregados em
enterica aderidos a | superficies de contato com
aco inoxidavel ou | alimentos para prevenir a
€m suspenséo. formacdo de biofilmes das
bactérias  testadas  nos
estagios iniciais da fixacdo.
Desenvolver
nanoemulsdes
ig::g r:cdrc?bcli?\?:lcrol A atividade antimicrobiana
emoregando um de nanoemulsBes carvacrol
sur?act%nte natural formulada com Q-Naturale®
; foi maior do que as
(extraido da casca
o formuladas apenas com
da Quillaja . .
. & Tween 80. E possivel que a
® saponina) e avaliar
Q-Naturale® ou " L presenca do Q-Naturale® Ryuetal.,
Tween 80 Nanoemulsdo a eficacia ossa ter aumentado a 2018
antimicrobiana das | P L
~ permeabilidade das
nanoemulsdes  de
membranas celulares das
carvacrol - ey p
. bactérias, facilitando assim
determinando CIM
contra um coquetel a entrada do carva(_:rol nas
N células de forma mais eficaz
de trés cepas de
que o Tween 80.
Salmonella
enterica subspécie
enterica.
O objetivo deste | Testes de dissolucdo com o
estudo foi | lipossoma otimizado
. desenvolver e | revelaram que,
?:Efogggr; 92; otimizar o | aproximadamente, 99% do
sédico do '1 o encapsulamento do | carvacrol encapsulado e
dimiristoil-sn- Linossoma extrato de orégano | 88% do &cido rosmarinico | Baranauskaite
licero-3- P turco  (Origanum | foram liberados. A etal., 2018
gosforilglicerol onites L.). Também | eficiéncia de encapsulacéo
(DMPG-Na) foi objetivo do | do carvacrol variou de 40,23
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carvacrol e linalol,
e (i) produzir os
complexos  alvo
que sdo adequados
para aplicagdes de
embalagem de
alimentos sob um
método de co-
precipitagéo.

antimicrobiano e da B-CD,
0s parametros resultaram
em rendimentos maximos
de 87, 84 e 86% para timol,
carvacrol e linalol
respectivamente com uma
eficiéncia de encapsulacdo
préximo a 100% para cada
agente.

Agente Nanocarreador Objetivo do Resultados Reportados Referéncia
Encapsulante Estudo
de encapsulagéo, | o potencial zeta foi de —30.9
perfil de liberagdo | mV para o lipossoma
de carvacrol e | otimizado. O indice de
acido rosmarinico | polidispersdo foi de 0,35
(ativos indicando razoavel
antimicrobianos distribuicdo no tamanho das
majoritarios), particulas.
estabilidade do | O lipossoma  contendo
tamanho de | extrato de orégano turno
particula, demonstrou boa estabilidade
polidispersividade, durante 12 meses de
potencial zeta e | armazenamento.
morfologia. Os
lipossomas ~ sem
ativo e extratos
Secos foram
comparados  aos
lipossomas
contendo ativo.
Orsimérios fgk:é?\twl-v?i; A sistematica de otimizacdo
primar ' das condicBes melhorou
investigar 0s .
arametros tanto o rendimento do
param . complexo como a eficiéncia
experimentais que "
oy de encapsulagéo dos agentes
afetam a eficiéncia antimicrobianos naturais em
de encapsulagdo e x
: comparagdo ~ com  0s
o rendimento. dos métodos reviamente
complexos de P
) < relatados aplicados a outros
inclusgo §-CD com agentes  antimicrobianos
B-ciclodextrina Complexos de | os agentes Ugsan do UMa proporcio dé Al-Nasiri et
(B-CD) Incluséo antimicrobianos A propore al., 2018
o ; 1:1 (molar) do agente
naturais: timol,

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4 ANTISSEPTICOS E DESINFETANTES

A presenca dos microrganismos no ambiente tem efeitos
positivos e negativos a vida humana. Considerando-se a contaminagéo
ambiental como fonte para a infec¢do, a higiene (limpeza e desinfeccao)
¢ medida fundamental para evitar que os microrganismos produzam
efeitos indesejaveis sobre a salde do homem ou ao ambiente
(OLIVEIRA et al., 2017; AVANCINI; BOTH, 2017; BRASIL, 2007).
Consoante a sua natureza, os processos de desinfecgcdo podem ser fisicos
ou quimicos. A desinfeccéo fisica utiliza o calor ou a radia¢do, enquanto
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a desinfeccdo quimica considera o uso de produtos antimicrobianos de
origem sintética, mineral ou natural (LIMA et al., 2017; TOZZETTI et
al., 2009). Logo, a desinfeccdo é definida como o processo (fisico ou
quimico) que elimina microrganismos patogénicos, com excecdo de
esporos, em superficies inanimadas. A antissepsia tem a mesma
finalidade, porém é procedimento executado sobre tecidos vivos (LIMA
et al., 2017; AVANCINI; BOTH, 2017; OLIVEIRA et al., 2017,
MASRI et al., 2013; WESSELS; INGMER, 2013). Para um processo de
desinfeccdo eficaz é necessario levar em consideracdo uma série de
fatores relacionados ao produto a ser utilizado (concentra¢do e tempo de
exposicdo, por exemplo); ao local onde serd aplicado (limpeza prévia do
objeto, presenca de matéria orgénica, acesso do produto) e aos
microrganismos presentes (carga microbiana, tipo de microrganismo)
(PINHEIRO et al.,, 2015; MASRI et al., 2013; CASTELANOS;
JOUCLAS, 1974). Os antissépticos sdo formulacBes com fungdo de
eliminar ou inibir o crescimento de microrganismos quando aplicados
sobre a pele ou mucosas (MASRI et al., 2013; REIS et al., 2011;
WIJESINGHE; WEERASINDHE, 2010; ANDRADE; ARAGAO;
FURLAN, 2009; McDONNELL; RUSSEL, 1999). Estes podem ser
classificados como bactericidas quando possuem a capacidade de
destruir as bactérias nas formas vegetativas, ou como agentes
bacteriostaticos quando inibem o crescimento do microrganismo sem
destrui-lo. Uma caracteristica desejavel a ser acrescida aos antissépticos
é a atividade residual, ou seja, atividade quimica persistente sobre a pele
(REIS et al., 2011).

Os desinfetantes, por sua vez, sdo agentes quimicos que destroem
microrganismos patogénicos em objetos e superficies inanimadas
(OLIVEIRA et al., 2017; MASRI et al., 2013; WESSELS; INGMER,
2013; ANDRADE; ARAGAO; FURLAN, 2009; BRASIL, 2007;
McDONNELL; RUSSEL, 1999). Os desinfetantes podem ser
esporostaticos, mas ndo necessariamente esporocidas (OLIVEIRA et al.,
2017, WIJESINGHE; WEERASINDHE, 2010; McDONNELL;
RUSSEL, 1999). Os desinfetantes tém largo espectro de atividade
antimicrobiana podendo ser utilizados em vérias locais, incluindo a
indastria de processamento de alimentos, bebidas, farmacéutica e
médico-hospitalar (REIS et al., 2011). Nesse contexto, entende-se por
agentes ou produtos antimicrobianos substancias quimicas que matam
ou inibem o crescimento de microrganismos na forma vegetativa, nos
diferentes locais onde podem ser encontrados, i.e., tecidos vivos ou
superficies inanimadas (ANDRADE; ARAGAO; FURLAN, 2009).
Cabe ressaltar também que o termo biocida é cada vez mais usado para
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agentes quimicos com atividade antisséptica, desinfetante ou, as vezes,
conservante. Um agente quimico pode apresentar uma, duas ou mesmo
todas essas atividades (RUSSEL, 2002). Biocida é, entdo, um termo
geral que descreve um agente quimico, geralmente de amplo espectro,
que inativa microrganismos (McDONNELL; RUSSEL, 1999).

Os produtos com acdo antimicrobiana podem ser classificados
por &mbito de aplicagdo como de uso geral, uso hospitalar, em industria
alimenticia e afins, de uso especifico, ou ainda de uso em objetos e
ambientes relacionados & assisténcia a saude para artigos criticos e
semicriticos. Os produtos com acdo antimicrobiana de uso geral
abrangem os produtos de uso domeéstico, institucional ou industrial,
destinados a aplicacdo sobre objetos, superficies inanimadas e
ambientes. Estes, por sua vez, sdo classificados em desodorizantes
(produtos que tém em sua composi¢do substdncia com atividade
antimicrobiana capaz de controlar odores desagradaveis), sanitizantes
(agentes/produtos que reduzem o nimero de microrganismos criticos
para salde publica em niveis considerados seguros com base em
parametros estabelecidos) e desinfetantes (BRASIL, 2007; BRASIL,
2010). Assim, o processo de sanitizacdo também estd relacionado a
condicdo de desinfeccdo sem, no entanto, destruir ou inativar
irreversivelmente as bactérias (OLIVEIRA et al., 2017).

Um agente quimico antimicrobiano ideal deve apresentar
algumas caracteristicas consideradas extremamente relevantes para o
uso e aplicagdo como um desinfetante. Entre elas pode-se citar:

- demonstrar amplo espectro de acdo em baixas concentragdes;

- apresentar rapida inativacdo dos microrganismos;

- ser ativo na presenca de matéria organica;

- baixa toxicidade e ndo deve ser irritante ao UsSUario;

- possuir atividade em temperaturas ambiente ou corporal;

- ter tolerancia a variacdo de pH e radiacdo luminosa;

- ser estadvel a temperatura ambiente por um periodo razoavel
tanto em concentracdo original ou quando diluidos;

- ser compativel com sabdes, detergentes e outros produtos
quimicos;

- ndo apresentar acdo tintorial e corrosivos em superficies
metalicas

- ser compativel com diversos tipos de materiais, ndo causando
danos a borrachas, plasticos e outros;

- ter alta solubilidade, principalmente em agua, por ser o veiculo
mais comumente utilizado;

- ser inodoro, ou de odor agradavel,
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- apresentar facilidade de aquisicdo, preparo e aplicacéo;

- baixo custo;

- expressar acdo residual sem ser poluente (OLIVEIRA et al.,
2017; PINHEIRO et al., 2015; ANDRADE; ARAGAO; FURLAN,
2009; TOZZETTI et al, 2009; McDONNELL; RUSSEL, 1999;
CASTELANOS; JOUCLAS, 1974).

No mercado hd uma infinidade de produtos com diferentes
agentes quimicos antimicrobianos usados como antissépticos e/ou
desinfetantes. Dependendo da natureza quimica do agente
antimicrobiano, estes podem ser categorizados em Varios grupos
(WIUESINGHE; WEERASINDHE, 2010; REIS et al., 2011). A
classificacdo quimica de alguns desinfetantes e antissépticos disponiveis
comercialmente é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Classificacdo quimica de desinfetantes e antissépticos disponiveis
comercialmente.

Grupo Quimico Antissépticos/Desinfetantes
Alcoois Sl

Isopropanol

Fenol
Fenois Cresol

Fendis Halogenados

Formaldeido ou formol
Glutaraldeido
Compostos de iodo
Compostos de cloro

Biguanidas Clorexidina

Peréxido de hidrogénio
(H202)

Ozbnio

Acido peracético

Aldeidos

Halogénios e seus derivados

Peroxigénios

Compostos Quaternarios de Amoénio  Cetrimida
(QACS) Cloreto de benzalcénio

Fonte: Adaptado de Russel (2003); McDonnell; Russell (1999).

Os mecanismos de acldo através dos quais 0s agentes
antimicrobianos afetam a viabilidade dos microrganismos séo objetos de



89

diversos estudos. O modo de agdo dos desinfetantes e antissépticos
difere grandemente de acordo com a substancia quimica presente (REIS
et al.,, 2011; WIJESINGHE; WEERASINDHE, 2010). De interesse a
este trabalho, estudos apontam que o alcool etilico atua principalmente
causando danos & membrana celular e rapida desnaturacdo proteica, com
subsequente interferéncia no metabolismo e lise celular. Claramente, o
mecanismo de ac¢do do glutaraldeido envolve uma forte associacdo com
as camadas externas de células bacterianas causando danos irreversiveis,
compromete a fungdo de diversas enzimas celulares e, ainda, promove a
inibicdo da sintese dos acidos nucleicos e de proteinas. Os compostos de
cloro sdo agentes oxidantes altamente ativos que afetam a sintese de
DNA, a atividade celular das proteinas e a respiracdo celular. O iodo
penetra rapidamente nos microorganismos e ataca grupos-chave de
proteinas, nucleotideos e acidos graxos, o que culmina na morte celular.
O peroxido de hidrogénio age como um oxidante, liberando radicais
livres que afetam componentes celulares, incluindo lipideos, proteinas e
DNA; ja os compostos quaternarios de amoénio sdo agentes ativos na
membrana, principalmente na membrana citoplasmatica interna. Os
agentes antimicrobianos do tipo fenélico tém sido usados hd muito
tempo por suas propriedades antisséptica, desinfetante ou conservante,
dependendo do composto. Sabe-se que eles agem aumentando a
permeabilidade das membranas celulares e citoplasmaticas induzindo o
extravasamento progressivo de constituintes intracelulares (MASRI et
al., 2013; WESSELS; INGMER, 2013; MAILLARD, 2002;
McDONNELL; RUSSELL, 1999).

Se, por um lado, existe significativa quantidade de estudos sobre
0S mecanismos de resisténcia bacteriana a acdo dos antibidticos, por
outro, a investigacdo verificando a suscetibilidade destes organismos
frente a atividade dos desinfetantes ainda é pouco relatada na literatura
(HARBARTH et a., 2014; WESSELS; INGMER, 2013). Harbarth e
colaboradores (2014), em revisdo sistematica da literatura, relataram 12
estudos descrevendo a sobrevivéncia bacteriana apds o uso de
antissépticos em diversas concentracfes. No entanto, apenas 6 estudos
descritos investigaram se bactérias resistentes a antibiéticos sdo menos
sensiveis a desinfetantes nas condi¢des e concentragdes recomendadas
pelos fabricantes, comparativamente aquelas sensiveis. O estudo
realizado pelo Scientific Committee on Emerging and Newly Identified
Health Risks - SCENIHR (SCENIHR, 2009) também observou a
auséncia de dados quantitativos sobre alteracbes da populacdo
microbiana apds exposicao a biocidas, nas concentragfes residuais ou de
uso. Este estudo alertou para o fato de que os biocidas disseminados no
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ambiente podem representar um risco bioldgico através da resisténcia
obtida apos pressdo seletiva devido a transferéncia horizontal de genes e
sobreposicdo da regulagdo genética. Recentemente, foi demonstrada, in
vitro, que uma cepa de Pseudomonas aeruginosa resistente a
ciprofloxacina teve a sensibilidade ao cloreto de benzalc6nio reduzida
em 12 vezes. Embora a selecdo da cepa resistente tenha sido resultado da
exposicdo continua a baixas concentracdes de antisséptico ou antibidtico in
vitro, é uma demonstracdo convincente que variantes adaptadas podem ser
selecionadas ap6s exposicdo continua a concentracdes sub-inibitdrias de
biocidas, enfatizando as implicagBes potenciais do uso continuo em larga
escala de compostos de amonio quaternario (McCAY; OCAMPO-SOSA,
FLEMING, 2010). O risco de desenvolvimento de resisténcia a biocidas
tem sido um ponto de grande preocupacdo para a Comissdo Europeia ha
mais de uma década. De fato, a literatura cientifica j& trdz relatos de
resisténcia a substancias ativas desinfetantes (DAVIES; DAVIES, 2010;
RUSSEL, 2003; McDONNELL; RUSSELL, 1999).

A terminologia relativa a acdo e resisténcia a antibioticos é bem
compreendida, entretanto, a terminologia relacionada a atividade de
agentes biocidas e especialmente a resisténcia a agentes quimicos
desinfetantes ainda é objeto de debate. Os termos utilizados para
descrever a diminuicdo da suscetibilidade a biocidas em cultura de
laboratério incluem: "insusceptibilidade", "suscetibilidade reduzida",
“tolerdncia” e “tolerante” (RUSSEL, 2003). A suscetibilidade
microbiana aos antissépticos e desinfetantes varia conforme os
diferentes tipos de microrganismos, uma vez que cada microrganismo
responde diferentemente os agentes biocidas, dependendo de sua
estrutura celular, composicdo e fisiologia. Como as espécies de
microrganismos reagem de maneira diferente, é conveniente considerar
a suscetibilidade das bactérias, fungos, virus, protozoarios e prions aos
agentes antimicrobianos, separadamente (McDONNELL; RUSSELL,
1999). Entretanto, independente do tipo de microrganismo, 0 processo
de desenvolvimento da suscetibilidade microbiana aos antissépticos e
desinfetantes, quer seja pelo aumento da tolerancia, por resisténcia
intrinseca (inata ao microrganismo e controlada cromossomicamente),
ou adquirida (mutacdo genética), o resultado é Unico, ie., ©
desenvolvimento da resisténcia a um composto pode ser acompanhado
pelo aparecimento de resisténcia a um segundo composto. Também ha
evidéncias de ocorréncia de resisténcia cruzada, a qual se da quando
agentes antimicrobianos (grupos antibioticos e compostos desinfetantes,
por exemplo) atacam o mesmo alvo, iniciando uma via comum de morte
celular, ou compartilham uma rota comum de acesso a suas respectivas
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metas (AVANCINI; BOTH, 2017; DAVIES; DAVIES, 2010;
McDONNELL; RUSSELL, 1999). A resisténcia intrinseca pode ser
observada em bactérias Gram-negativas, esporos bacterianos,
micobactérias e, em certas condicGes, por estafilococos. Em bactérias
Gram-negativas a membrana externa pode representar uma barreira que
impede a absorcdo de antissépticos ou desinfetantes e, portanto, tendem
a ser mais resistentes do que os organismos Gram-positivos. Nas
micobécterias a parede celular cerosa pode impedir a adequada entrada
dos biocidas. Em bactérias Gram-positivas a presenca do glicocalice
pode estar associado associada a reducdo da difusdo de antissépticos
(McDONNELL; RUSSELL, 1999).

Em relagdo ao uso de desinfetantes & destruicdo de biofilmes
bacterianos, os problemas de resisténcia microbiana sdo exacerbados,
uma vez que para 0 sucesso dos processos de desinfeccdo das
superficies sdo necessérias maiores concentragdes de desinfetantes, ou
aumento do tempo de contato (CAMPANA; BAFFONE, 2018;
OLIVEIRA et al., 2017; RUSSEL 2003). De fato, Bae, Baek e Lee
(2012) relataram que biofilmes bacterianos podem sobreviver a
tratamentos desinfetantes, contendo hipoclorito de sédio, sais de aménio
quaternario, compostos fenolicos e peroxido de hidrogénio,
evidenciando uma suscetibilidade decrescente ao arsenal quimico
disponivel comercialmente e correntemente utilizado. Por estas razdes, a
prevencdo da formacdo de biofilme requer procedimentos de limpeza e
desinfeccao regulares das superficies para impedir a fixagéo bacteriana e
o0 desenvolvimento do biofilme (CAMPANA; BAFFONE, 2018).

Tendo em vista o continuo aumento da resisténcia bacteriana aos
antibidticos, o grande e crescente uso de biocidas, os relatos de
suscetibilidade microbiana aos antissépticos e de sobrevivéncia de
biofilmes a tratamentos desinfetantes, assume-se que o desenvolvimento
e a aplicacdo de novas estratégias eficazes de desinfecdo constituem
demandas relevantes a salde humana e animal, eventualmente com
importantes consequéncias ambientais. Um desinfetante adequado deve
Ser seguro para os consumidores e também inécuo ao ambiente. Neste
contexto, os 6leos essenciais e seus compostos ativos constituem uma
alternativa potencial para uso como substituintes ou em
complementariedade aos desinfetantes tradicionais (CAMPANA,;
BAFFONE, 2018). Os baixos niveis de resisténcia antimicrobiana
associado aos 0Oleos essenciais podem estar relacionados ao fato de que
essas substancias ndo atacam um unico alvo especifico, mas apresentam
maltiplos modos de ag&o antibacteriana (GARCIA-SALINAS, 2018).

Campana e Baffone (2018) confirmaram que o tratamento com
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carvacrol (15 min) de biofilmes de Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa desenvolvidos em
aco inoxidavel, foi eficaz, inibindo o crescimento microbiano. Campana
e colaboradores (2017) observaram atividade de Oleos essenciais
(Cinnamomum cassia e Salvia officinalis) microemulsionados contra
biofilmes Staphylococcus aureus desenvolvidos em superficie de ago
inoxidavel.

4.1 Métodos para avaliacdo da a¢do desinfetante

No Brasil, novos produtos desinfetantes somente sdo registrados
e autorizados para uso mediante a comprovacao de sua eficacia, através
de andlises realizadas com o produto final nas dilui¢des, tempos de
contato e condi¢des de uso indicadas (BRASIL, 2010). Segundo a RDC
N°. 14 de 28 de fevereiro de 2007 e a RDC N°. 35 de 16 de agosto de
2010, a comprovagdo da eficacia, ou seja, a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de novos produtos desinfetantes, deve ser realizada
mediante a metodologia da AOAC (Association of Official Analytical
Chemists), ou métodos adotados pelo CEN (Comité Europeu de
Normatizagdo). Essas andlises podem ser realizadas no Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salude (INCQS) da Fundacdo
Oswaldo Cruz (Fiocruz, Ministério da Salde), ou em laboratorios
oficiais credenciados, obedecendo aos métodos da AOAC ou métodos
adotados pelo CEN (REIS et al., 2011). Para a analise de eficacia dos
desinfetantes de uso geral, a metodologia preconizada pela AOAC ¢é o
método da Diluicdo de Uso (DU) (PINHEIRO et al., 2015;
TOMASINO, 2013). A Norma Européia (EN) 1040:2005 do CEN
descreve as metodologias preliminares a avaliacdo da eficacia basica de
substancias ativas e de produtos em desenvolvimento para 0s quais
ainda ndo foram especificadas areas de aplicacdo. J4, a EN 14885:2015
descreve as demais metodologias empregadas para testar a atividade
antimicrobiana de produtos antissépticos ou desinfetantes, em uso ou em
desenvolvimento, complementares e especificas a cada uma das trés
areas de aplicacdo a que se destina o produto, e.g., area médica,
veterinaria, alimenticia, industrial, doméstica e institucional
(EUROPEAN STANDARD 14885:2015; EUROPEAN STANDARD
1040:2005).

4.1.1 Método da Dilui¢do de Uso

O método da Diluicdo de Uso (DU) da AOAC baseia-se ha



93

utilizacdo de cilindros de aco inox, como suporte para simular uma
superficie inanimada ndo porosa, impregnados com microrganismos de
referéncia. Esses cilindros sdo expostos ao desinfetante a ser testado, de
acordo com a diluicdo e o tempo de contato recomendados pelo proprio
fabricante, respeitada a legislacdo vigente e a classificacdo do produto.
Em seguida, os cilindros sdo transferidos para meios de cultura para
verificagdo de possiveis microrganismos sobreviventes. Apés a
incubacdo, € avaliada a presenca ou auséncia de crescimento microbiano
nas subculturas através da turvacdo do meio. Para ser aprovado, o
produto deve eliminar os microrganismos em 59 dos 60 cilindros
utilizados em cada teste (PINHEIRO et al., 2015; TOMASINO, 2013,
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2011; INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2009). Entretanto, apesar de ser o método
oficialmente adotado pela AOAC e pelos 6&rgdos brasileiros
responsaveis, 0 método da DU apresentava algumas falhas como, por
exemplo, a falta de padronizacdo do nimero de células microbianas nos
cilindros carreadores. A padronizacdo do nimero de células por cilindro
no inicio do método e a avaliacdo do nimero de células ao final da
andlise conferiria um carater quantitativo ao método da DU (PINHEIRO
etal., 2015).

Assim, em 2012, a AOAC introduziu uma etapa que remete a
contagem das bactérias viaveis nos cilindros carreadores como um
controle adicional do ensaio (minimo de 6 logs;, de células
viaveis/cilindro e maximo de 7 logs,, de células viaveis/cilindro)
(PINHEIRO et al., 2015; TOMASINO, 2013). Nessa etapa, um cilindro
contaminado e seco, escolhido aleatoriamente, € adicionado a um tubo
contendo caldo Letheen. Esse tubo com o cilindro é submetido a
sonicacdo e, ap0s agitacdo, aliquotas sdo retiradas, diluidas e plagueadas
para a contagem das células viaveis (PINHEIRO et al., 2015).
Dispondo-se da densidade microbiana inicial inoculada nos cilindros é
possivel estimar a reducdo logaritmica (RL) apds a exposicdo dos
microrganismos aos produtos em teste. Como resultado das
modificacdes realizadas, 0 método da DU pode ser caracterizado como
um procedimento “‘semi-quantitativo”, permitindo analises estatisticas
adicionais e maior seguranca a interpretacdo dos resultados
(TOMASINO, 2013).

4.1.2 Método da neutralizagéo

H& um amplo consenso na Europa de que a avaliagdo de um
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desinfetante deve incluir varios testes. Por isso, no método adotado pelo
CEN, o principio basico é que a eficiéncia antimicrobiana de um
desinfetante ou antisséptico seja avaliada em trés etapas. Ao longo
desses testes, 0s produtos sdo avaliados quanto a capacidade de eliminar
0S microrganismos em suspensdo, na presenca de substancias
interferentes e em superficie empregando discos de aco inox
(PINHEIRO et al., 2015; EUROPEAN STANDARD 14885:2015;
WIJESINGHE; WEERASINGHE, 2010; EUROPEAN STANDARD
1040:2005; PITTEN; WERNER; KRAMER, 2003).

A primeira etapa (fase 1 - ensaios de suspensao) refere-se a testes
laboratoriais nos quais se determina a atividade antimicrobiana basica de
um agente quimico ou produto candidato a desinfetante (WIJESINGHE;
WEERASINGHE, 2010; PITTEN, WERNER, KRAMER, 2003). A fase
1 objetiva gerar um resultado preliminar sobre o produto teste, sendo
utilizada, principalmente, pelas préprias inddstrias produtoras para
ajuste da concentracdo do principio ativo e caracteristicas do produto em
desenvolvimento (PINHEIRO et al., 2015; LANGSRUD; SUNDHEIM,
1998).

O método de diluicdo/neutralizacdo, especificado na norma EN
1040:2005, trata de um ensaio in vitro de suspensdo quantitativo (fase 1)
gue permite determinar se um desinfetante quimico ou antisséptico tem
ou ndo atividade bactericida basica nos campos descritos no escopo da
norma. Todas as etapas do método sdo realizadas a partir de um indculo
inicial padronizado, sendo obtido um nimero final de células viaveis
ap6s um tempo padronizado de exposi¢do ao produto teste, o que
confere um viés quantitativo a analise da acdo antimicrobiana do
produto de interesse (PINHEIRO et al., 2015). Seu carater quantitativo
permite analises estatisticas adicionais e comparagdes de resultados
entre  experimentos intra ou interlaboratorios (EUROPEAN
STANDARD 1040:2005; ALCANTARA; RODRIGUEZ; VARGAS,
2001; LANGSRUD; SUNDHEIM, 1998). Invariavelmente, 0s testes de
suspensdo sdo relativamente simples de realizar em comparagdo com
testes de superficie e com os “testes de campo” (ensaios clinicos). A
eventual falta de reprodutibilidade dos testes de suspensdo bactericida
tem sido, geralmente, atribuida & falta de padronizagdo do indculo
microbiano inicial usado, a neutralizacdo insuficiente do composto, ou
ao método de contagem de coldnias (LANGSRUD; SUNDHEIM,
1998).

A neutralizacdo é uma etapa de grande importancia na
metodologia do CEN, porque sem ela o produto agiria por mais tempo
do que o recomendado, podendo gerar resultados falso positivos
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(PINHEIRO et al., 2015). Nos estudos iniciais do efeito biocida dos
desinfetantes, a sua eficacia é frequentemente sobrestimada devido a
fraca ou nula neutralizacdo do desinfetante ap06s a exposicao
(LANGSRUD; SUNDHEIM, 1998). Por isso, a definicdo do tempo de
neutralizacdo e da concentracdo e/ou composicdo do neutralizante €
essencial para o sucesso da metodologia preconizada pelo CEN
(PINHEIRO et al., 2015). A selecdo da solugdo neutralizante precisa
levar em consideracdo ndo apenas o produto a ser testado, mas também
0 microrganismo envolvido, de forma a ndo deixar nenhum residuo que
possa afetar a viabilidade das bactérias e inviabilizar o ensaio. Portanto,
tanto a toxicidade quanto a capacidade de neutralizar o biocida devem
ser avaliadas nas mesmas condigdes experimentais (PINHEIRO et al.,
2015; LANGSRUD; SUNDHEIM, 1998). O método do CEN para testar
o efeito bactericida de desinfetantes inclui esses controles (controle de
neutralizagdo do biocida e controle de toxicidade do neutralizante), além
do controle das condigdes em que o experimento é conduzido.

Desinfetantes e antissépticos representando os grupos fendlicos
sol(veis (Dettol®), compostos de aménio quaternario (Lysol®) e
halogénio (Chlorox®) foram avaliados por Wijesinghe e Weerasinghe
(2010) quanto a atividade bactericida béasica, usando a fase 1 do
protocolo europeu EN 1040:1997, contra cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442). Os
produtos foram testados a 50% de concentragdo, 2 vezes a dilui¢do
recomendada, na diluicdo recomendada em rotulo e a 0,5 vezes a
diluicdo recomendada, nos tempos de contato de 1, 5 e 15 min. Com um
minuto de contato nenhum dos produtos alcangou uma reducéo de 5 log
(reducdo minima exigida pela Norma) contra S. aureus e P. aeruginosa.
Para as diluicbes de uso, recomendadas nos rétulos dos produtos,
somente o Chlorox® alcancou um efeito microbicida contra S. aureus e
P. aeruginosa, apos cinco minutos de contato.

Os ensaios de fase 2 (ensaios de suspensao) - etapa 1 diferem da
fase 1 pois incluem a adigdo de substancia interferente (e.g., proteinas).
A substancia interferente é utilizada para mimetizar a matéria organica
encontrada nas superficies do ambiente, com o objetivo de se aproximar
da realidade do processo de desinfeccdo (PINHEIRO et al., 2015). Estes
testes sdo definidos, principalmente, para produtos de higiene das méos,
desinfetantes de superficie, ou desinfetantes de instrumentos
(EUROPEAN STANDARD 1276:2015; PITTEN; WERNER;
KRAMER, 2003; EUROPEAN STANDARD 1040:2005).
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A fase 2 - etapa 2 (testes em superficie) compreende ensaios que
simulam condi¢Bes reais com a utilizacdo de discos de aco inox
impregnados com microrganismos. Os microrganismos séo fixados nos
discos de aco inox na presenca de uma substancia organica como, por
exemplo, albumina de soro bovino e objetivam avaliar o comportamento
e a eficacia do produto em uma superficie semelhante aquela onde
poderd ser utilizado (PINHEIRO et al, 2015; EUROPEAN
STANDARD 14885: 2015; EUROPEAN STANDARD 13697:2015).

Os testes de fase 2 - etapa 2 sdo de maior importancia, pois alguns
produtos apesar de ndo atenderem completamente aos requisitos exigidos
pelos testes de fase 1 ou fase 2 - etapa 1 ainda podem ter sua eficacia
comprovada se atenderem aos requisitos exigidos no teste da fase 2 -
etapa 2 (PITTEN; WERNER; KRAMER, 2003). Os testes de fase 3
incluem testes de campo ou testes clinicos, no entanto, ainda ndo esta
claro para quais produtos estes serdo definidos (PITTEN; WERNER,;
KRAMER, 2003). Dessa forma, os desinfetantes podem ser analisados em
diferentes situacGes e em condi¢Ges simuladas que se aproximam um
pouco mais da realidade, o que pode tornar a avaliagdo mais precisa em
relacdo a situacao real de uso dos produtos (PINHEIRO et al., 2015).



CAPITULO 2: NANOEMULSOES DE CARVACROL
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As caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsdes sao afetadas
por diversas variaveis que incluem ndo somente a concentracdo e a
solubilidade da substancia ativa, mas também a natureza do solvente
organico, tipo e concentracdo do tensoativo, bem como o método de
preparacdo (SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; MANGALE et al., 2015;
SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). Assim, a composicao quali-
guantitativa e a técnica utilizada no desenvolvimento dos sistemas
coloidais sdo fatores que influenciam diretamente o tamanho de
particula, indice de polidispersdo e potencial zeta, modificando as suas
caracteristicas fisico-quimicas (BRUXEL et al.,, 2012). Para o
desenvolvimento de um sistema nanoestruturado adequado a
encapsulagdo de um composto hidrofobico, como o carvacrol, fez-se
necessario um estudo de formulacdo para avaliar a influéncia destes
fatores. Frente ao exposto, a primeira parte deste capitulo descreve os
materiais e métodos empregados no desenvolvimento e na
caracterizacdo das nanoemulsdes de carvacrol bem como, aborda os
resultados alcangados pela otimizacéo das condi¢des de preparacdo das
formulagdes. As nanoemulsdes foram desenvolvidas empregando-se
duas abordagens da técnica de emulsificacdo espontanea: a técnica de
deslocamento do solvente, utilizando o etanol como solvente orgénico e
a de emulsificacdo espontdnea livre de solvente (auto-
nanoemulsificacdo). As nanoparticulas formadas foram estabilizadas
com auxilio dos surfactantes tween, poloxamer e lecitina e
caracterizadas quanto ao tamanho de particula, indice de polidisperséo,
potencial zeta, pH e morfologia.

Nos estudos de estabilidade realizados com nanoemuls@es, as
formulagdes sdo armazenadas sob refrigeracdo (8°C) e a temperatura
ambiente (25°C) durante varios meses. O tamanho médio de particula, o
PZ, o PDI e o pH sdo as variaveis fisico-quimicas utilizadas,
periodicamente, para monitor a estabilidade das suspensdes coloidais
durante o armazenamento (RYU et al., 2018; HALNOR et al., 2018;
SAVARDEKAR; BAJAJ, 2016; LOVELYN, ATTAMA, 2011,
SCHAFFAZICK et al., 2003). Além de alteracfes como o aumento do
tamanho das goticulas e variagBes bruscas nos valores de potencial zeta,
a reducéo do pH também relaciona-se a fendmenos de instabilidade dos
sistemas nanoestruturados (BRUXEL et al., 2012). Assim, segunda
parte do capitulo aborda os resultados obtidos apds a avaliagcdo da
estabilidade das formulagbes desenvolvidas, tanto pela técnica de
deslocamento do solvente quanto por auto-nanoemulsificacdo, quando
armazenadas durante 120 dias, sob refrigeracdo (8°C) e a temperatura
ambiente (25°C). As propriedades fisico-quimicas (o tamanho médio de
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particula, indice de polidispersdo, potencial zeta e pH) foram
monitoradas, em tempos pré-estabelecidos.

Tendo em vista as caracteristicas fisico-quimicas satisfatdrias do
sistema, estabilidade durante o armazenamento em temperatura
ambiente e praticidade da técnica de preparacdo, auséncia de solvente
organico durante o preparo, a nanoemulsdo desenvolvida com o
surfactante poloxamer, pelo método de auto-nanoemulsificacdo foi
selecionada para os experimentos posteriores. Sendo assim, a partir
desta nanoemulsdo de carvacrol (NC) o teor e a eficiéncia de
encapsulacdo foram avaliados, apds a validacdo de um método analitico
guantitativo por espectrofotometria de UV-Vis, em formulagdes recém
preparadas e apds 60 dias de armazenamento, a temperatura ambiente. A
validacdo do método analitico utilizado na determinacdo do teor de
carvacrol encapsulado encontra-se descrita no Apéndice A e 0s
resultados serdo submetidos para publicagdo em periddico.

A determinacdo da Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) de ativos é
de grande importancia, por revelar a eficiéncia do processo de
nanoencapsulacdo, mensurando a quantidade de ativo disponivel nos
sistemas de liberacdo (KOTRONIA et al., 2017). A EE é definida como
a porcentagem de ativo encapsulado no interior das nanoparticulas, ou
associada a superficie. De acordo com a solubilidade do composto de
interesse, um percentual de ativo pode permanecer disperso ou
dissolvido na aquosa (teor de ativo residual), reduzindo a quantidade
encapsulada e, por conseguinte a EE (SOKOLIK et al., 2018). Outros
fatores também podem influenciar a quantidade de ativo associada aos
sistemas nanoestruturados como, por exemplo, o pH do meio, as
caracteristicas de carga elétrica da superficie das particulas, a quantidade
de ativo adicionada & formulagdo, a ordem de adicdo do ativo na
formulacdo, ou seja, antes (incorporacdo) ou apo6s (incubacdo) a
formacé&o das nanoestruturas, a natureza do 6leo utilizado e, ainda, o tipo
de tensoativo adsorvido a superficie polimérica. Nos estudos de EE,
uma técnica de separacdo bastante utilizada é a ultrafiltracdo-
centrifugacdo, na qual uma membrana é usada para separar a fase
aquosa dispersante da suspensdo coloidal. A concentragdo livre da
substancia ativa é determinada no ultrafiltrado e a fragcdo de ativo
associada as nanoestruturas é calculada pela subtracdo das
concentracdes total adicionado e livre (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Neste capitulo também sdo apresentados os resultados dos
estudos in vitro de atividades citotoxica e de atividade antimicrobiana da
NC e do ativo livre. Nos dltimos anos, tem sido descrita a agdo
antimicrobiana do carvacrol e/ou dos dleos essenciais que contém este
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ativo como um dos componentes majoritarios (CAMPANA et al., 2017;
ENGEL et al., 2017; NOSTRO et al., 2007). A natureza hidrofébica dos
compostos fenolicos, como o timol e o carvacrol, pode explicar suas
interagbes com as biomembranas e, portanto, sua atividade
antimicrobiana. O envelope externo e a membrana citoplasmatica interna
das bactérias sdo considerados os principais locais de acdo do carvacrol
(MARINELLI; STEFANO; CACCIOATORE, 2018; LIOLIOS et al.,
2009; NOSTRO et al., 2007). Estudos tém demonstrado que a atividade
antimicrobiana do carvacrol pode ser explicada pela interacdo da molécula
com os componentes da membrana fosfolipidica dos microrganismos
resultando em mudangas na estrutura da membrana. A desestabilizacdo da
membrana resulta na sua expansdo, com consequente, aumento da fluidez
gue, por sua vez, causa aumento da permeabilidade passiva levando: a) a
perda de componentes intracelulares; b) ao comprometimento do
metabolismo energético, e ¢) ao comprometimento da sintese do material
genético (MARINELLI; STEFANO; CACCIOATORE, 2018; GARCIA-
SALINAS et al,, 2018; PRAKASH et al., 2018; RYU et a., 2018;
OUAZZOU et al., 2012; NOSTRO; PAPALIA, 2012; KEAWCHAOON,;
YOKSAN, 2011; LIOLIOS et al., 2009; ULTEE et al., 2000). O
grupamento hidroxila tem sido apontado como o principal responsavel
pelas trocas idnicas trans-membrana que perturbam o balango de cétions
nas células bacterianas. Ademais, a presenca do grupo hidroxila do
carvacrol parece estar relacionada a inativacdo das enzimas microbianas
(MARINELLI; STEFANO; CACCIOATORE, 2018; GARCIA-
SALINAS et al.,, 2018; NOSTRO; PAPALIA, 2012; LIOLIOS et al.,
2009; VELDHUIZEN et al., 2006).

Apesar do carvacrol ser um eficaz antibacteriano, sua aplicacdo
tem sido limitada. Isso ocorre devido & alta volatilidade, baixa
solubilidade em agua e facilidade de degradacdo durante processamento
(MARINELLI; STEFANO; CACCIOATORE, 2018; SYED; SARKAR,
2018; LIOLIOS et al., 2009). Além disso, o carvacrol também pode
interagir com moléculas lipofilicas, como lipidios e proteinas. Essas
interagBes reduzem a concentracdo efetiva de carvacrol, afetando
negativamente sua eficacia antimicrobiana (SYED; SARKAR, 2018). O
nanoencapsulamento foi a estratégia empregada neste estudo para superar
as limitagBes da aplicacdo do carvacrol como antimicrobiano. O processo
de emulsificacdo espontanea desenvolvido, sem a utilizacdo de qualquer
tipo de solvente organico, permitiu a dispersdo do carvacrol em fase
aquosa, na forma de nanoparticulas carregadas de ativo. Nesta forma
dispersivel em 4gua a atividade antimicrobiana, contra as cepas de S.
aureus (ATCC 6538), S. typhimurium (ATCC 14028) e P. aeruginosa
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(ATCC 15442), foi preliminarmente avaliada, através da determinacéo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), pela técnica de microdiluicdo em
caldo, conforme a norma M7-A7 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006), com adaptagdes (CLS, 2006).

Bae, Baek e Lee (2012) evidenciaram uma diminuicdo da
suscetibilidade dos biofilmes bacterianos a desinfetantes quimicos
liquidos, como o hipoclorito de sédio, os sais de amdnio quaternario, 0s
desinfetantes fenolicos, o peroxido de hidrogénio e ions de prata. O
aumento da resisténcia a desinfetantes e agentes sanitizantes pode
contribuir para a ineficicia dos sistemas de limpeza no local desejado e,
para isso, maiores concentracBes de desinfetantes e/ou maior tempo de
contato sdo necessarios para se obter a descontaminacdo de superficies
inanimadas (CAMPANA,; BAFFONE, 2018). Todas essas razdes levam
a busca de novos compostos com agdo bacteriostatica e/ou bactericida,
bem como ao desenvolvimento e avaliacdo de produtos formulados a
partir destes. Entretanto, a natureza hidrofébica do carvacrol representa
um desafio a sua utilizacdo também como um desinfetante ou
antisséptico em meio aquoso. A rapida volatilizagdo ou degradagdo do
ativo livre, ap6s exposicdo ao calor, também limita seu emprego como
sanitizante ou desinfetante de superficies ndo porosas inanimadas. A
utilizacdo de alguns solventes orgénicos, como o etanol ou o
isopropanol, como veiculos para o carvacrol parece ser razoavel. No
entanto, o risco de usar solventes irritantes a pele deve ser considerado.
Além disso, existe um apelo global para minimizar o uso de solventes e
reduzir contaminacdo ambiental (SHAABAN; EDRIS, 2015). Como a
andlise da efetividade de um agente quimico utilizado como desinfetante
deve iniciar com experimentag@es in vitro (REIS et al., 2011), neste
estudo, a atividade bactericida da NC foi determinada utilizando-se o
método de dilui¢do/neutralizacdo. Trata-se de um “Teste de Suspensido
Quantitativo para Avaliar a Atividade Bactericida de Desinfetantes e
Antissépticos Quimicos (fase 1)” descrito na Norma Européia (EN)
1040:2005 do protocolo do Comité Europeu de Padronizacdo (CEN)
(EUROPEAN STANDARD 1040:2005). A adocdo do protocolo
europeu esta relacionada ao fato de que o teste de suspensdo permite
acompanhar a reducdo ou a inativacao da densidade populacional inicial,
de forma quantitativa (em escala logaritmica), ao longo dos tempos de
contato com a solugdo antimicrobiana (MACIEL et al., 2017).

O método de diluigdo/neutralizagdo, descrito na EN 1040:2005,
inclui as etapas de preparacdo da suspensao bacteriana, de exposicao da
suspensdo bacteriana ao produto desinfetante em teste, seguida das
etapas de neutralizagdo do componente bactericida e da estimativa do
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nimero de células sobreviventes. Neste sentido, & necessaria a
realizacdo de ensaios destinados ao controle e validagdo das diferentes
etapas do teste de suspensdo empregado (EUROPEAN STANDARD
1040:2005). Neste estudo foram conduzidos ensaios controle para
investigar a auséncia de qualquer efeito letal das condicBes
experimentais, sendo conduzidos na auséncia do produto desinfetante
em teste. Como o método de diluigdo/neutralizagdo da EN 1040:2005
requer o uso de neutralizantes que atuam inativando os residuos da
substancia antimicrobiana, ap6s os tempos de contato da solucédo
antimicrobiana com o inoculo microbiano também foi necessario a
realizacdo de um ensaio controle para verificar a auséncia de toxicidade
do neutralizante e se excluir a possibilidade de ocorréncia de um efeito
antimicrobiano devido a toxicidade intrinseca ao agente neutralizante. A
total neutralizacdo dos compostos ou produtos desinfetantes é muito
importante para excluir a possibilidade de resultados que superestimem
a eficacia do desinfetante em teste, devido a uma fraca ou nula
neutralizagcdo, ap6s 0s tempos de exposicdo. Por esta razdo, foram
realizados ensaios controle para avaliar a eficicia da acdo neutralizante
do meio caldo neutralizante D/E (Acumedia ) sobre a NC, sobre o
carvacrol livre e sobre o hipoclorito de sédio.

Ao final do capitulo séo, entdo, apresentados os resultados da
avaliacdo do potencial desinfetante da NC, empregando-se 0 método
proposto pelo Comité Europeu de Normalizacdo (CEN). Os resultados
apresentados e discutidos neste capitulo servirdo de subsidio para
redacdo de patente e registro de protecdo de propriedade intelectual e
serdo submetidos para publicacdo em periédico internacional.

1 MATERIAL E METODOS
1.1 Material

O carvacrol (grau de pureza = 99,8%), obtido por sintese
guimica, foi gentilmente fornecido pela empresa Quimsar Quimica Fina
Ltda. (Palhoca/SC). O ativo foi aliquotado e envasado em frascos de
vidro ambar, sob atmosfera modificada (N,), e as aliquotas armazenadas
em freezer a -20°C até sua utilizacdo. Para o desenvolvimento das
nanoemulsbes foram empregados Poloxamer 188 (Kolliphor P188
micro, BASF, EUA) e lecitina de soja (Lipoid S75-3N, Lipoid GmbH,
EUA) que foram gentilmente doados pela LIPID Ingredients &
Technologies, Brasil.
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Para 0 estudo de citotoxicidade in vitro foram utilizados:
fibroblastos embrionarios murino Balb/c 3T3 clone a31 (Banco de Células
do Rio de Janeiro/BCRJ, Brasil); meio de cultura DMEM - Dulbecco’s
modified eagle médium (GibcoTM, EUA); soro fetal bovino (GibcoTM,
EUA); dimetilsulfoxido - DMSO (Merck, EUA) e MTT (brometo de 3-[4,
5-dimetil-tiazol-2-il]-2, 5-difeniltetrazolio, Merk®, EUA).

Para 0s ensaios para determinacdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM) foram empregadas cepas padrdo de Staphylococcus
aureus subsp. aureus ATCC 6538 e de Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 (Instituto Nacional de Controle de Qualidade/INCQS - Fundagéo
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ/RJ), conforme recomendagdo da Norma
Europeia 1040:2005, do Comité Europeu de Normalizagdo (CEN) e a
cepa ATCC 14028 de Salmonella typhimuruim (Laboratério Central de
Saude Publica do Estado de Santa Catarina/LACEN/SC), meio caldo
BHI (Brain Heart Infusion — Merk®), microplaca de 96 pocos (Kasvi) e
resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido, Merk™, EUA).

No ensaio de atividade bactericida de produtos com potencial
atividade desinfetante ou antisséptica utilizou-se: TSA (Agar Triptona
de Soja - Kasvi®), caldo neutralizante D/E (Acumedia®), alca Drigalski
descartavel e estéril (Olen/Kasvi) e placa de Petri estéril descartavel (90
x 15mm) (Olen/Kasvi®).

1.2 Métodos
1.2.1 Preparacédo das nanoemuls6es de carvacrol

As nanoemulsdes contendo carvacrol foram preparadas
utilizando-se a técnica de emulsificacdo espontdnea em duas
abordagens: a) método de deslocamento do solvente, utilizando etanol
como solvente orgénico, e b) método de emulsificagcdo espontanea livre
de solvente. A fim de otimizar as condi¢fes de preparagdo, trés
principais parametros foram avaliados: concentracdo de carvacrol, tipo e
concentracao de tensoativo.

1.2.1.1 Técnica de emulsificacao espontanea - difuséo do solvente

Na preparacdo das nanoemulsGes pela técnica de emulsificacdo
espontanea - difusdo do solvente (BOUCHEMAL et al., 2004), a fase
aquosa foi composta de 26 mL de solugdo aquosa contendo o
emulsionante poloxamer 188 (Kolliphor P188 micro, BASF) nas
concentracbes de 0,15%, 0,2%, 0,25% ou 0,3% (m/v) e a fase oleosa
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composta por 10 mL de solucdo etandlica contendo 0,25% (m/v) de
lecitina de soja (Lipoid S75-3N, Lipoid GmbH) e carvacrol nas
concentragdes de 200 mg, 300 mg, 400 mg, ou 500 mg. A fase organica
foi adicionada lentamente sobre a fase aquosa, com auxilio de pipeta
Pasteur, sob agitacdo magnética, mantendo-se esta condi¢do por,
aproximadamente, 30 min. Em seguida, o solvente organico foi
eliminado e a suspensdo concentrada ao volume final de 10 mL em
rotaevaporador. Por fim, as nanoemulsdes foram filtradas em suporte de
celulose (diametro de poro ~ 14 um). A composicdo das diferentes
formulagdes preparadas esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao das nanoemulsdes preparadas pela técnica de
emulsificac8o esponténea - difusdo do solvente.
Carvacrol Poloxamer 188  Lecitinade soja  Agua

Formulacdo

(mg) (%, miv) (%, miv) (9.5.p.)
F1 0,15 10 mL
F2 0,20 10 mL
F3 200 0,25 0.25 10 mL
F4 0,30 10 mL
F5 0,15 10 mL
F6 0,20 10 mL
F7 300 0,25 L 10 mL
F8 0,30 10 mL
F9 0,15 10 mL
F10 0,20 10 mL
F11 400 0,25 0,25 10 mL
F12 0,30 10 mL
F13 0,15 10 mL
F14 0,20 10 mL
F15 S0 025 0.25 10 mL
F16 0,30 10 mL

1.2.1.2 Técnica de emulsificagdo esponténea livre de solvente (auto-
nanoemulsificagéo)

Na preparacdo das nanoemulsfes de carvacrol pela técnica de
emulsificacdo espontanea sem o uso de solvente orgénico (PATEL et
al., 2013), uma solugéo contendo 0,25% (m/v) do tensoativo lipofilico
lecitina (Lipoid S75-3N, Lipoid GmbH), dispersa sob aquecimento a
60°, foi previamente preparada em agua. Na sequencia, 0,5% (m/v) dos
tensoativos nao-idnicos poloxamer 188 (Kolliphor P188 micro, BASF)
ou Tween® 80 (Synth®) foram adicionados & fase aquosa, sob agitacéo
magnética. Em seguida, 98 mL da fase aquosa foram adicionados sobre
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a fase oleosa constituida de 1% (m/v) de carvacrol. O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética por 30 min e o volume ajustado para 100 mL. A
composicdo das formulagdes preparadas é apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Composigdo das nanoemulsdes preparadas pela técnica de
emulsificacdo espontanea - livre de solvente.

) Carvacrol Poloxamer Tweizan® Leciti_na de Agua
Formulacéo (%, M) 188 80 soja @5.p)
' (%, m/v) (%, m/v) (%, m/v)
FA 1 0,5 - 0,25 100 mL
FB 1 - 0,5 0,25 100 mL

1.2.2 Caracterizagdo das nanoemulsdes de carvacrol
1.2.2.1 Determinacéo do tamanho de particula e indice de polidisperséo

O tamanho médio e a distribuicdo das particulas foram
determinados por espalhamento de luz dindmico utilizando um Zetasizer
Nano ZS® (Malvern Instruments, UK), equipado com angulo de
espalhamento de 90°. As medidas foram realizadas a 25°C, apds
diluigdo (1:50) das amostras em agua destilada. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

1.2.2.2 Determinacdo do potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta das nanoemulsdes foi realizada
por anemometria laser Doppler utilizando um Zetasizer Nano ZS®
(Malvern Instruments, UK), apés a diluicdo das mesmas em 4agua
destilada (1:50). As amostras foram transferidas as células
eletroforéticas, onde um potencial de = 150 mV foi aplicado. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

1.2.2.3 Determinagéo do pH

O pH das nanoemulsbes foi determinado diretamente, sem
diluicdo da amostra, com o0 uso de um potencidémetro Kasvi (modelo
K39-2014B), equipado com eletrodo de vidro universal. O equipamento
foi previamente calibrado com solugdes tampdo pH 4,0 e 7,0. Os
experimentos foram realizados em triplicata.
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1.2.2.4 Avaliacdo morfoldgica da nanoemulsdo de carvacrol preparada
pela técnica de emulsificacdo esponténea livre de solvente (auto-
nanoemulsificagdo)

A morfologia das nanoemuls6es foi observada em microscépio
eletronico de transmissdo (JEM-1011 MET, Peabody, Estados Unidos),
no Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.
Para isso, as formulacdes foram diluidas em dgua MILLI-Q® (10x) e
depositadas sobre grids de cobre revestido com carbono (CF300-Cu,
TED PELLA INC., EUA, 300 mesh). Apds 15 min, as amostras foram
coradas com acetato de uranila 2% (m/v), permanecendo em contato
com o corante por pelo menos 24h. Todas as medi¢des foram efetuadas
a temperatura ambiente.

1.2.2.5 Determinacdo do teor e da eficiéncia de encapsulacao do ativo

A determinagdo da concentragdo total de carvacrol associado as
nanoemulstes (eficiéncia de encapsulagao/EE) foi realizada usando
espectrofotdmetro (BEL Photonics®), a 275 nm. A metodologia de
espectrofotometria de UV-Vis foi previamente validada conforme
descrito no Apéndice A.

Para a determinacédo da concentracdo total de carvacrol (ConCrotar)
na suspensdo de nanoparticulas, 50 uL da formulagéo foram adicionados
a 12,5 mL (q.s.p) de acetronitrila, até a completa dissolugdo. O teor de
carvacrol presente nas suspenses coloidais foi determinado por
espectrofotometria UV-Vis e expresso em pg/mL. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

A determinacdo da concentracdo de ativo associado as
nanoparticulas (eficiéncia de encapsulacdo - EE) foi realizada pelo
método de ultrafiltragdo/centrifugacéo, onde, 0,5 mL da nanoemulsao foi
transferido para unidades de centrifugacdo Amicon Ultra-0,5 (Ultracel®-
100 K 100.000 MW; Millipore, Corp., EUA), seguido de centrifugagdo
(6.000 rpm, 40 min) para separar o ativo livre do carvacrol
nanoencapsulado. A EE do carvacrol foi calculada a partir da diferenca
entre a concentracdo total de carvacrol (Concryg) encontrada nas
suspensdes de nanoparticulas, ap6s sua completa dissolucdo em
acetonitrila, e a concentragcdo de ativo livre presente no ultraflltrado
(Concypafitrado), determinadas em espectrofotdmetro (BEL Photonics® ) a
275 nm. A EE foi calculada conforme Tagliari et al., (2012) (Equacdo 1):
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EE (%) (ConCTotal_ConCUltrafiltrado) x 100 (1)
Concrotal

Onde:

ConCrorw = concentracdo total de ativo encontrada na

nanoemulsdo apoés dissolucéo das nanoparticulas;

ConCusfirade = CoONcentragdo de ativo livre encontrada no
ultrafiltrado.

1.2.3 Avaliacéo da estabilidade das nanoemulsdes de carvacrol

Para a realizacdo do estudo de estabilidade fisico-quimica das
nanoemulsfes de carvacrol, as formulacBes foram armazenadas em
frascos de vidro ambar, sob refrigeracéo (8°C), ou temperatura ambiente
(25°C), por 120 dias. O efeito das condi¢des de armazenamento sobre as
propriedades fisico-quimica das nanoemulsdes de carvacrol foi
determinado monitorando-se o tamanho médio de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH, conforme anteriormente descrito, em
tempos pré-determinados. O teor e a eficiéncia de encapsulacdo foram
avaliados apés 60 dias de armazenamento a temperatura ambiente,
conforme a metodologia de espectrofotometria de UV-Vis, previamente
validada e descrita (Apéndice A). O aspecto fisico das formulagGes ao
longo do periodo de armazenamento foi avaliado visualmente quanto as
possiveis alteracdes de coloragdo e homogeneidade. O comportamento
das propriedades fisico-quimicas das formulagdes durante o
armazenamento foi avaliado estatisticamente pela analise de variancia
(ANOVA), seguido do pos-teste de Bonferroni, t-Student, ou Tukey,
utilizando o software Graph-Pad Prism (San Diego, CA, EUA). Todos
0s experimentos foram realizados em triplicata.

1.2.4 Estudo da toxicidade in vitro
1.2.4.1 Linhagem de fibroblastos murino

Os estudos de citotoxicidade in vitro foram realizados
utilizando células de fibroblastos embrionarios murino Balb/c 3T3,
clone a31, obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ)
(Rio de Janeiro, Brasil). As células 3T3 foram cultivadas em meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), em pH 7,4,
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suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal, 4 mM de L-
glutamina, 3,7 g/L de carbonato &cido de sédio (NaHCOs3), 100 UI/mL
penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, a 37°C e em atmosfera com 5
% de CO,. Ao atingir aproximadamente 90% de confluéncia, as
células foram tripsinizadas, neutralizadas com meio de cultura
DMEM, centrifugadas (2.000 rpm/10 min), contadas em camera de
Neubauer e inoculadas em placas de cultivo para posterior tratamento.

1.2.4.2 Determinacédo da viabilidade celular pelo método colorimétrico
do MTT

O efeito citotdxico de carvacrol e da nanoemulsdo de carvarol foi
avaliado pelo método colorimétrico com base no metabolismo do
brometo de 3-[4, 5-dimetil-tiazol-2-il]-2, 5-difeniltetrazolio (MTT),
conforme descrito por Mosmann (1983). Previamente, com 0 objetivo
de solubilizar o ativo foi preparada uma solu¢cdo mée a 30 mg/mL de
carvacrol. As células foram inoculadas (10* células/pogo) em placas de
96 pogos (100 uL/pogo) e mantidos em estufa (37°C, 5% CO,), durante
24 h. Na sequéncia, as células foram tratadas com concentracoes
crescentes de carvacrol ou nanoemulsao de carvacrol (0,1; 0,3; 1; 3; 10;
30 e 100 pg/mL), por periodos de 24 h e 48 h. As microplacas foram
cobertas por Parafilm®, uma vez que o ativo demonstrou alta
volatilidade e facil contaminacdo dos diferentes tratamentos.
Posteriormente, foi realizada a remocédo tratamento e as células foram
incubadas com 10 pL de MTT (5 mg/mL em tampao fosfato salino -
PBS) em 100 pL de meio fresco, durante 3 h, & 37°C. Os cristais de
formazan derivados da redu¢do no MTT na mitocbndria foram
solubilizados com 50 pL. de DMSO/pogo e, apds 10 min de incubagdo, a
absorbancia foi lida a 540 nm, em leitor de microplacas (SpectraMax®
Paradigm® Multi-Mode Microplate Reader, Molecular Devices). A
viabilidade das células tratadas foi calculada relativamente & viabilidade
celular dos controles livre de tratamento. O calculo da concentracdo
inibitéria capaz de reduzir 50% (ICsy) da viabilidade celular foi
realizado atraves da analise de regressao linear dos dados, com auxilio
do programa Prism 5 (Graph Phad, San Diego, CA). Os experimentos
foram realizados em triplicata.
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1.2.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro
1.2.5.1 Determinag&o da concentracado inibitoria minima

A CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) do carvacrol livre e da
nanoemulsdo de carvacrol foi determinada pelo método de
microdilui¢do em caldo, de acordo com a norma M7-A7 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006), com modificacdes.

1.2.5.1.1 Os Isolados

Os ensaios para determinacéo da Concentragdo Inibitdria Minima
(CIM) dos tratamentos foram realizados contra as cepas padrdo de
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 6538 e de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, ambas fornecidas pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ/RJ. A cepa ATCC 14028 de Salmonella typhimuruim foi
fornecida pelo Laboratdrio Central de Saude Publica do Estado de Santa
Catarina (LACEN/SC). As cepas bacterianas foram mantidas em meio
caldo BHI (Brain Heart Infusion - Merk), acrescido de 20% de glicerol
e mantidas a -20°C. Para uso, as cepas foram repicadas em agar BHI e
apos incubagdo, por 24 h, a 35°C + 2°C, foram armazenadas a 8°C. Uma
segunda passagem, ap0s nova incubacdo foi realizada para posterior
preparo do inéculo.

1.2.5.1.2 Método de microdiluicdo em caldo

Os in6culos bacterianos foram preparados em salina estéril (0,9%
NaCl, m/v). A concentracdo do inéculo (1,0 a 2,0 x 10® UFC/mL) foi
determinada em espectrofotometro (A = 625 nm) e o resultado da
absorbancia ajustado para o intervalo de 0,08 a 0,10, equivalente a 0,5
unidades da escala de MacFarland (CLSI, 2006).

Devido a baixa solubilidade do ativo puro no meio de cultivo
bacteriano BHI (Brain Heart Infusion - Merk®), o carvacrol foi
previamente adicionado a Tween® 80, na proporcdo de 1:1. Na
determinacdo da CIM, a concentragdo inicial de ativo testada contra S.
aureus foi de 1000 pg/mL, procedendo-se a dilui¢do seriada até a
concentra¢do de 3,90 ug/mL. Contra as cepas de S. typhimurium e de P.
aeruginosa a concentragdo variou de 4000 a 15,62 ug/mL.

Sucintamente, os ensaios foram realizados em microplacas de 96
pogos, contendo 100 pL de caldo BHI e 100 pL das diluigdes seriadas
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dos tratamentos. Na sequéncia, 10 pL dos indculos bacterianos foram
adicionados. Ap6s 20 - 24 h de incubagéo a 37°C + 1°C para S. aureus e
S. typhimuruim e de 38°C + 1°C para P. aerugionosa, procedeu-se a
leitura das microplacas em espectrofotdmetro (A = 625 nm,
SpectraMax® Paradigm® Multi-Mode Microplate Reader, Molecular
Devices). A determinagdo do porcentual de inibicdo do crescimento
microbiano (%ICM) para cada concentracdo testada foi realizada
conforme Gudifia et al. (2010), com adaptac¢Bes (Equacgéo 2).

%ICM = [1 - (i—zo)] x 100 2)

Onde:
% ICM = porcentagem de inibicdo do crescimento microbiano;

Ab. = média das absorbancias, por concentracdo testada,
subtraida da média das absorbancias dos pogos sem indculo;

Aby = média das absorbancias dos pocos controle, i.e., 100% de
crescimento microbiano.

O controle da densidade populacional do in6culo bacteriano foi
realizado conforme orientagBes do CLSI (2006). O meio caldo BHI
contendo as diferentes dilui¢des dos tratamentos, sem indculo, foi
utilizado como controle negativo. O caldo desprovido de bactérias foi
utilizado como controle de esterilidade do meio de cultivo e do ensaio. O
controle de 100% de crescimento microbiano consistiu de meio caldo BHI
contendo os veiculos (nanoemuls&o branca, ou Tween® 80), nas mesmas
concentracdes dos tratamentos testados, acrescido de indculo bacteriano.
Como controle de inibicdo do crescimento microbiano os antibidticos
comerciais tobramicina 0,3% (Neo Quimica®) e sulfato de gentamicina
0,5% (Allergan®) - m/v - foram utilizados contra trés cepas bacterianas (S.
aureus, S. typhimurium e P. aeruginosa). Assim, a CIM dos antibidticos
também foi determinada pelo ensaio de microdiluicdo em caldo BHI,
conforme norma M7-A7 do CLSI (CLSI, 2006), com modificagbes. Os
antibidticos foram classificados conforme sua resisténcia ou sensibilidade
de acordo com a norma M100-S16 do CLSI (CLSI, 2006).

A sensibilidade das cepas ATCC de S. aureus, de S. typhimuruim
e de P. aerugionosa foi avaliada segundo o método de difusdo em agar
da Norma M2-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute
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(CLSI, 2006). Os antibitticos clindamicina 2 pg, eritromicina 15 pg e
gentamincina 10 pg foram testados em Staphylococcus aureus (ATCC
6538). Discos de ciprofloxacina 5 ug e ampicilina 10 pg foram testados
contra Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e discos de gentamicina
10 pg e ciprofloxacina 5 pg contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442). Segundo o diametro dos halos de inibicdo formados pelos
antibidticos, as cepas bacterianas foram classificadas conforme sua
resisténcia ou sensibilidade, de acordo com os critérios definidos pela
norma M100-S16 do CLSI (CLSI, 2006).

A CIM também foi confirmada por método colorimétrico, através
da adi¢do de 50 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-onal0-
Oxido), preparada na concentracdo de 100 pg/mL em agua destilada.
Apbs 30 min de incubagéo adicional & 35°C, a CIM foi considerada a
concentracdo imediatamente acima da primeira concentragdo com
presenca de crescimento bacteriano (coloragdo rosa), conforme descrito
por Mann e Markham (1998).

No presente estudo, estabeleceu-se que a concentracdo inibitoria
minima (CIM) é o valor determinante de percentual de inibigdo de
crescimento microbiano igual ou superior a 90%. Os resultados foram
avaliados estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA), seguida
do pds-teste de Bonferroni, utilizando o software Graph-Pad Prism (San
Diego, CA, EUA). Todos os experimentos foram realizados de forma
independente, em triplicata.

1.2.6 Teste da avaliagio da atividade desinfetante

A avaliacdo da atividade desinfetante da nanoemulsdo de
carvacrol (NC) utilizou o método de diluigdo/neutralizagdo, conforme a
Norma Europeia 1040:2005 - Teste de suspensdo quantitativo, para
avaliagdo da atividade bactericida de desinfetantes quimicos e
antissépticos (fase 1), do Comité Europeu de Normalizagdo (CEN), com
adaptacbes (EUROPEAN STANDARD 1040:2005). Para fins de
comparacdo, a atividade desinfetante do ativo livre e do hipoclorito de
sodio também foram avaliadas.

1.2.6.1 Os isolados

O ensaio de atividade desinfetante ou antisséptica do carvacrol,
da nanoemulsdo de carvacrol e do hipoclorito de sédio foi realizado
contra as cepas padrdo de Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC
6538 e de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, em atendimento a
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EN 1040:2005 (EUROPEAN STANDARD 1040:2005). As cepas
bacterinas foram fornecidas pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/RJ.

A padronizago da suspensdo bacteriana inicial (N) a 1,0 x 10° -
2,0 x 10® UFC/mL (0,5 da escala MacFarland) seguiu a norma M7-A7
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). A
suspensdo de validagdo (Nv), utilizada para os controles de validacdo do
teste, foi preparada diluindo-se a suspensdo bacteriana inicial (N), em
solucéo diluente, até a obtencéo de uma suspencéo bacteriana a 3,0 x 10°
a1,6 x 10* UFC/mL.

1.2.6.2 Controles de validagéo do método de diluigdo/neutralizagéo

A EN 1040:2005 preconiza a realizacdo de trés controles para a
validacdo do ensaio, a saber: a) controle da condicdo experimental
selecionada e/ou verificacdo da auséncia de qualquer efeito letal das
condicbes do ensaio; b) controle de auséncia de toxicidade do
neutralizante sobre as cepas, e c) controle da neutralizagdo do produto
testado.

1.2.6.3 Método de diluicao/neutralizagédo

No ensaio da atividade bactericida de desinfetantes quimicos e
antissépticos (fase 1) pelo método de método de dilui¢do/neutralizagdo,
todo o procedimento foi realizado em banho de 4gua a 20°C + 1°C. A um
tubo contendo 1,0 mL de agua deionizada estéril foi transferido 1,0 mL da
suspensdo bacterina inicial (N). Ap6s 2 min, foram adicionados ao tubo
8,0 mL dos produtos em teste (carvacrol, nanoemulsdo de carvacrol ou
hipoclorito de sédio comercial). Decorridos os tempos de contato pré-
estabelecidos (5 min, 30 min, 24 h, 48 h e 72 h) para a acdo dos produtos,
1,0 mL da mistura teste (Na) foi transferido para um tubo contendo 1,0
mL de &gua e 8,0 mL de solugdo neutralizante (caldo neutralizante D/E -
Accumedia®). Transcorridos 5 min para neutralizagdo dos produtos, 100
WL da mistura teste (Na) foram plaqueados, com auxilio de alga de
Drigalski, usando a técnica de espalhamento pos plate, em duplicata, em
meio TSA (agar triptona de soja). As placas foram incubadas por 24 h, a
36 + 1°C. Apos o tempo de incubaco, foi realizada a contagem das UFC
observadas nas placas de meio TSA.

Os experimentos realizados de forma independente, em triplicata,
para as trés concentracdes dos produtos testados (Tabela 5) e, conforme
recomendacdo da EN 1040:2005, uma concentracdo deve ser ineficaz
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em eliminar os microrganismos utilizados no ensaio. O carvacrol foi
previamente misturado a Tween® 80, na proporcdo 1:1, para permitir a
dispersdo do mesmo no meio diluente.

Tabela 5 - Concentragdes de carvacrol, nanoemulsio de carvacrol e de
hiproclorito de sodio comercial submetidas ao teste de suspens@o quantitativo,
para avaliacdo da atividade bactericida de desinfetantes quimicos e antissépticos
(fase 1) da EN 1040:2005 do CEN.

Concentragéo
(%, m/v)

0,8

Carvacrol livre 0,4

0,02

0,8

Nanoemulsdo de Carvacrol 0,4
0,002

1,6

Hipoclorito de S6dio Comercial 0,8
0,0002

Produtos Testados

Para comprovar a acdo bactericida de um produto e sua
consequente aptiddo para seguir as proximas etapas e fases propostas
pela norma europeia EN 14885:2015, este devera reduzir a populagdo
bacterina inicial em pelo menos 5 log. Para tal, o célculo do logaritmo
da reducdo (logR) foi realizado (Equagéo 3) (EN 1040:2005).

logR = logNO - logNa 3)
Onde:

NO = é o valor referente ao nimero de UFC/mL, na mistura teste,
antes do inicio dos tempos de contato (t = 0) com o produto, dividido
por 10;

Na = é o valor referente ao nimero de UFC/mL na mistura teste
(Na), ao final dos tempos de contato (5 min, 30 min, 24 h, 48 h e 72 h).

As médias do logaritmo da reducdo (logR) foram comparadas
estatisticamente pela anélise de variancia (ANOVA), seguida do pos-
teste de Bonferroni, utilizando o software Graph-Pad Prism (San Diego,
CA, EUA).
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1 Estudo de formulacéo

2.1.1 Nanoemulsdes de carvacrol preparadas pela técnica de
emulsificacdo espontanea - difusdo do solvente

A fim de avaliar a influéncia dos componentes sobre as
caracteristicas fisico-quimicas das nanoemulsdes e otimizar as
condicdes de preparagdo, formulagdes com diferentes concentragfes do
surfactante poloxamer 188 e do ativo carvacrol foram preparadas pela
técnica de emulsificacdo espontdnea - difusdo do solvente
(BOUCHEMAL et al., 2004). Todas as formulacdes desenvolvidas
apresentaram coloracgdo branca leitosa e odor caracteristico do carvacrol.
Com exce¢do das formulagdes preparadas com 500 mg de carvacrol
(F13, F14, F15 e F16) que apresentaram goticulas de ativo livre na
superficie, as demais apresentaram aspecto homogéneo sob analise
visual. As propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes de carvacrol
desenvolvidas sdo apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Caracterizagdo fisico-quimica das nanoemulsdes de carvacrol quanto
ao tamanho de particula, PDI e potencial zeta. Variaveis da formulacéo:
concentracdo de ativo (carvacrol) e tensoativo (poloxamer 188). Resultados
apresentados como média + padrdo (n = 3). Letras minUsculas distintas
representam diferencas significativas entre as concentracdes de surfactante para
a mesma concentragdo de ativo. Letras maiUsculas distintas indicam diferencas
significativas entre as concentragdes de ativo para a mesma concentragdo de
surfactante (p < 0,05; ANOVA via Unica seguida do pos teste Bonferroni).
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A andlise por espalhamento de luz dindmico mostrou que o tamanho
de particula das nanoemulsdes desenvolvidas variou de 81,26 a 255,90 nm.

Sabe-se que a concentragdo de surfactante influencia diretamente
0 tamanho de particula de sistemas coloidais, porém neste estudo néo foi
detectada diferenca significativa (p < 0,05) no tamanho médio das
goticulas entre as formulages em investigacdo. Essa informacao sugere
gue independente da concentragdo de tensoativo utilizada, o sistema
encontrou um equilibrio, onde o tamanho da goticula formada nédo foi
influenciado. Apenas nas formulagGes preparadas com 200 mg de
carvacrol, o aumento da concentracdo de surfactante de 0,15% para
0,30% (F1 e F4) resultou na redugdo significativa (p < 0,05) de até 76
nm no didmetro da goticula.

O tamanho das particulas mostrou-se dependente da concentragéo
de carvacrol adicionada ao sistema, detectando-se incremento
significativo (p < 0,05) no tamanho das goticulas das nanoemulsdes
contendo igual quantidade de tensoativo. As formulagGes com os
maiores tamanhos de particula foram desenvolvidas com as maiores
concentracBes de carvacrol (500 mg). Esses dados confirmam a
proposicdo de que a concentracdo de 6leo efou ativo de consisténcia
oleosa utilizada na formulacdo é fator determinante no didmetro de
particula (SCHAFFAZICK et al., 2003). Apenas nas formulagdes
preparadas com 0,15% de poloxamer (F1, F5, F9 e F13), o aumento da
concentracao de 200 para 500 mg de carvacrol ndo resultou em elevagédo
(p < 0,05) no diametro da goticula.

No estudo conduzido por Sakeena e colaboradores (2011),
avaliando a influéncia da concentracdo de ésteres de 6leo de palma e de
cetoprofeno sobre o tamanho das goticulas de nanoemulsdes obtidas por
emulsificacdo espontdnea, observou-se que o didmetro médio das
goticulas mostrou relacdo direta com a concentracdo de Oleo
incorporada ao sistema. Hosseini e colaboradores (2013), também
observaram que o tamanho médio das nanoparticulas de quitosana e
trifosfato de sodio contendo carvacrol aumentou proporcionalmente a
guantidade de ativo adicionada ao sistema. Segundo Bruxel e
colaboradores (2012), um aumento de 10% na concentracdo de 6leo
pode aumentar significativamente o didmetro da particula.

Nas formulagdes nomeadas F2, F4, F7, F8, F10, F11 e F12 foi
detectada uma pequena porcentagem, nao representativa, de particulas
na faixa de 4 a 5 micrébmetros, ocasionando a aparecimento de um
segundo pico. Este segundo pico pode ser atribuido ao movimento e a
agregacdo momentanea das particulas no momento da analise. J&, as
formulagdes F1 e F3 apresentaram populagdes de particulas com
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tamanho muito reduzido, 0 que sugere a presenga de micelas que, por
sua vez, podem resultar da quantidade excessiva de tensoativo na
formulagdo (LOVELYN; ATTAMA, 2011). Nas formulac¢Ges F13, F14,
F15 e F16, preparadas com 500 mg de carvacrol, constatou-se em
analise visual a presenca de goticulas de carvacrol na superficie da
formulagdo (Quadro 2). Assim, somente as formulacGes F5, F6 e F9,
apos analise da distribuicdo do tamanho das particulas pela técnica de
espalhamento de luz dindmico, apresentaram uma populacdo de
tamanho de particula (Figura 5).

Figura 5 - Distribuicdo do tamanho de nanoparticulas, determinada por
espalhamento de luz dindmico, para as formulacgdes F5, F6 e F9.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

— 5 =0,15% surfactante + 300 mg ativo === == F6=0,2% surfactante + 300 mg ativo === F9=0,15% surfactante + 400 mg ativo

O indice de polidispersdo (PDI) é um indicador da distribui¢do do
diametro das particulas no sistema coloidal (SYED; SARKAR, 2018;
GALINDO-PEREZ et al., 2018; KHATIBI et al., 2015) e pode ser
correlacionado & estabilidade do sistema (BARANAUSKAITE et al.,
2018). Khatibi e colaboradores (2015), afirmam que um valor inferior a
0,1 indica uma populacdo de particulas homogénea, enquanto valores
acima de 0,3 revelam um alto grau de heterogeneidade. Ja, Galindo-
Pérez e demais pesquisadores (2018), sugerem que valores entre 0,1 e
0,3 indicam uma estreita distribuicdo no tamanho das particulas.
Baranauskaite e colegas (2018), propdem que o valor ideal de PDI seja
menor ou igual a 0,30, significando que, pelo menos 66,7% de todas as
nanovesiculas apresentam um mesmo tamanho. Pesquisadores mais
rigorosos atribuem a valores de PDI inferiores a 0,25 a ocorréncia de
particulas com tamanho semelhante, conferindo homogeneidade
adequada ao sistema (KABRI et al., 2011; ALMEIDA et al., 2009;
ALVES et al., 2007). Entretanto, é senso comum entre 0s pesquisadores
referenciados que valores de PDI superiores a 0,3 indicam a presenca de
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particulas com ampla distribuicdo de tamanho. Os resultados deste
estudo mostram que apenas a F4 apresentou alto grau de
heterogeneidade na distribuicdo do tamanho de particula, com valor de
PDI superior a 0,3. Nas formulagdes F1, F3, F8 e F14 o valor de PDI foi
superior a 0,25, enquanto nas demais formulacfes foram observados
valores inferiores a 0,25 (Quadro 2).

A medicdo do potencial zeta (PZ) é, atualmente, a forma mais
simples e direta de caracterizar a superficie dos coldides. Segundo
Honary e Zahir (2013), o PZ pode ser definido como o valor
eletrocinético que associa uma magnitude realista a carga superficial da
particula. Para Syed e Sarkar (2018), o PZ também indica o grau de
repulsdo eletrostatica superficial entre particulas com carga similar.

As formulacdes desenvolvidas apresentaram valores de potencial
zeta entre -34,8 a -50,07 mV (Quadro 2). O elevado PZ das formulactes
desenvolvidas, em modulo, é indicativo de boa estabilidade fisica dos
sistemas coloidais a longo prazo, pois grandes forcas repulsivas entre as
particulas tendem a evitar a agregacédo destas, ap6s colisdes ocasionais de
nanogoticulas adjacentes (SYED; SARKAR, 2018; GALINDO-PEREZ et
al., 2018; SCHAFFAZICK et al., 2003). Por outro lado, emulsdes com
valores menores tendem a flocular facilmente e podem levar ao processo
de cremago, ou sedimentagdo (SYED; SARKAR, 2018).

Neste estudo, ndo foram detectadas diferencas significativas (p <
0,05) nos valores do PZ entre as formulacdes preparadas com diferentes
concentracBes de poloxamer e mesma concentracdo de carvacrol.
Entretanto, diferencas (p < 0,05) nos valores de PZ entre as formulagdes
gue continham a mesma concentracdo de poloxamer e os conteidos de
carvacrol em estudo foram observadas. Apesar disso, ndo se constatou
uma relacdo direta entre o aumento da concentragdo de carvacrol
incorporada aos sistemas e os valores de PZ (Quadro 2).

A presenca da lecitina nas formulages desenvolvidas parece ser
a maior responsavel por determinar carga negativa a interface das
goticulas, por conter fosfolipidios com grupamentos polares
negativamente carregados, e.g., fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e acido
fosfatidico (BRUXEL et al., 2012). A presenca de grupamentos
hidroxilas das moléculas de carvacrol também pode ter contribuido, em
menor parcela, a ocorréncia da carga negativa das particulas que se
encontram dispensas no desenvolvido.

Frente ao perfil monodisperso; a auséncia de 6leo na superficie da
formulacdo; o tamanho de particula adequado e um PZ com valor que
sugere tratarem-se de sistemas estaveis, as formulagoes F5, F6 e F9 foram
selecionadas para o estudo de estabilidade dos nanoderivados do carvacrol.
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2.1.2 Nanoemulsdes de carvacrol preparadas pela técnica de
emulsificacdo espontanea livre de solvente (auto-nanoemulsificagdo)

Na técnica de emulsificacdo espontanea, os constituintes da fase
interna sdo solubilizados em solvente organico e vertidos na fase
aquosa, seguido da retirada do solvente, geralmente por destilacdo, sob
baixa pressdo (BRUXEL et al.,, 2012). Uma das desvantagens deste
método é o uso de solvente organico (e.g., acetona e etanol) e a
permanéncia residual deste na formulagdo final (MANGALE et al.,
2015; KANWALE et al.,, 2015; MARCATO, 2009). Além disso,
algumas vezes, é necessaria uma propor¢cdo elevada de solvente
organico para a solubilizacdo do 6leo e a consequente formagdo de
nanoemulsdo com tamanho de goticula adequado (MANGALE et al.,
2015; KANWALE et al., 2015; MARTINI; CARVALHO; TEIXEIRA,
2007). Ainda, o processo de remocéao do solvente pode parecer simples &
escala laboratorial, mas pode representar uma barreira ao escalonamento
da producdo (MANGALE et al., 2015; KANWALE et al., 2015).

Diante do exposto, objetivando o desenvolvimento de
formulagdes livres de organosolventes na dispersdo final, duas
nanoemulsfes de carvacrol foram eficientemente produzidas pela
técnica de emulsificacdo espontanea, conforme anteriormente descrito
(Tépico 1.2.1.2 - Técnica de emulsificacdo espontanea livre de solvente
(auto-nanoemulsificacdo). Ambas as formulacdes apresentaram aspecto
homogéneo, com coloracdo branca leitosa e odor caracteristico de
carvacrol. As propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdes de
carvacrol sdo apresentados na Tabela 6. Todas as varidveis analisadas
(tamanho de particula, PDI e potencial zeta) diferiram estatisticamente
(p < 0,05) entre as formulagdes FA e FB.

Tabela 6 - Caracterizacéo fisico-quimica das nanoemulsdes quanto ao tamanho
médio de particula, PDI e potencial zeta. Variavel da formulacéo: tipo de
tensoativo (%, m/v). Resultados apresentados como média + desvio padréo (n =
2). Letras mindsculas distintas, em uma mesma coluna, representam diferengas
significativas entre os tratamentos (p < 0,05; ANOVA via Unica seguida do teste
t-student).

Formulagdes Tamanho de particula PDI Potencial zeta
(nm) (mv)
FA 354,20° + 13,29 0,104* + 0,01 -34,1°+0,78

FB 229,90° + 25,17 0,391°+ 0,05 -26,8° £ 2,05
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A andlise por espalhamento de luz dindmico mostrou que o
tamanho de particula das nanoemuls@es variou de 229,90 a 354,20 nm. O
tipo de tensoativo empregado influenciou significativamente (p < 0,05) o
tamanho das goticulas das nanoemulsfes preparadas. A formulacdo
contendo poloxamer apresentou maior tamanho de particula (Tabela 6).

O aumento do tamanho de particula observado nas formulagdes
desenvolvidas com 0 mesmo tensoativo e com técnica de auto-
nanoemulsificacdo livre de solvente orgénico (formulacdo FA)
comparativamente as formulacdes preparadas pela emulsificacdo
espontanea - deslocamento de solvente (formulagdes F5, F6 e F9)
também pode resultar dos diferentes métodos de preparagdo. Segundo,
Almeida, Teixeira e Koester (2008) e Khatibi, et al. (2015), 0 método de
preparo possui grande influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas
dos nanoderivados, em especial o diametro de goticula das emulsGes.
Galindo-Pérez e demais pesquisadores (2018), observaram que com dois
minutos de homogeneizacao ultra-sénica foram preparadas nanocapsulas
de 6leo de liméo, 6leo de alecrim e curcumina, usando policaprolactona,
com tamanho de particulas menores do que as preparadas por agitacdo
mecanica, possuindo um comportamento monomodal. O tamanho das
nanocapsulas preparadas com ultrassom variou de 159 a 196,4 nm,
enquanto a homogeneizacdo mecanica resultou em nanoparticulas com
tamanhos entre 361,5 e 442 nm. Apesar dos métodos propiciarem a
formacé&o de nanocapsulas de diametros distintos a EE das nanocapsulas
de Oleo de limdo, Oleo de alecrim e curcumina preparadas por
homogeneizacdo mecanica foi comparavel & EE das formulac6es obtidos
por ultrassom.

O fato das modificacbes na composicdo quali-quantitativa e no
método de preparacdo das nanoparticulas ter resultado em particulas
com tamanho médio superior ao encontrado nas demais formulagdes
estudadas néo foi considerado fator impeditivo a selecdo da formulacéo
FA para continuidade aos estudos. Ao contrdrio, em geral,
nanoemuls6es contendo didmetros entre 200 a 500 nm tendem a ser
fisicamente mais estaveis (BRUXEL et al., 2012). Além disso, segundo
Alencastre et al. (2006), a andlise de tamanho de particula é importante
nos estudos de penetragdo cutinea, uma vez que, dependendo do
tamanho observado, pode-se prever a probabilidade de as particulas
penetrarem no estrato cdrneo, ou nos foliculos capilares. Segundo Baillo
e Lima (2012), particulas com didmetros acima de 100 nm tendem a
ficar retidas no estrato corneo e serem eliminadas no processo de
renovacdo da pele. Fotoprotetores contendo nanoparticulas na escala de
250 nm permaneceram retidos na epiderme, ndo sendo absorvidos pela
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derme. Considerando a probabilidade de nanoparticulas com dimensdes
inferiores a 100 nm atravessarem membranas bioldgicas e entrarem na
corrente sanguinea (BAILLO; LIMA, 2012) e sendo objetivo deste
estudo desenvolver um produto nanotecnolégico com potencial
antimicrobiano, o fato das particulas do sistema FA apresentaram
diametros superiores a 300 nm depbe a favor do uso seguro desta
formulagéo em caso de contato acidental com pelo ou mucosas.

Os resultados deste estudo mostraram que a formulacdo FB
apresentou alto grau de heterogeneidade na distribuicdo do tamanho de
particula, com valor de PDI superior a 0,3. A formulacdo FA apresentou
o valor de PDI (0,104) (Tabela 6) requerido para que 0s sistemas
nanoestruturados sejam considerados homogéneos e monodispersos
(GALINDO-PEREZ et al., 2018; KHATIBI, et al., 2015; LOVELYN;
ATTAMA, 2011; KABRI et al., 2009). A formulacdo FB apresentou
perfil polimodal de distribuicio de tamanho de particulas (Figura 6).

Figura 6 - Distribuicdo do tamanho de populacGes de nanoparticulas,
determinada por espalhamento de luz dindmico, para as formulagdes FA e FB.
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Todas as formulagBes desenvolvidas apresentaram carga
superficial negativa, com valores de PZ que, em modulo, sugerem que
0s sistemas coloidais apresentam adequada estabilidade. Entretanto,
foram observadas diferencas significativa nos valores de PZ (p < 0,05)
entre as formulacdes e uma relacdo direta entre os valores de PZ e o tipo
de tensoativo utilizado (Tabela 6). Novamente, a presenca de lecitina
nas formulagdes é responsavel por determinar carga negativa a interface
das goticulas. A lecitina e o poloxamer utilizados no desenvolvimento
destas formulagfes sdo os componentes que efetivamente influenciam
os valores do PZ, corroborando resultados prévios (SCHAFFAZICK et
al., 2003).
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Apesar de apresentar um tamanho de particula maior que as
demais formulacfes desenvolvidas, as demais varidveis investigadas
determinaram a selegédo da formulagdo FA para o estudo de estabilidade.

2.2 Avaliacao da estabilidade

2.2.1 Nanoemuls@es de carvacrol obtidas pela técnica de emulsificacdo
espontanea - difusdo do solvente

Neste estudo, as propriedades fisico-quimicas das formulacfes
F5, F6 e F9, preparadas pela técnica de emulsificacdo espontanea -
difusdo do solvente, foram monitoradas, em tempos pré-determinados
(0, 5, 15, 30, 45, 60 e 120 dias), sob duas condicBes térmicas, i.e.,
refrigeracdo a 8°C e temperatura ambiente (25°C). As formulagdes F5,
F6 e F9 apresentaram aspecto homogéneo, coloracdo branca leitosa e
odor caracteristico de carvacrol ao longo do estudo de estabilidade. Nas
condi¢des térmicas investigadas, nenhuma das formulagdes apresentou
alteracdo de cor, odor ou a ocorréncia de outros fendmenos que
visualmente indicaram instabilidade do sistema. Via de regra,
suspensdes coloidais ndo possuem tendéncia a separacdo de fases até
alguns meses ap6s a preparagdo, pois o processo de sedimentacdo €
lento para particulas submicrométricas, sendo minimizado pelo
movimento Browniano. Com o tempo, pode ocorrer a aglomeracdo de
particulas e, consequentemente, a sedimentacdo (CODEVILLA et al.,
2015; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Em nenhuma das formulagdes (F5, F6 e F9) o tamanho médio de
particula mostrou-se alterado (p < 0,05), tanto entre as formulagdes
armazenadas a temperatura ambiente quanto entre aquelas armazenadas
sob refrigeracdo, sugerindo que a forma de armazenamento ndo afetou o
didmetro das goticulas. Entretanto, a nanoemulsdo F6, em ambas
temperaturas de estocagem, apresentou a partir do sétimo dia do estudo
a ocorréncia de uma segunda populacdo de particula. Na nanoemulséo
F5, armazenada a temperatura ambiente, também foi observada a
ocorréncia de duas populagbes de particulas distintas. Apenas a
formulacdo F9, independente da temperatura de armazenamento,
permaneceu monodispersa ao longo de 120 dias (Figura 7).
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Figura 7 - Valores médios de tamanho de particula das formulagdes F5, F6 e F9, no
periodo de 120 dias de armazenamento: (A) a 8°C e (B) & 25°C. Dados apresentados
como média + desvio padrédo (n = 3). Letras minUsculas distintas representam
diferencas significativas entre os tempos de armazenamento por formulaco. Letras
maiUsculas distintas representam diferencas significativas entre as temperaturas de
armazenamento para uma mesma formulag&o. Nimeros distintos representam
diferengas significativas entre formulagdes para 0 mesmo tempo e temperatura de
armazenamento (p < 0,05; ANOVA U(nica via seguida do teste de Bonferroni).
Asteriscos indicam a ocorréncia de mais de uma populagdo de particula.
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Ao longo do estudo de estabilidade, as nanoemulstes F6 e F9
apresentaram, respectivamente, 0s maiores e menores valores médios de
PDI. Todavia, as formulagdes investigadas ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05) quanto aquela varidvel, independente das
condi¢des de temperatura de armazenamento (Figura 8).
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Figura 8 - Valores médios de PDI (indice de Polidispersdo) das formulagdes F5,
F6 e F9, no periodo de até 120 dias de armazenamento: (A) a 8°C e (B) & 25°C.
Dados apresentados como média + desvio padrao (n = 3). Letras mindsculas
distintas representam diferengas significativas entre os tempos de
armazenamento por formulagao. Letras maitsculas distintas representam
diferengas significativas entre as temperaturas de armazenamento para uma
mesma formulagdo. NUmeros distintos representam diferencgas significativas
entre formulagBes para 0 mesmo tempo e temperatura de armazenamento (p <
0,05; ANOVA Unica via seguida do teste de Bonferroni).
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Para Syed e Sarkar (2018), o PZ além de caracterizar a carga
superficial das particulas fornece uma indicacdo sobre o grau de
repulsdo eletrostatica superficial entre particulas com carga similar. Por
esta razdo, Baranauskaite e pesquisadores (2018) referem que o PZ ¢
uma varidvel importante & previsdo e avaliagdo da estabilidade
dispersional de formulagdes nanoestruturadas. Kanwale e pesquisadores
(2015) referem que um PZ minimo de 20 mV (valor em mdédulo) é
desejavel para que o sistema coloidal tenha estabilidade. Segundo
Bruxel e colaboradores (2012) em estudo de estabilidade de
nanoemulsdes, a reducdo do valor (em mdédulo) do PZ da ordem de 40
mV para 25 mV, ou menos, tende a provocar um aumento na taxa de
floculacdo e coalescéncia das formulagdes. Conforme Baranauskaite e
pesquisadores (2018), valores (em mddulo) de PZ iguais ou maiores que
30mV apontam para sistemas estiveis, uma vez que, as altas cargas
superficiais induziriam a repulsdo das nanoparticulas, impedindo sua
agregacdo. Galindo-Pérez e colaboradores (2018) acrescentam que oS
valores do PZ também dependem da natureza quimica e da concentracao
do polimero e dos estabilizantes empregados no desenvolvimento do
sistema, conforme consonéncia com o observado neste trabalho.

Em ambas as situagdes térmicas de armazenamento investigadas,
os valores do PZ das formulagfes ndo diferiram estatisticamente (p <
0,05). Nas nanoemulsdes selecionadas para o estudo de estabilidade, os
valores médios deste parametro fisico-quimico permaneceram acima de
- 32,900 mV, durante 120 dias. Assume-se que este é o provavel motivo
da manutencdo da estabilidade dos sistemas desenvolvidos, haja vista
nenhuma  formulagdo evidenciou fenbmenos de cremacdo,
sedimentacdo, coalescéncia ou a maturacdo de Ostwald (Figura 9).
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Figura 9 - Valores médios de potencial zeta das formulagdes F5, F6 e F9, no
periodo de 120 dias de armazenamento: (A) a 8°C e (B) a 25°C. Dados
apresentados como média * desvio padrédo (n = 3). Letras mindsculas distintas
representam diferencas significativas entre os tempos de armazenamento por
formulagdo. Letras maiGsculas distintas representam diferencas significativas
entre as temperaturas de armazenamento para uma mesma formulag&o.
Numeros distintos representam diferencas significativas entre formulagGes para
0 mesmo tempo e temperatura de armazenamento (p < 0,05; ANOVA (nica via
seguida do teste de Bonferroni).
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InformacBes relevantes sobre a estabilidade de suspensfes
nanoparticuladas podem ser obtidas mediante 0 monitoramento do pH,
em funcdo do tempo (JUNIOR et al., 2013). A alteracio desta variavel
pode indicar a degradacio de componentes da formulagdo (JUNIOR et
al.,, 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003), presenca de contaminante
microbiano ndo sensivel ao ativo encapsulado ou, simplesmente inicio
de algum fenémeno de instabilidade do sistema como, por exemplo, o
efeito de Ostwald (JUNIOR et al., 2013; LAHOUD; CAMPOS, 2010).
Nanoemuls6es preparadas com OE podem exibir um decréscimo no pH
devido a hidrolise dos ésteres de acidos graxos, resultando no aumento
da concentracdo de acidos graxos livres, os produtos majoritarios da
degradacéo das formas esterificadas (JUNIOR et al., 2013).

Os valores de pH das formulagdes F5, F6 e F9, ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05) em funcdo das condicBes térmicas de
armazenamento, ao longo dos 120 dias do estudo, sugerindo a
estabilidade quimica do ativo encapsulado (Figura 10).
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Figura 10 - Valores médios de pH das formulagdes F5, F6 e F9 no periodo de
120 dias de armazenamento: (A) a 8°C e (B) a 25°C. Dados apresentados como
média + desvio padrdo (n = 3). Letras mindsculas distintas representam
diferengas significativas entre os tempos de armazenamento por formulag&o.
Letras maitsculas distintas representam diferencas significativas entre as
temperaturas de armazenamento para uma mesma formulagdo. Ndmeros
distintos representam diferencas significativas entre formulagbes para 0 mesmo
tempo e temperatura de armazenamento (p < 0,05; ANOVA Unica via seguida
do teste de Bonferroni).
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A andlise dos pardmetros fisico-quimicos, indicadores de
estabilidade, ao longo de 120 dias, permite concluir que todas as
formulagdes apresentaram-se estaveis a temperatura ambiente e sob
refrigeracdo. Também € possivel inferir que mesmo o sistema
desenvolvido com menor concentracdo de tensoativo (0,15% m/v) e
maior quantidade de ativo (400 mg) se manteve estavel, como
observado para a formulagdo F9.

2.2.2 NanoemulsGes de carvacrol preparadas pela técnica de
emulsificacdo espontéanea livre de solvente (auto-nanoemulsificacdo)

O comportamento das propriedades fisico-quimicas da
nanoemulsdo de carvacrol FA, preparada pela técnica de emulsificacdo
espontanea livre de solvente, ao longo de 120 de armazenamento a 25°C
ou a 8°C, foi avaliado.

Nas condi¢des térmicas investigadas, nenhuma das formulagdes
(n = 6) apresentou visualmente alteracéo de cor, odor ou a ocorréncia de
outros fenébmenos indicadores de instabilidade do sistema, e.g.,
separacdo de fases, floculacdo cremacéo, sedimentacédo, coalescéncia ou
a maturacdo de Ostwald (Figura 11).

Figura 11 - Detalhe do aspecto homogéneo e coloragéo branca leitosa da
nanoemulséo FA durante o estudo de estabilidade.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

As propriedades fisico-quimicas fisicas monitoradas, em tempos
pré-determinados, da nanoemulsdo FA séo apresentadas na Figura 12.
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Figura 12 - Propriedades fisico-quimicas (tamanho de particula, PDI, potencial
zeta e pH) da nanoemulsdo FA, no periodo de 120 dias de armazenamento a 8°C
ou a 25°C. Dados apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). Letras
mindsculas distintas representam diferencas significativas entre os tempos de
armazenamento por formulagao. Letras maitsculas distintas representam
diferengas significativas entre as temperaturas de armazenamento para uma
mesma formulagdo (p < 0,05; ANOVA Unica via seguida do teste de Tukey).
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Os parametros fisico-quimico diametro de particula, PZ e pH da
nanoemulsdo FA ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05)
nas condicdes térmicas (8°C e 25°C) estudadas, sugerindo a estabilidade
do nanosistema desenvolvido. Os valores do PZ permaneceram acima
de - 34,567 (valor em mddulo), ao longo de 120 dias (Figura 12). As
lecitinas, sdo de grande importancia na estabilidade das emulsGes a
longo prazo, por conferirem um PZ final negativo a interface, o que
permite a repulsdo eletrostatica entre as goticulas dispersas (BRUXEL et
al., 2012). Segundo Codevilla e colaboradores (2015), o uso de
tensoativos anfifilicos é o fator responsavel pela estabilidade das
nanoemulsfes porque esses se posicionam entre as duas fases da
emulsdo (aquosa e oleosa), originando uma pelicula interfacial que
estabiliza o sistema. J&, o tensoativo poloxamer oferece estabilidade a
formulagdo através de impedimento estérico, evitando a agregacdo de
particulas finas no sistema coloidal (YAN et al, 2010). Esta
nanoemulsdo, desenvolvida sem uso de solvente organico, possui em
sua formulacdo ambos os tensoativos, sendo a associagdo deles, a
provavel responsavel pela estabilidade observada.

Quando a nanoemulsdo FA foi conservada a temperatura
ambiente, os valores de PDI ndo apresentaram variagdes significativas
(p < 0,05) ao longo do periodo. Porém, o armazenamento a 8°C
determinou uma elevacdo estatisticamente significativa no valor desta
variavel ao final do experimento (Figura 12). Entretanto, independente
da temperatura de armazenamento, a formulacdo FA permaneceu
monodispersa.

Apesar da alteracdo pontual do valor do indice de polidispersdo
no sexagéssimo dia do estudo, é evidente que, de modo geral, as
caracteristicas fisico-quimicas da nanoemulsédo FA ndo foram
influenciadas pelas condi¢fes de estocagem. Neste contexto, tendo em
vista as caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias do sistema, auséncia
da necessidade de solvente organico durante o preparo, estabilidade
durante o armazenamento em temperatura ambiente e praticidade da
técnica de preparacdo; a nanoemulsdo FA (0,5% poloxamer + 0,25%
lecitina + 1% carvacrol) foi selecionada para 0s experimentos
posteriores de atividade bioldgica, passando a assumir a denominagdo
de Nanoemulsao de Carvacrol (NC)

2.3 Avaliacao morfoldgica da nanoemulséo de carvacrol

A Figura 13 mostra a morfologia das nanoparticulas poliméricas
visualizada por microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). Essa
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técnica tem sido muito empregada na obtenc¢do de informagdes relativas
a forma e ao tamanho de nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).
As micrografias revelam particulas de formato esférico, isoladas, com
didametro similar ao observado pela técnica de espalhamento de luz
din&mico.

Figura 13 - Micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissao da
nanoemulséo de carvacrol (NC): aumento de 30.000x (A) e 60.000x (B).
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Fonte: Elaborada pela autora (2019).

2.4 Determinacao do teor e da eficiéncia de encapsulacdo do ativo

Apos a validagdo de método analitico por espectrofotometria de
UV-Vis de quantificacdo do carvacrol (Apéndice A), o teor e a
eficiéncia de encapsulacdo da NC foram estimados e os resultados s&o
mostrados na Tabela 7. A concentragdo de ativo no ultrafiltrado foi de
511, 69 pg/mL, indicando que apenas uma fracdo reduzida ndo foi
encapsulada. A alta EE do carvacrol observada pode resultar da baixa
afinidade do ativo hidrofébico pela fase aquosa externa da formulacéo.
Os resultados demonstraram que o método de espectrofotometria de
UV-Vis pode ser aplicado com sucesso na determina¢do do carvacrol
nanoemulsionado.
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Tabela 7 - Teor (mg/mL) e eficiéncia de encapsulacéo - EE (%) do carvacrol
nas suspensoes coloidais. Resultados apresentados como média + desvio padrdo
(DP),n=3.

Concentragéo de Carvacrol
Amostra (mg/mL) EE (%) + DP”
Adicionada Mensurada + DP”

Nanoemulsdo

de Carvacrol 10 10,03+0,12 94,90 0,32

Os resultados obtidos mostram valores bastante superiores de EE,
comparativamente aos relatados por Kotronia et al. (2017), aonde
eficiéncias de inclusdo variando de 22,60 a 25,53% em complexos de
inclusdo de B-ciclodextrina do 6leo essencial de Origanum onites L,
foram detectadas. Em estudo conduzido por Shakeri, Shakeri e
Hojjatoleslami (2014), nanoparticulas de polihidroxibutirato (PHB)
contendo carvacrol foram preparadas pelos métodos de nanoprecipitacéo
e dialise. A quantidade de carvacrol presente no sistema foi determinada
e valores de EE de 21% e 11% foram encontrados pelos métodos de
nanoprecipitacdo e dialise, rspectivamente. De forma similar, no estudo
de lannitelli e pesquisadores (2011) a EE também foi baixa (26%) para
as nanocéapsulas de carvacrol revestidas com poli (acido latico-co-acido
glicélico) (PLGA), assim como observado por Liolios e colaboradores
(2009), i.e., 4,16% de EE de carvacrol incorporado em vesiculas
lipossomais. Baranauskaite e colaboradores (2018), ao prepararem
lipossomas contendo extrato etandlico de orégano Turco (O. onites L.),
pela técnica de sonicacdo, alcancaram EE entre 40,23 £ 0,35% e 67,4
0,56%. Keawchaoon e Yoksan (2011) obtiveram nanoparticulas de
quitosana contendo carvacrol utilizando método com duas etapas
sequenciais (emulsificacdo dleo em agua - O/A e gelificacdo ibnica),
porém com reduzida EE, i.e., 13,6 a 31,4%.

Resultados semelhantes ao observado neste estudo foram
reportados por Ulloa et al. (2017), em estudo de microencapsulamento
de timol e carvacrol em maltodextrina e proteina de soja. A alta EE do
carvacrol variou entre 99,86 a 99,93% para maltodextrina e de 97,4 a
100% para proteina de soja. De forma semelhante, Santos e
colaboradores (2015) obtiveram EE de 83,79 e 91,31% para 0s
complexos de inclusdo de carvacrol preparados com B-ciclodextrina,
enquanto Sotelo-Boyas e colaboradores (2017) relatam alta eficiéncia de
encapsulacdo de carvacrol em sistemas de nanoparticulas (80,5%) e de
nanocapsulas (81,4%) em quitosana.
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Com base nos resultados apresentados, uma representacdo
esquematica da NC € proposta na Figura 14, na qual o carvacrol
encontra-se envolvido e estabilizado por uma camada formada pelos
surfactantes ndo iénico (poloxamer) e anfifilico (lecitina).

Figura 14 - Representagdo esquematica das nanoparticulas de carvacrol
formadas por auto-nanoemulsificacéo.

@\~ —> Surfactante nao-idnico: Poloxamer

QDC/J\ — Emulsionante lipofilico: Lecitina

{ ] —>Molécula ativa: Carvacrol

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
2.5 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro

Apos a percepgdo da dificuldade de solubilizagdo do carvacrol
em meio de cultura, ensaios de solubilidade foram realizados conforme
sugerido pelo guia da Organisation for Economic Co-operation and
Development N°. 129 (OECD, 2010). Os ensaios basearam-se na
tentativa de solubilizacdo da substéncia teste em organosolventes a
diferentes proporcdes, e.g. etanol e dimetilsulfoxido (DMSO) e o
tensoativo Tween® 80. A aparente solubilizagdo do carvacrol foi
observada em todas as condi¢des testadas, entretanto, a andlise
microscépica (microscépio Olympus® com camera acoplada) permitiu
detectar que a solubilizacdo do ativo de consisténcia oleosa ndo era
completa, permanecendo disperso em forma de goticulas que variavam
de tamanho, conforme o tipo e a concentracdo de solvente usado. Para
continuidade dos experimentos de viabilidade celular, a solugdo DMSO:
carvacrol (v/v) foi selecionada, por apresentar maior numero de
goticulas do ativo livre com 0s menores tamanhos (Figura 15).
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Figura 15 - Microscopia 6tica de solucéo de carvacrol em DMSO. Aumento de
400x e tempo de exposicdo de 2 segundos.
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Fonte: Elal autora (2019). B
O MTT (brometo de 3-[4, 5-dimetil-tiazol-2-il]-2, 5-
difeniltetrazélio), ¢ um sal de coloracdo amarela acumulado pelas
células por endocitose. A reducdo enzimatica do anel tetrazdlico deste
sal pelas mitocondrias de células viaveis resulta na formacéo de cristais
de formazan de cor violeta, que se concentram em compartimentos
endossomais e/ou lisossomais, sendo depois transportados para fora das
células por exocitose. Os cristais sdo soldveis em DMSO e sua
concentracdo pode ser determinada por espectrofotometria UV-Vis
(MOSMANN, 1983). Os resultados da andlise da citotoxicidade do ativo
livre, da nanoemulsdo de carvarol (NC) e da nanoemulsdo sem ativo
(branca) com base no metabolismo do MTT em células de fibroblastos
embrionarios murino Balb/c 3T3 sdo mostrados na Figura 16.

O carvacrol livre nas concentragdes até 10 pg/mL reduziu a
viabilidade celular em 14,53% e 7,19% apds 24 h e 48 h de exposicdo,
respectivamente. Estes percentuais ndo foram considerados relevantes
do ponto de vista do efeito citotdxico. Em contrapartida, a NC na
mesma concentracdo, apés 24 h e 48 h de exposicdo, reduziu a
populacdo celular em 36,28% e 31,67%, respectivamente. Apos 24 h de
exposicdo a 30 pug/mL de carvacrol, detectou-se uma reducao de 28,78%
na viabilidade celular, alcancando 36,28% nas 24 h seguintes. Frente a
estes resultados, fica evidente que para este tipo celular que a NC a 30
pg/mL de nanoemulsdo foi mais toxica que o carvacrol livre, reduzindo
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em 38,81% a viabilidade celular, ap6s 24 h, e em 47,84% ap0s 48 h de
exposicdo. Os resultados de viabilidade celular da NC ndo podem ser
atribuidos a presenca de outros constituintes da formulagdo que néo o
ativo, uma vez que, nanoemulsdes brancas foram avaliadas nas mesmas
condicdes experimentais (concentracdes e tempos de exposicdo), nao
causando efeito citotoxico (Figura 16).
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Figura 16 - Viabilidade (%) de fibroblastos 3T3 apds exposicdo de 24 h (A) e
48 h (B) ao carvacrol livre, a nanoemulséo de carvacrol (NC) e & nanoemulsdo
livre de ativo, determinada via ensaio de MTT. Resultados apresentados como
média + desvio padrdo (n = 3). Letras mindsculas distintas representam
diferencas significativas entre o controle (100% de viabilidade celular) e as
concentragBes testadas para um mesmo tratamento e tempo de exposi¢do. Letras
maiGsculas distintas representam diferenca entre os tempos de exposic¢ao para
um mesmo tratamento e concentracdo. Numeros distintos representam
diferencas significativas entre os tratamentos para mesma concentracao e tempo
de exposi¢éo (p < 0,05; ANOVA U(nica via, seguida do teste de Bonferroni).
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Sobral-Souza et al. (2014) avaliando a citotoxicidez de 100 pg/mL
carvacrol em culturas de fibroblastos NCTC929, pela técnica do vermelho
neutro, detectaram reducao de 21,62% da viabilidade celular, apés 24 h de
exposicdo. No presente estudo, a mesma concentracdo e periodo de
exposicdo daquele ativo foram extremamente tdxicos as células 3T3, com
redugdo superior a 95% da viabilidade celular (Figura 16).

Através de andlise de regressdo linear calculou-se a concentragdo
inibitéria de carvacrol livre e nanoemulsionado (em pg/mL) capaz de
reduzir em 50% a viabilidade de fibroblastos 3T3 celular (ICs). Os
valores sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores de 1Cs, da nanoemulsao de carvacrol e de carvacrol livre
para viabilidade de fibroblastos 3T3, apds 24 h e 48 h de exposi¢do. Os dados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM), de trés
experimentos independentes. Letras minGsculas distintas representam diferencas
significativas entre os tempos de exposi¢ao para mesmo tratamento. Letras
maiUsculas distintas representam diferencas significativas entre os tratamentos
para mesmo tempo de exposicao (p < 0,05, ANOVA Unica via).

1Csp (ug/mL)
Tratamento
24h 48h
Nanoemulsao de carvacrol 16,12**+ 5,92 18,78 + 6,73
Carvacrol livre 34,05% + 0.80 34.39% 1+ 5.11

Neste estudo, os valores da ICs, dos testes de citotoxicidade para
o carvacrol livre, independente do tempo de exposicdo, correspondem a,
aproximadamente, o dobro dos valores da ICs; para o ativo
nanoemulsionado (Tabela 8). Os valores da ICsy do carvacrol livre
podem estar relacionados a grande dificuldade de solubilizacdo deste
monoterpeno em meio de cultura, mesmo apdés a realizagdo dos ensaios
de solubilidade. N&o se encontrou solvente biocompativel que garantisse
a completa solubilizacdo do ativo. O ativo permaneceu disperso no meio
de cultura na forma de goticulas microscopicas. E provavel que as
goticulas do ativo, de consisténcia oleosa, dispersas na solugdo nédo
tenham entrado em contato direto com as células de fibroblastos 3T3
aderidas ao fundo dos pogos da placa de cultivo.

O aumento do tempo de contato do ativo livre de 24 h para 48 h,
com as células 3T3 ndo aumentou significativamente (p < 0,05) os
valores da ICsq. Esta informacdo pode, novamente, estar relacionada a
baixa solubilidade do carvacrol, uma vez que com o passar do tempo, as
goticulas do ativo podem ter coalescido, permanecendo na superficie do
meio de cultura e ndo alcancando as células aderidas ao fundo da placa
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de cultivo. Neste contexto, a insolubidade do carvacrol pode ter
corroborado com resultados de viabilidade celular e de ICsy que néo
refletem a real toxicidade do ativo em estudo. Garcia-Salinas e demais
pesquisadores (2018), avaliando os efeitos citotoxicos do carvacrol, do
timol e do cinamaldeido em fibroblastos dérmicos humanos,
queratindcitos epidérmicos humanos (HaCaT) e em mondcitos humanos
(THP1), observaram que a citotoxicidade dos compostos livres seria ainda
mais reduzida na auséncia de Tween® 80, devido ao seu carater apolar.

E descrito na literatura que 0 processo de nanoencapsulamento de
ativos hidrofobicos é uma estratégia eficaz para aumentar a solubilidade
em meio aquoso (BILIA et al., 2014). Logo, os valores de viabilidade
celular e de ICsq encontrados no presente estudo podem resultar da eficaz
solubiliza¢do, em meio de cultura DMEM, da NC. De fato, nesta situacao
é plausivel assumir que as nanoparticulas podem ter desempenhado a
funcdo de carreador do ativo, favorecendo seu contato direto com as
células 3T3 aderidas ao fundo dos pocos das placas de cultivo.

O fato da citotoxicidade apds 48 h de exposi¢cdo a NC nao diferir
significativamente (p < 0,05) daquela observada ap6s 24 h pode estar
relacionado a cinética de liberacdo do ativo do interior das
nanoparticulas (Tabela 8). Estes resultados sugerem que o carvacrol foi
totalmente liberado nas primeiras 24 h de incubagdo, periodo em que
atingiu seu potencial citotdxico maximo.

Chen et al. (2009) relatam que o carvacrol puro em concentragdes
superiores a 28 pg/mL é toxico e causa da morte de fibroblastos 3T3 de
camundongos. De outra forma, a linhagem celular exposta por 24 h a
nanoparticulas de quitosana contendo o ativo modificado, i.e., carvacrol
aldeido na concentragdo de 500 pg/mL, apresentou viabilidade superior
a 80%. Diferentemente do que foi observado no presente estudo,
segundo os autores referenciados as nanoparticulas contendo carvacrol
aldeido determinaram uma citotoxicidade significativamente mais baixa
em relagdo ao carvacrol isolado e ndo modificado quimicamente.

A literatura apresenta maior frequéncia de relatos de estudos do
potencial citotoxico do carvacrol e dos OE que contém esse ativo como
um dos constituintes majoritarios sobre células tumorais. Como
exemplo, o efeito citotéxico do carvacrol em células de cancer de colo
do Utero humano, pelo ensaio MTT, ap6s 48 h de tratamento, inibiu a
proliferacdo de células SiHa e HelLa, com I1Cs de 50 + 3,89 pg/mL e 50
+ 5,95 pg/mL, respectivamente (MEHDI et al., 2011). Estes valores séo
proximos daqueles observados por Ozkan e Erdogan (2011) para o
carvacrol livre, i.e., ICsq de 53,09 pg/mL. De forma similar, Coccimiglio
et al. (2016) ao avaliarem a citotoxicidez do extrato etanolico de
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Origanum spp., apés 24 h de exposicdo de células epiteliais de
adenocarcinoma de pulmdo humano (A549), observaram diminui¢do na
viabilidade celular dependente da concentracéo (ensaio de MTT). Apos
24 h de tratamento das células com 31,3 pg/mL, a viabilidade celular foi
inferior a 25% e a concentragdo letal média (CLsg) igual a 14 pg/mL.

No presente estudo, diferentemente do reportado as células
cancerigenas, é de interesse que o produto tecnoldgico desenvolvido a
partir do carvacrol seja de baixa citotoxicidade, visando menores riscos
a salde humana em caso de contato acidental. Chama a atencdo que das
referéncias aqui citadas e que tinham por objetivo avaliar a
citotoxicidade dos OE ou do carvacrol isolado, apenas uma (GARCIA-
SALINAS et al., 2018) fez mencdo ao mecanismo empregado a
solubilizacdo dos ativos hidrofébicos. Provavelmente, a variacdo nos
resultados reportados naqueles estudos e os resultados descritos neste
trabalho decorra, em alguma extensdo, do uso de métodos distintos a
solubilizacdo dos ativos nos meios de cultivo e do emprego de tipos
celulares e de técnicas de avaliacdo da viabilidade celular diferentes.

2.6 Determinacdo da atividade antimicrobiana in vitro
2.6.1 Avaliacdo da sensibilidade das cepas frente a antibidticos

Para controle da sensibilidade das bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e
Salmonella typhimuruim (ATCC 14028), os perfis de sensibilidade
foram determinados pelo método de disco difusdo, frente a diferentes
antibidticos e sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Diametro médio (mm) dos halos de inibi¢do das cepas de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)
e Salmonella typhimuruim (ATCC 14028) frente a antibidticos. Resultados
apresentados como média + desvio padrdo (n = 3).

e Halo de Inibicio
Sensibilidade (mm)
Controle Positive Norma M100-516 o7 ) R
(CLSI, 2006) Staphylococcus a P s
aureus typhimurium aeruginosa
Clindamicina 2 pg S=z21 24,75 £1,06 n.d. n.d.
Eritromicina 15 pg S=23 27,16 £1,04 n.d. n.d.
Gentamicina 10 pg S=15 24,33 £0,58 n.d. 16,67 £ 0,76
Ciprofloxacina 5 pug S=21 n.d. 33,67 2,08 33,00+ 1,00
Ampicilina 10 pg S=17 n.d. 2833+ 1,15 n.d.
Sulfonamidas 300 pg S=17 n.d. 29,00 + 0,00 n.d.

Legenda: S = Sensivel; n.d. = ndo determinado.



143

As cepas bacterinas testadas mostraram-se sensiveis a pelo menos
dois antibidticos, i.e., S. aureus foi sensivel a clindamicina, a
eritromicina e a gentamicina, enquanto S. typhimuruim mostrou-se
sensivel a ciprofloxacina, ampicilina e as sulfonamidas. A P.
aeruginosa apresentou sensibilidade aos antibi6ticos ciprofloxacina e
gentamicina (Tabela 9).

2.6.2 Determinacédo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

Os resultados da determinacdo da CIM da nanoemulsdo de
carvacrol (NC) e do carvacrol livre contra as cepas bacterianas de
interesse (S. aureus, S. typhimurium e P. aeruginosa), apés contanto
com o ativo livre e com a nanoemulsdo de carvarol (NC), determinado
via ensaio de microdiluicdo de caldo (norma M7-A7, CLSI, 2006), com
modificagBes, sdo apresentados na Tabela 10. Os resultados dos
controles de 100% de crescimento microbiano indicam que os veiculos
(nanoemulsdo branca ou Tween® 80) ndo demonstraram atividade
antimicrobiana frente as cepas testadas (dados ndo apresentados). Os
valores da CIM dos antibidticos comerciais (Tobramicina 0,3% - Neo
Quimica® e Sulfato de Gentamicina 0,5% - Allergan®), para as cepas
bacterianas (S. aureus, S. typhimurium e P. aeruginosa), foram
inferiores aos valores de CIM preconizados pela norma M100-S16 do
CLSI (CLSI, 2006). Estes resultados confirmam a sensibilidade das
cepas frente aos controles de inibicdo do crescimento microbiano
empregados no presente estudo (dados nao apresentados).

Tabela 10 - Concentragdo inibitoria minima (CIM) da nanoemulséo de carvacrol
e do carvacrol livre, frente a cepa padréo de Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442), determinada pelo método de microdiluicdo em caldo.

CIM (ug/mL)
Tratamento S. aureus S. typhimurium P.'
aeruginosa
Carvacrol Livre 250 250 1000
Nanoemulséo de Carvacrol 125 250 500

O valor da CIM determinado para S. aureus e para P. aeruginosa,
apos exposicdo a NC, foi a metade do valor observado apds a exposicao
das cepas ao carvacrol livre (Tabela 10). Estes resultados sugerem que a
atividade antimicrobiana da NC, além de estar relacionada ao
mecanismo de acdo do ativo sobre as membranas celulares dos
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microrganismos, também foi influenciada pelo encapsulamento do ativo,
gue melhorou a solubilidade e a estabilidade deste antimicrobiano. As
caracteristicas fisico-quimicas da nanoparticula formada (quantidade de
ativo encapsulada, composi¢do, tamanho e carga da nanoparticula)
também podem ter favorecido para a reducdo da CIM para essas
bactérias. Segundo Prakash e colaboradores (2018), devido ao tamanho
reduzido, as nanoparticulas carreadoras de éleos essenciais aumentam a
area de superficie por unidade de volume, favorecendo uma interacdo
mais eficiente com a membrana celular bacteriana.

Assim como no presente estudo, outros pesquisadores também
referem que o encapsulamento de ativos antimicrobianos proporciona
melhora da atividade bioldgica, com consequente reducéo dos valores da
CIM. Ap6s preparar complexos de inclusdo de carvacrol em
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD), Santos et al. (2015) e
Kamimura et al. (2014) avaliaram a eficacia antimicrobiana contra E.
coli K12 e Salmonella enterica sorovar Typhimurium LT2,
repectivamente. Segundo o0s autores, a atividade antimicrobiana do
composto complexado com HPBCD foi superior em relagdo ao
carvacrol livre, previamente solubilizado em etanol e emulsionado em
Tween® 20, para ambas as bactérias. Os resultados indicam que o
processo de complexacdo do composto aumentou a solubilidade do ativo
em 4gua e, consequentemente, aumentou o contato do ativo com as
bactérias dispersas no meio de cultivo.

Para a cepa S. typhimurium ndo foi observada diferenca entre os
valores da CIM para os tratamentos (Tabela 10), sugerindo que o
processo de encapsulamento nado interferiu na atividade antimicrobiana.
De interesse, ressalta-se que a semelhanca de valores da CIM para ativos
livres e nanoencapsulados também € relatada por outros autores
(ENGEL et al.,, 2017; PAN et al.,, 2014; WATTANASATCHA,
RENGPIPAT, WANICHWECHARUNGRUANGA, 2012) para
diversas espécies bacterianas. Apesar disso, no presente estudo, 0s
valores de CIM observados para S. typhimurium para o carvacrol livre e
a NC (Tabela 10) foram inferiores comparativamente a CIM daquele
monoterpeno (312 pg/mL) determinada por Trevisan e colaboradores
(2018) contra Salmonella enterica sorotipo Typhimurium. Cabe
ressaltar ainda, que para todas as cepas testadas, nas concentragdes
abaixo da CIM (Tabela 10), a NC apresentou maior atividade
antimicrobiana quando comparado ao carvacrol livre.

De maneira geral, os valores da CIM determinados neste estudo,
tanto para a NC quanto para o ativo livre, foram inferiores quando
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comparados aqueles observados por outros pesquisadores, que
empregaram metodologias distintas (MILADI et al., 2017; CHO; LEE,
2014; KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011; DAL POZZO et al., 2011) e
outras espécies/estirpes bacterianas.

Ainda, considerando os valores de CIM, tanto a NC como o0 ativo
livre demonstraram maior potencial antimicrobiano contra S. aureus em
comparagdo a S. typhimurium e P. aeruginosa (Tabela 10). Assim,
constata-se que a inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas
revelou serem estas mais sensiveis aos tratamentos, comparativamente
aquelas Gram-negativas. A menor susceptibilidade destas Gltimas a
compostos hidrofobicos pode estar relacionada a presenca da camada
lipopolissacaridica da membrana celular externa, é responsavel por
limitar ou restringir a difusdo dos compostos ao meio intracelular
(MARINELLI; STEFANO; CACCIOATORE, 2018; ROSA et al.,
2015; KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011; GUARDA et al., 2011).
Segundo Rosa et al., (2015) e Guarda et al., (2011), nestes
microrganismos seria necessaria uma maior concentracdo de ativo
hidrofébico antimicrobiano para se obter 0 mesmo efeito observado nas
bactérias Gram-positivas. Em contraste, a membrana externa nao esta
presente nas bactérias Gram-positivas, nestas o carvacrol age
diretamente sobre a membrana citoplasmatica promovendo a expansao e
a ruptura da estrutura da bicamada fosfolipidica, causando
extravasamento de material celular como ions, trifosfato de adenosina
(ATP) e acido nucléico. Dependendo da extensdo do dano induzido na
membrana citoplasmatica, o composto lipofilico antimicrobiano pode
determinar a  morte  celular (MARINELLI;  STEFANO;
CACCIOATORE, 2018; SYED; SARKAR, 2018; KEAWCHAOON;
YOKSAN, 2011; NOSTRO et al., 2007). Nessa logica, Guarda e
colaboradores (2011) demonstraram que bactéria Gram-negativa
Escherichia coli O157:H7 foi mais resistente ao carvacrol (CIM de 375
ppm) do que as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e
Listeria innocua (CIM de 225 ppm). Por sua vez, Engel et al. (2017),
avaliando a atividade antimicrobiana do carvacrol e do timol livres e de
lipossomas contendo carvacrol/timol simultaneamente, obtiveram
resultados discrepantes em relagdo ao observado no presente estudo. Os
pesquisadores demostraram que a bactéria Gram-negativa Salmonella
enterica foi mais sensivel (CIM de 0,331 mg/mL) que Staphylococcus
aureus (Gram-positiva) (CIM de 0,662 mg/mL).

Por fim, os resultados da CIM do ativo livre e da nanoemulsdo de
carvarol contra as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e Pseudomonas aeruginosa
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(ATCC 15442) foram confirmados pela reagdo com o revelador
resazurina (100 pg/mL), conforme ilustragdo abaixo (Figura 17).

Figura 17 - Representacdo visual da concentragdo inibitéria minima (CIM) da
nanoemulséo de carvacrol contra Salmonella thyphimurium (ATCC 14028),
revelada com o uso de resazurina.
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Salmonlella typhimurium ATCC 14028

Legendas: Conc. = Concentragdo de ativo em pg/mL; Tratamento = Nanoemulsao
de carvacrol; C 100% = Controle de 100% de crescimento do inéculo (meio de
cultivo contendo indculo tratado com nanoemulsdo branca); C Est. = Controle de
esterilidade do meio e do ensaio; C Neg. = Controle negativo (meio de cultivo
contendo nanoemuls&o de carvacrol). Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A resazurina é um corante metab6lico comumente usado como
indicador de oxirredugdo em ensaios de viabilidade celular. Tem uma
correlagdo direta com a quantidade/proliferacdo de organismos vivos,
incluindo células bacterianas. O mecanismo de acdo baseia-se na
reducdo da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-onal0-6xido) (cor
purpura) em resarufina (cor résea), na mitocondria. A presenca de cor
azul indica auséncia de crescimento bacteriano, enquanto a cor rosa
representa a ocorréncia de crescimento bacteriano. No presente estudo, a
CIM foi considerada a concentracdo imediatamente acima da primeira
concentracdo com presenca de crescimento bacteriano (coloragdo rosa)
(O’BRIEN et al., 2000; MANN; MARKHAM, 1998). Destaca-se que 0s
valores da CIM obtidos, conforme Gudifia et al. (2010), para todos 0s
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tratamentos e cepas do estudo foram confirmados através do ensaio
colorimétrico empregando-se a resazurina.

Independente dos valores distintos de CIM acima referenciados, a
acdo antimicrobiana dos OE contendo carvacrol, do carvacrol
nanoencapsulado e do ativo livre fica bem documentada e os resultados
do presente estudo sdo mais uma forte evidéncia que corrobora com as
pesquisas ja realizadas.

Segundo Ryu e pesquisadores (2018), para uma nanoemulsao
antimicrobiana ser comercialmente vidvel esta deve ter boa estabilidade
a longo prazo, forte atividade antimicrobiana e ser formulada com a
guantidade minima de matérias-primas. Neste contexto, a NC
desenvolvida apresenta-se como uma promissora alternativa para uso em
procedimentos de sanitizagdo ou desinfeccdo, uma vez que:

a) permaneceu estavel, em temperatura ambiente, durante pelo
menos 90 dias de armazenamento;

b) ao seu desenvolvimento foi necessario o emprego de reduzida
guantidade e variedade de matérias-primas e, ainda;

c) demostrou forte atividade antimicrobiana, principalmente,
contra S. aureus e S. typhimurium.

2.7 Avaliacao do potencial desinfetante da nanoemulsao de carvacrol
2.7.1 Validacdo do método de dilui¢do/neutralizacdo

Os ensaios conduzidos para investigar a auséncia de qualquer efeito
letal das condigBes experimentais, sem o produto desinfetante em teste,
revelaram que as condi¢bes padronizadas para a condugdo do método de
interesse ndo foram nocivas as cepas bacterianas testadas, porque a
densidade populacional bacteriana atendeu aos critérios de validacdo
estipulados pela norma europeia (EUROPEAN STANDARD 1040:2005).

Neste estudo, assim como no estudo de Langsrud e Sundheim
(1998), concluiu-se que o caldo neutralizante D/E (Acumedia®),
empregado como solucdo neutralizante da NC, do ativo livre e do
hipoclorito de sddio ndo foi téxico para células de S. aureus (ATCC
6538) e de P. aeruginosa (ATCC 15442) pois, novamente, a densidade
populacional permaneceu dentro dos critérios de validagdo estipulados
pela norma europeia (EUROPEAN STANDARD 1040:2005).

O caldo neutralizante D/E empregado foi capaz de inativar o
efeito bactericida da NC, do carvacrol livre e do hipoclorito de sodio, na
maior concentracdo testada, apds os tempos de exposi¢do empregados
neste estudo (EUROPEAN STANDARD 1040:2005). O caldo
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neutralizante D/E foi desenvolvido por Dey e Engley para neutralizar
um amplo espectro de desinfetantes e preservantes antimicrobianos,
incluindo compostos de aménio quaternario, fendlicos, iodo,
preparacdes contendo cloro, mercurio, formaldeido e glutaraldeido. O
meio neutralizante D/E neutraliza altas concentracdes de residuos de
antimicrobianos quando comparado com outras formula¢bes padrfes
para 0 mesmo fim, tais como o meio Letheen, Tioglicolato e Tampé&o
Neutralizante (DEY; ENGLEY, 1995; DEY; ENGLEY, 1994; DEY;
ENGLEY, 1983). Segundo Langsrud e Sundheim (1998), o aumento da
concentracdo de tiossulfato de sodio na solucdo neutralizante pode
aumentar seu efeito neutralizante. Estes autores também afirmam que a
lecitina incorporada & formulacdo do neutralizante D/E é importante
para a inativacdo do desinfetante quimico cloreto de benzalcénio. O
meio caldo neutralizante D/E (Acumedia®) empregado neste estudo
apresenta em sua composicao tanto tiossulfato de sodio quanto lecitina.
Segundo a Acumedia® (ACUMEDIA, 2010), produtor do meio
neutralizante empregado neste estudo, o constituinte tiossulfato de sddio
é responsavel pela neutralizacdo do iodo e do cloro, enquanto que, 0
polissorbato 80 neutraliza fendis (a exemplo do carvacrol),
hexaclorofenos e formalina e a lecitina é responsavel por neutralizar
compostos de amdnio quaternario.

2.7.2 Método de dilui¢do/neutralizagéo

Os resultados do teste de atividade bactericida pelo método de
diluicdo/neutralizacdo sdo apresentados na Figura 18 para cada
microrganismo e tratamento testados.

Figura 18 - Logaritmo da reducéo da viabilidade (UFC/mL) de Pseudomonas
aeruginosa - ATCC 15442 (A, B e C) e de Staphylococcus aureus - ATCC
6538 (D, E e F), consoante aos tempos exposic¢ao a nanoemulsdo de carvacrol
(NC), ao carvacrol livre e ao hipoclorito de sddio. Resultados apresentados
como média + desvio padréo (n = 3). Asteriscos indicam diferencas
significativas entre cepas bacterianas para um mesmo tratamento, concentragdo
e tempo de exposicdo. Quadrados indicam diferencas significativas entre
tratamentos para uma mesma concentragdo, tempo de exposicéo e bactéria.
Losangos indicam diferencas significativas entre os tempos de um mesmo
tratamento para mesma concentragdo e bactéria. Estrelas indicam diferencas
significativas entre concentragcBes um mesmo tratamento para mesmo tempo de
exposicao e bactéria (p < 0,05; ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni).



149

LO(’JNQ‘I\

Ltitititititatntitatn)

DE@ZO

/1
W7z

Concentragdo de Ativo (%)

Hipoclorito de Sédio

Carvacrol

R

Nanoemulsao de Carvacrol

[EITATTTLALINIINAAANINNINY

(TwD40n) 807

Concentragdo de Ativo (%)

Concentragdo de Ativo (%)

Hipoclorito de Sédio

s
£ 30

Nanoemulsdo de Carvacrol

N 48h
O 72h

EES 24h

| —
7777777777772,

(TwyDAnN) 807

Concentragdo de Ativo (%)

Concentragdo de Ativo (%)

Concentragdo de Ativo (%)




150

O protocolo que descreve o0 método de diluicdo/neutralizacdo (EN
1040:2005) determina que para ser demonstrada a eficacia do produto
com acdo antimicrobiana desinfetante é necessaria a reducdo da
densidade populacional do in6culo inicial de Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) em, no
minimo, cinco unidades logaritmicas (5 log UFC/mL), apds os tempos
de contato com o tratamento em teste (EUROPEAN STANDARD
1040:2005).

Na maior concentracdo testada (0,8%), a NC inativou as duas
cepas padrbes, o que foi constatado pela auséncia de crescimento
microbiano nas placas semeadas. Entretanto, houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre as cepas quanto ao tempo de contato
necessario a acdo bactericida, com maior requerimento de tempo (30
min) para S. aureus (Figura 18 - D) em relacdo a P. aeruginosa (5 min)
(Figura 18 - A). Na concentracdo de 0,4%, a NC também inativou as
duas cepas padrdes sem, no entanto, haver diferenca (p < 0,05) quanto
ao tempo de contato necessario (30 min) para tal efeito (Figura 18 - A e
D). Entretanto, ressalta-se que para esta ultima concentracéo, ap6s cinco
minutos de exposicao da suspensdo de P. aeruginosa a NC, a reducéo da
densidade populacional do inéculo inicial foi de 4,889 + 0,23 log
UFC/mL, ou seja, muito préxima as cinco unidades logaritmicas
requeridas pela norma europeia para a comprovacdo da acdo
antimicrobiana desinfetante (Figura 18 - A). Pode-se notar que a NC foi
eficaz, tanto contra S. aureus quanto contra P. aeruginosa, mesmo em
uma concentragdo mais baixa (0,4%) requerendo, entretanto, um maior
tempo de contato (30 min).

O ativo livre também foi capaz de inativar as duas cepas padrao
testadas e na maior concentracdo (0,8%) os resultados foram
semelhantes aos encontrados para a NC, uma vez que, também foi
observada diferenca quanto ao tempo de contato necessario a inativacéo
das cepas. Entretanto, diferentemente do observado com a NC,
empregando-se 0,4% de ativo livre, houve diferenca (p < 0,05) quanto
ao tempo de contato necessario a acdo bactericida entre as cepas testadas
(Figura 18 - B e D).

Para P. aeruginosa, a acdo bactericida da NC e do ativo livre
parecem estar relacionadas a concentracdo do tratamento testado, uma
vez que, quanto maior a concentracéo testada (0,8%), menor o tempo de
contato necessario (5 min) para o tratamento reduzir a densidade
populacional do in6culo inicial a menos 5 log, demonstrando sua
eficacia antimicrobiana desinfetante, conforme a norma europeia (Figura
18 - A e B). Este aspecto é particularmente importante e desejavel, ja
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que em condi¢des reais de trabalho é dificil acreditar que tempos
prolongados de contato serdo respeitados pelos usuarios dos produtos
antimicrobianos em procedimentos de sanitizagdo e/ou desinfecgéo.

O efeito bactericida sobre S. aureus da NC parece ser tempo
dependente, uma vez que necessita de menor tempo de contato (30 min)
guando comparado ao ativo livre que, mesmo na maior concentracao
testada (0,8%), exigiu pelo menos 24 horas de contato para a inativagao
do crescimento microbiano no nivel preconizado pela norma europeia
(Figura 18 - D e E). De fato, mesmo na menor concentracdo testada
(0,4%) a NC reduziu drasticamente 0 tempo de contato necessario a
inativacdo do crescimento de S. aureus para, no maximo, de 30 minutos,
guando comparado ao ativo livre.

Para fins de comparacdo, a atividade desinfetante do hipoclorito de
sodio de uso comercial também foi avaliada, entretanto, em concentracGes
duas vezes superiores aquelas da NC e de carvacrol livre. O hipoclorito de
sodio a 0,8% e 1,6% inibiu o crescimento dos dois microrganismos,
confirmando-se a efetividade da agdo desinfetante do produto analisado
em todos os tempos de contato com as cepas (Figura 18 - C e F).
Entretanto, segundo Reis e colaboradores (2011), desinfetantes contendo
iodo e cloro devem permanecer protegidos da acdo da luz ultravioleta e
calor, pois estes degradam os referidos compostos, reduzindo seus efeitos
bacteriostatico e bactericida. Segundo os mesmos autores, o hipoclorito de
sodio aplicado sobre uma superficie apresenta uma eficiéncia média de 24
h, devido & volatilizagdo do cloro e a acdo inativadora da radia¢do
luminosa do ambiente (LANDRY et al., 2015).

Na maior concentragdo testada (0,8%), a atividade antimicrobiana
desinfetante da NC contra P. aeruginosa foi semelhante ao observado
com o hipoclorito de sddio comercial a 1,6%, em todos os tempos
testados. A partir de 30 min de exposi¢do da suspensdo de P. aeruginosa
a NC a 0,4%, constatou-se atividade bactericida semelhante ao
tratamento com hipoclorito de sodio a 1,6% ap6s cinco minutos de
contato com a suspenséo bacteriana (Figura 18 - A e C).

Apb6s 30 minutos de contato da NC a 0,8% com a suspensao
bacteriana de S. aureus, a reducéo da densidade populacional do in6culo
(5,035log UFC/mL) foi semelhante ao observado apds 5 min de contato
da suspensdo bacteriana com o hipoclorito de sodio a 1,6% (5,045 log
UFC/mL) (Figura 18 -D e F).

Nas menores concentragBes testadas, nenhum dos tratamentos
(NC, carvacrol livre e hipoclorito de sédio comercial) promoveu a
reducgdo da densidade populacional do indculo inicial de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538) e de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) em,
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no minimo 5 log, para os tempos de contato testados (Figura 18 - A, B,
C, D, E e F). Portanto, nestas concentragcdes, os tratamentos ndo
apresentaram a eficacia desinfetante comprovada, consoante a norma
europeia de referéncia.

Com o objetivo de avaliar a atividade bactericida de trés
desinfetantes, dentre eles o hipoclorito de sodio, sobre a cepa padréo de
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e 21 isolados meticilina resistente,
seguindo o protocolo do CEN (EUROPEAN STANDARD 1040:2005),
Avancini e Both (2017) constataram que o desinfetante hipoclorito de
sodio a 0,0025% (25 ppm) inativou a cepa padrdo, ap6s 5 min de
contato. No presente estudo, em atendimento aos critérios de validacdo
requeridos pelo protocolo europeu, na concentracdo de 0,00025% (2,5
ppm) o desinfetante hipoclorito de s6dio ndo inativou a cepa padréo,
resultando em um valor de logaritmo da reducdo da densidade
populacional do inéculo inicial de 2,731 £ 0,01 log UFC/mL para todos
0s tempos de exposicao.

Sow e colaboradores (2017), ap6s desenvolverem por
ultrassonificacdo uma nanoemulsdo contendo carvacrol, avaliaram a
atividade antimicrobiana desta, combinada ou ndo, com A&gua
eletrolisada acida contra Escherichia coli (ATCC 25922) e a levedura
Pichia pastoris (GS115) em repolhos picados. A atividade
antimicrobiana da nanoemulsdo de carvacrol (0,5% - m/m) foi
comprovada a partir dos resultados da inibicdo do crescimento (3 log
UFC/mL) de ambos microrganismos, comparativamente ao controle
(agua deionizada). Quando a nanoemulsdo foi combinada com agua
eletrolisada &cida, a atividade antimicrobiana aumentou em 0,4 € 0,6 log
para E. coli e P. pastoris, respectivamente.

Engel e colaboradores (2017) avaliaram a agdo desinfetante de
solucdes etanolicas de timol e carvacrol e de lipossomas contendo
carvacrol/timol sobre pools de Salmonella enterica e Staphylococcus aureus
aderidos ao aco inoxidavel (AISI 304). Apbs exposicdo dos corpos de aco
aos pools bacterianos a aderéncia dos microorganismos foi de 5,5 a 6,5 log
UFC/cm? O pool de S. aureus foi inibido (+ 6,1 log CFU/cm?) apés um
minuto de contato utilizando-se timol ou carvacrol na CIM de 0,662 mg/mL.
A inibicéo total de Salmonella spp. (+ 5,94 log UFC/cm?) somente ocorreu
apds 10 min com os ativos antimicrobianos livres, na CIM de 0,331 mg/mL.
Os lipossomas contendo carvacrol/timol exigiram 10 min de contato a
inativagdo de S. aureus e Salmonella spp. Estes resultados contrastam com o
observado no presente estudo, onde a NC inativou S. aureus em menor
tempo de contato em relag&o ao ativo livre (Figura 18 - D e E).

Microrganismos organizados em biofilme demonstraram uma
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susceptibilidade decrescente a desinfetantes classicos. Neste sentido,
Campana e Baffone (2018) avaliaram o efeito de carvacrol sobre
biofilmes em placas de aco inoxidavel de Escherichia coli O157: H7
(ATCC 35150), Staphylococcus aureus (ATCC 43387), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e
Candida albicans (ATCC 14053). Apds 30 s, 5 e 15 min de tratamento
com 1% (v/v) de carvacrol, quantificou-se o nimero de células viaveis
em placa. Comparado ao controle ndo tratado, o tratamento com
carvacrol por 15 min induziu uma reducdo logaritmica igual ou superior
a 3 para todos os biofilmes testados. Adicionalmente, os autores
observaram que o carvacrol foi mais efetivo em menor tempo de contato
contra o biofilme de P. aeruginosa (ATCC 9027) em relagdo a S. aureus
(ATCC 43387), similar ao observado no presente estudo. De fato, tanto
a NC quanto o ativo livre promoveram uma reducdo logaritmica igual
ou superior a 5, em menor tempo de contato, contra P. aeruginosa
(ATCC 15442) comparativamente a S. aureus (ATCC 6538) (Figura 18
-AeD) (Figural8-BeE).

Os resultados deste trabalho confirmam que o carvacrol é um
composto eficaz ao controle de diversas espécies de microrganismos. Os
achados apresentados suportam, ainda, a possibilidade de uso deste
produto natural para formular novos sanitizantes e/ou desinfetantes, a
exemplo da NC desenvolvida. O processo de nanoencapsulagéo
empregado aumentou, significativamente, a estabilidade e a solubilidade
do carvacrol e gerou um produto de fé4cil aplicagdo em meio aquoso com
acentuada a acgéo bactericida e potencial desinfetante. Entretanto, para
efetividade dos antissépticos e desinfetantes, faz-se necessario que se
tenha conhecimento sobre as reais condi¢des de acdo desses produtos
(REIS et al., 2011). A eficacia de um produto desinfetante pode sofrer a
interferéncia dos materiais que compdem a superficie onde encontram-
se alojados os microrganismos a que sua aplicacdo esta destinada
(AVANCINI; WIEST, 2008). Assim, em superficies com maior
porosidade, 0s microrganismos tém maior probabilidade de
permanecerem albergados e protegidos. Segundo Spaulding (apud
AVANCINI; WIEST, 2008) a presenca de matéria organica como
sangue, plasma e fezes pode inativar o desinfetante, ou servir como
barreira mecanica protetora dos microrganismos. Assim, uma area pode
necessitar ser esfregada e lavada antes do desinfetante ser aplicado sob o
risco de ter sua agdo microbiolégica diminuida na presenca de matéria
organica (REIS et al., 2011). Além disso, a decisdo quanto ao critério
tempo de contato necessario a reducdo e/ou eliminagdo dos
microrganismos deve ser baseado no monitoramento da suscetibilidade
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e sensibilidade da amostra/linhagem presente em cada cenario de
situacdo-problema e ndo unicamente em cepas padronizadas (MACIEL
et al., 2017). Outros fatores intrinsecos aos microrganismos
contaminantes, e.g., tipo e nivel de contaminacdo microbiana e
capacidade de formar biofilmes, também podem afetar a eficacia da
desinfeccdo (AVANCINI; BOTH, 2017).

Pelos motivos acima expostos, para que se possa efetivamente
utilizar a NC como uma alternativa a sanitizacdo ou desinfec¢do
convencionais, empregando-se a mesma metodologia (EN 1040:2005), é
necessario aprofundar o conhecimento sobre seu potencial desinfetante
sobre outros microrganismos patogénicos. Na sequéncia, a NC deve ser
submetida as demais fases da EN 14885:2015 para testes de
desinfetantes e antissépticos quimicos proposto CEN, sendo, assim,
avaliada quanto a capacidade de eliminar os microrganismos em
suspensdo, na presencga de substincias interferentes (matéria organica)
(fase 2/etapa 1) e (EUROPEAN STANDARD 1276:2015). Na fase
2/etapa 2 a NC devera ser submetida a ensaios de superficie (discos de
aco inox impregnados com microrganismos) que simulam as condicfes
reais de aplicagdo. Dessa forma, a NC pode ser analisada em diferentes
situacdes e em condicBes simuladas que se aproximam um pouco mais
da realidade, o que pode tornar a avaliagdo mais precisa em relagéo a
situacdo real de seu uso como um produto desinfetante.



CAPITULO 3: SOLUCOES ETAN(?LICAS CONTENDO
NANOEMULSAO DE CARVACROL
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Antissépticos e desinfetantes sdo componentes essenciais das
préticas de controle prevencdo de infeccbes (GARGI, et al., 2017). De
acordo com a classificagdo do Centro de Controle e Prevencdo de
Doengas (CDC), os éalcoois sdo considerados antissépticos e
desinfetantes de nivel intermediario (GRAZIANO et al., 2013;
VENTURELLI et al.,, 2009). Particularmente, os alcoois etilico e
isopropilico (2-propanol), em concentragdes entre 50 e 80% (v/v), sdo
amplamente utilizados nas praticas em satde como antisséptico da pele
de pacientes, na higienizacdo das maos de cuidadores e como
desinfetante de artigos e superficies (ANDRADE et al., 2007; PAIVA;
MURAI, 2005). A atividade antimicrobiana dos alcoois deve-se &
desnaturacdo de proteinas e a dissolugdo de gorduras, podendo lesar a
membrana celular (VENTURELLI et al., 2009; PAIVA; MURAI,
2005). Entretanto, na presenga de matéria organica aderida a superficie,
a atividade desinfetante ndo é efetiva. A matéria orgénica funciona
como uma barreira mecanica a acdo do alcool sobre 0s microrganismos
(VENTURELLI et al., 2009). Por este motivo, a recomendacéo classica
e consensual de métodos seguros para a descontaminacdo de superficies
consiste na limpeza prévia com agua e sabdo seguida da desinfeccdo
com solucdo de alcool 70% (v/v). Na pratica assistencial, a aplicacdo
direta de alcool em superficies contaminadas, sem limpeza prévia, é
observada com relativa frequéncia (GRAZIANO et al., 2013). O grau de
hidratacdo do alcool etilico € um fator importante decisivo na atividade
antimicrobiana, decrescendo acentuadamente em concentracdes
inferiores a 50%, ou superiores a 70% - v/v (REIS et al., 2011;
ANDRADE et al., 2007). Como a atividade antimicrobiana dos alcoois
esta condicionada a sua concentracdo, em peso ou em volume em
relacdo & agua, a concentracdo de uso deve ser de 70% (v/v) ou 77%
(m/v), respectivamente (VENTURELLI et al., 2009). Entretanto, solucdes
com concentragdes inferiores a 70% sao usadas por reduzirem os efeitos
de ressecamento da pele e apresentarem menor custo (REIS et al., 2011).

Como vantagens da desinfeccdo com o alcool etilico a 70% (v/v)
tem-se a rapida acdo bactericida, flngica e viricida, inclusive sobre
bacilos alcool-acido resistentes (ex. Mycobacterium tuberculosis).
Adicionalmente, observa-se um efeito irritante leve, auséncia de
residuos, baixo custo, facilidade de manuseio e de aquisicdo, odor
relativamente agradavel, compatibilidade com sabdes e detergentes,
estabilidade das solugdes e baixa toxicidade ao ambiente. De modo
geral, as formulacbes antissépticas a base de 4&lcoois sédo
hipoalergénicas. Como desvantagens tem-se: auséncia de atividade
sobre esporos e virus hidrofilicos, efeito diminuido na presenga de
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matéria organica, evaporacdo rapida e consequente ndo acdo residual,
causa danos a materiais plasticos, de borracha ou acrilico e, por fim, ndo
possui registro como desinfetante na EPA (Environmental Protection
Agency) (VENTURELLI et al., 2009; PAIVA; MURAI, 2005). Nesse
contexto, a partir da associacdo de solucdes de etanol com a NC,
formulagBes foram desenvolvidas buscando obter-se um produto que
combinasse a atividade antimicrobina do etanol e do carvacrol e este
capitulo descreve o preparo das solugGes etandlicas contendo
nanoemulséo de carvacrol (NC).

Apesar dos relatos na literatura que descrevem a ocorréncia de
sinergismo entre o carvacrol e outros produtos naturais ou antibioticos, a
inexisténcia de trabalhos descrevendo a associa¢do de uma nanoemulséo
contendo um antimicrobiano natural ao etanol evidencia o carater
inovador deste trabalho. As solugdes etandlicas foram preparadas
incorporando-se diferentes concentragdes de etanol a nanoemulsdo de
carvacrol, sendo caracterizadas quanto ao tamanho de particula, indice
de polidispersdo, potencial zeta e pH. Para avaliar a eventual
potencializacdo da atividade antimicrobiana dos compostos de interesse
apo6s associacdo, a CIM das formulagdes etandlicas estaveis foi
determinada. Os resultados descritos neste capitulo serdo submetidos
para publicacdo em periddico internacional.

1 MATERIAL E METODOS
1.1 Material

Os insumos utilizados para a preparacdo da nanoemulsdo de
carvacrol e para a determinagdo da CIM encontram-se relacionados no
Tépico 1.1 (Material) do Capitulo 2. Para a preparacdo das solucdes
etandlicas contendo carvacrol hanoemulsionado utilizou-se alcool etilico
absoluto (Vetec Quimica, Brasil).

1.2 Métodos

1.2.1 Preparacdo das solucBes etandlicas contendo nanoemulsdo de
carvacrol (NC)

Para o preparo das solucdes etandlicas contendo nanoemulséo de
carvacrol (NC), primeiramente, procedeu-se o preparo da nanoemulséo
1% (m/v) de carvacrol, pela técnica de emulsificacdo espontanea livre
de solvente organico, conforme descrito no Tépico 1.2.1.2 do Capitulo
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2. Na sequéncia, a solucdo etanolica de partida (etanol 70%) foi
preparada a temperatura de 20°C, seguindo as orientacdes da
Farmacopéia Brasileira Homeopatica (BRASIL, 2010a). Conforme a
Farmacopéia Brasileira Homeopatica (BRASIL, 2010a), para o preparo
de solucBes etandlicas é facultado adotar tanto o critério volumétrico
(v/v - volume do etanol por volume de &gua), quanto o critério ponderal
(p/p - peso do etanol por peso de agua). Como o instrumento utilizado
para determinar o grau alcoodlico (i.e., densimetro ou alcodmetro
centesimal) somente expressa a concentracdo do etanol em volume,
neste estudo adotou-se o critério volumétrico (% v/v).

Por fim, para obtencdo de solugBes etandlicas contendo
nanoemulsdo de carvacrol com teores crescentes de etanol (10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60% e 70%) (Tabela 11), diferentes volumes de
solucdo etandlica (etanol 70%) foram adicionados a NC e
homogeneizados. O teor alcoolico foi verificado com auxilio do
alcobmetro centesimal e ajustado, se necessario, pela adicdo de
nanoemulsdo de carvacrol ou etanol 70%, conforme descrito na
Farmacopéia Brasileira Homeopatica (BRASIL, 2010a).

Tabela 11 - Identificacdo e composicéo das formulagdes resultantes da
associacdo da solucdo etandlica a nanoemulsdo de carvacrol.

Volume de etanol Volume de nanoemulséao

Formulagdes

70% (mL) de carvacrol (mL)
Sol. Et. 10% + NC 16,5 83,5
Sol. Et. 20% + NC 32 68
Sol. Et. 30% + NC 47 53
Sol. Et. 40% + NC 62 38
Sol. Et. 50% + NC 75 25
Sol. Et. 60% + NC 88 12
Sol. Et. 70% + NC &3 23

Legenda: Sol. Et. 10% + NC = 10% de etanol + nanoemuls&o de carvacrol; Sol.
Et. 20% + NC = 20% de etanol + nanoemulsao de carvacrol; Sol. Et. 30% + NC
= 30% de etanol + nanoemulséo de carvacrol; Sol. Et. 40% + NC = 40% de
etanol + nanoemulsdo de carvacrol; Sol. Et. 50% + NC = 50% de etanol +
nanoemulsédo de carvacrol; Sol. Et. 60% + NC = 60% de etanol + nanoemulsdo
de carvacrol; Sol. Et. 70% + NC = 70% de etanol + nanoemulsdo de carvacrol,;
*Utilizado 77 mL de etanol absoluto.
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1.2.2 Caracterizacdo das formulacGes

As solucbes etanolicas contendo carvacrol nanoemulsionado
foram caracterizadas quanto ao tamanho de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH, conforme metodologias previamente
descritas no Topico 1.2.2 (Caracterizagdo das nanoemulsfes de
carvacrol) do Capitulo 2. Para fins de comparacéo, os parametros fisico-
guimicos da nanoemulsdo de carvacrol sem adicdo de qualquer teor de
etanol (NC,), também foram determinados.

1.2.3 Avaliacdo da estabilidade das formulac@es

As formulagdes em estudo tiveram os parametros tamanho de
goticula, PDI, potencial zeta e pH monitorados durante 120 dias de
armazenamento, a temperatura ambiente. Para fins de comparagdo, a
estabilidade da nanoemulsdo de carvacrol sem a adicdo de etanol
também foi avaliada.

1.2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana das solucdes etandlicas contendo
carvacrol nanoemulsionado foi realizada pela determinacdo da CIM,
utilizando-se o meétodo de microdiluicio em caldo, descrito no
documento M7-A7 do CLSI (CLSI, 2006), de acordo com o descrito no
Topico do 1.2.5 (Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro) do
Capitulo 2. Na determinacéo da CIM, a concentracédo inicial de ativo
testada contra o S. aureus foi de 500 pug/mL, procedendo-se a diluicao
seriada até a concentragcdo de 3,90 pg/mL. Nos experimentos com as
cepas de S. typhimurium e de P. aeruginosa a amplitude de
concentracdes investigadas variou de 2000 a 15,62 pg/mL.

1.3 Anélise Estatistica

Os dados foram coletados, sumarizados e submetidos a analise de
varidncia (ANOVA) de uma ou duas vias, dependendo do ensaio,
seguida pelos po6s testes de t-Student, Tukey ou Bonferroni, quando
adequado, com suporte do programa estatistico GraphPad Prism® 5
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Todos os resultados
foram considerados significativos para p < 0,05, sendo apresentados
como média + desvio padrdo (DP).
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Caracterizacdo das solucdes etandlicas contendo nanoemulséo de
carvacrol

A nanoemulsdo de carvacrol sem etanol apresentou aspecto
leitoso homogéneo e coloracdo branca, sendo constatada alteracdo de
cor nas formulagdes com teores de etanol > a 30% (Figura 19).

Figura 19 - Detalhe do aspecto visual do padréo de cor das formulagdes
contendo carvacrol nanoemulsionado ap6s a adi¢do das solugdes etandlicas.

Sol. Et. 60%
+NC
E=—= =

Legenda: NC, = Nanoemulséo de Carvacrol sem etanol; Sol. Et. 10% + NC =
10% de etanol + nanoemulsao de carvacrol; Sol. Et. 20% + NC = 20% de etanol +
nanoemulsdo de carvacrol; Sol. Et. 30% + NC = 30% de etanol + nanoemulsao de
carvacrol; Sol. Et. 40% + NC = 40% de etanol + nanoemulsdo de carvacrol; Sol.
Et. 50% + NC = 50% de etanol + nanoemulséo de carvacrol; Sol. Et. 60% + NC =
60% de etanol + nanoemulsdo de carvacrol; Sol. Et. 70% + NC = 70% de etanol +
nanoemulsédo de carvacrol. Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A perda do aspecto leitoso pode ser resultado da desestruturacao
do sistema coloidal, provavelmente pela solubilizacdo da lecitina em
solucbes de etanol com concentragfes iguais ou superiores a 30%. As
formulagdes que apresentaram alteracdo visual no aspecto ndo foram
caracterizadas quanto ao tamanho de particula, PDI e PZ.
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As caracteristicas fisico-quimicas das solugdes etandlicas
contendo carvacrol nanoemulsionado e da nanoemulsdo de carvacrol
sem etanol (NC,) sdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Caracterizagéo fisico-quimica das soluges etanélicas contendo
nanoemulsao de carvacrol quanto ao tamanho de particula, indice de polispersdo
(PDI) e potencial zeta (PZ). Resultados apresentados como média + desvio
padrdo (n = 3). Letras mindsculas distintas em uma mesma coluna indicam
diferengas significativas entre os tratamentos (ANOVA Unica via seguida do
teste de Tukey, p < 0,05).

Tamanho de

Formulagbes médio de particula PDI (f:f/)
(hm)
NCo 314,57 + 10,07 0,160+ 0,020  -44,70*+ 4,91

Sol. Et. 10% + NC 312,70% + 12,56 0,225° + 0,034 -49,00* + 1,22

Sol. Et. 20% + NC 276,87° + 3,81 0,197 +0,019 -42,80°+0,62
Legenda: NC, = Nanoemulsdo de Carvacrol sem etanol; Sol. Et. 10% + NC =
10% de etanol + nanoemulsao de carvacrol; Sol. Et. 20% + NC = 20% de etanol
+ nanoemulsdo de carvacrol.

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativa (p <
0,05) entre os valores médios de tamanho de particula da nanoemulséo
de carvacrol sem etanol e da solucdo etandlica 10% (Sol. Et. 10% +
NC), indicando a auséncia do efeito do etanol sobre o sistema de origem
nesta concentracdo de alcool. De modo contrério, a adicdo de 20% de
etanol causou reducdo significativa no tamanho de particula,
comparativamente a NC, (Tabela 12). Provavelmente, o etanol a 20%
atuou como um co-surfactante, reduzindo a tenséo interfacial entre as
fases oleosa e agquosa e, por consequéncia, determinando a reducdo no
tamanho de particula NIRMALA; NAGARAJAN, 2017). Apesar da
incorporacao de etanol ter elevado significativamente (p < 0,05) o PDI
da formulacéo Sol. Et. 10% + NC, comparativamente a NC, (Tabela 12),
diversos autores (GALINDO-PEREZ et al., 2018 BARANAUSKAITE
etal., 2018; KABRI et al., 2011; ALMEIDA et al., 2009; ALVES et al.,
2007) reportam que os valores de PDI inferiores a 0,25 indicam uma
estreita  distribuicdo no tamanho das particulas, conferindo
homogeneidade ao sistema nanoestruturado. Comparativamente ao valor
do PZ da NCy, o PZ das soluces etandlicas (Sol. Et. 10% + NC e Sol.
Et. 20% + NC) ndo foi influenciado (p < 0,05) pela incorporacdo de
etanol ao sistema (Tabela 12).
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Frente a adequacdo das caracteristicas fisico-quimicas, conforme
literatura, as prepara¢des coloidais Sol. Et. 10% + NC e a Sol. Et. 20% +
NC foram submetidas ao estudo de estabilidade.

2.2 Avaliacao da estabilidade

As formulagdes Sol. Et. 10% + NC e da Sol. Et. 20% + NC néo
apresentaram alteracfes na cor e/ou aspecto durante o estudo (Figura
20).

Figura 20 - Detalhes das coloragdes das solucdes etandlicas contendo
nanoemulsdo de carvacrol, apds 120 de estocagem a 25°C.

Sol. Et. 10% Sol. Et. 20%

Legenda: NC, = Nanoemuls&o de Carvacrol sem etanol; Sol. Et. 10% + NC =
10% de etanol + nanoemulsao de carvacrol; Sol. Et. 20% + NC = 20% de etanol
+ nanoemuls&o de carvacrol. Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Ao longo de 120 dias de armazenamento a 25°C foram
monitoradas as propriedades fisico-quimicas das formulacfes Sol. Et.
10% + NC e Sol. Et. 20% + NC, conforme apresentado na Figura 21.
Para fins de comparagdo, os pardmetros fisico-quimicos da nanoemulsdo
de carvacrol desprovida de etanol foram monitorados.
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Figura 21 - Propriedades fisico-quimicas das formulagdes Et. 10% + NC e Et. 20%
+ NC, armazenadas a temperatura ambiente por um periodo de 120 dias. (A)
tamanho de particula; (B) indice de polidispersdo - PDI; (C) potencial zeta e (D) pH.

o ! o
LN l N
— -
- =
o o
o O
[ [
o o~
F©O© - © [%2]
= 8 i =
2 ) ! e k=)
[ é ! A
) £
wn D i wn
L [ L (]
b ; i
~ 3 L~
M- | [
o o\ o
= | =
m [a) 3
~ ~— !
) ~ o S n o ®mw o
o o o o ~ ~ © © wn
1ad Hd
oo
z z
+ +
2R
o O
— N
M o
UO_' —
zZ8 &
L& S
/ i F—
//. = i
1= =
F O L
[ 2
Q o
18 —~ 18 ~
[ =
S S
o = o =
F M L
F 2 K<Y
w0 g [Te) qE)
e L
- ! (=i
~ {
F = 3 _'l:
o {
— / M= | : F2
< —~ | 3
> O !
N H H
1 t t 1
o o o o o o o o o
g 8 & S D ¥ D @
(wu "p) ejnonJed ap oyuewe | (AW) e187 [erousiod




165

A andlise por espalhamento de luz dindmico das formulacdes
etanolicas, comparativamente a NC,, mostrou que o tamanho de
particula e o PDI até o 30° dia ndo foram influenciados pela
incorporacdo de etanol ao sistema coloidal. Entretanto, no 90° dia de
estocagem 0s pardmetros tamanho de particula, PDlI e PZ das
formulagBes Sol. Et. 10% + NC e Sol. Et. 20% + NC apresentaram
elevacdo brusca para, na sequéncia, decairem (Figura 21). Este
comportamento pode ser atribuido ao constante movimento e a
coalescéncia momentanea das nanoparticulas da suspencdo coloidal, no
instante da andlise. Os constantes movimentos Brownianos,
responsaveis por evitar fendmenos de instabilidade (floculacdo, a
sedimentacdo ou creameacdo) em sistemas coloidais, resultam do
reduzido tamanho das particulas (entre 1 a 600 nm), permitindo que a
mistura ndo sofra os efeitos gravitacionais (BAJERSKI et al., 2016;
CODEVILLA et al., 2015; LOVELYN, ATTAMA, 2011; MANSUR et
al., 2007; TADROS et al., 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003). Apesar
da pontual elevacéo dos valores de PDI no 90° dia, segundo a literatura
(GALINDO-PEREZ et al., 2018; BARANAUSKAITE et al., 2018;
KHATIBI, et al., 2015; LOVELYN; ATTAMA, 2011; KABRI et al.,
2011; ALMEIDA et al., 2009; ALVES et al., 2007), os valores de PDI
das solucfes etandlicas (inferiores a 0,3) indicam baixo grau de
heterogeneidade no tamanho das particulas, conferindo perfil
monodisperso as formulacdes durante o estudo de estabilidade, i.e., 120
dias (Figura 22).

Figura 22 - Distribuicdo do tamanho de particula das formulagdes (—) Sol. Et.
10% + NC e (---) Sol. Et. 20% + NC, ap6s 120 dias de armazenamento & 25°C.
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O PZ da Sol. Et. 10% + NC e da Sol. Et. 20% + NC mesmo na
presenca de etanol permaneceu negativo, provavelmente devido a
presenca de lecitina nas formulagdes. Para estas formulagdes os valores,
em modulo, do PZ podem sdo considerados elevados, contribuido a
estabilidade das formulacgdes (Figura 21) devido a repulsdo eletrostatica
superficial das nanoparticulas (SYED; SARKAR, 2018; GALINDO-
PEREZ et al., 2018). O valor de pH das soluces etandlicas foi
semelhante ao da NC, (Figura 21). Assim, pode-se afirmar que o contato
das nanoparticulas com o etanol em concentra¢fes de até 20% nao foi
determinante a desestruturacdo do sistema nanoemulsionado, mesmo
por longo periodo de tempo (i.e., 120 dias).

2.3 Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro

Conforme j& referenciado anteriormente, a concentracdo
inibitéria minima (CIM) é aquela que causa um percentual de inibicéo
de crescimento microbiano igual ou superior a 90%. Os resultados da
CIM do crescimento microbiano da nanoemulsdo de carvacrol (NC) e
das formulagdes Et. 10% + NC e Sol. Et. 20% + NC, frente as cepas
ATTC de S. aureus, S. typhimurium e de P. aeruginosa, sdo
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Concentragdo inibitoria minima (CIM) da nanoemulséo de carvacrol
(NC) e das formulages Sol. Et. 10% + NC e Sol. Et. 20% + NC determinada
pelo método de microdilui¢do em caldo.

Tratamento CIM (ug/mL) :
S. aureus S. typhimurium P. aeruginosa
NC 125 250 500
Sol. Et. 10% + NC 125 250 500
Sol. Et. 20% + NC 125 250 500

Legenda: NC = Nanoemulsdo de Carvacrol sem etanol; Sol. Et. 10% + NC =
10% de etanol + nanoemulsao de carvacrol; Sol. Et. 20% + NC = 20% de etanol
+ nanoemulsdo de carvacrol.

Os resultados dos controles de 100% de crescimento microbiano,
realizados conforme descrito no Tdpico 1.2.5.1.2 (Método de
microdiluicdo em caldo) do Capitulo 2, indicaram que os veiculos
(solucBes etandlicas 10% ou 20% contendo nanoemulsdo branca) ndo
apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas testadas (dados
ndo apresentados).

A capacidade do carvacrol de exercer efeitos sinérgicos em
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combinacgdo com antibi6ticos sintéticos ou com outros fitocompostos ja
foi relatada. A atividade antimicrobiana do carvacrol combinado com
acido nalidixico foi investigada utilizando-se oito espécies bacterianas
resistentes aquele &cido (Escherichia coli, E. coli 078, Salmonella
typhimurium, S. derby, S. enteritidis, S. minesota, Klebsiella oxytoca e
Enterobacter cloacae) foi investigada por Choi e colaboradores (2009),
usando o método de diluicdo em caldo e confirmada pelo método de
difusdo de disco. A CIM do carvacrol livre variou de 125 a 500 pg/mL e
apo6s combinagdo com o acido nalidixico variou de 31,25 a 250 pg/mL.
Magi, Marini e Facinelli (2015) demonstraram o efeito sinérgico da
associacdo do carvacrol a da eritromicina contra 21 (65,6%) das 32
cepas de Streptococcus pyogenes - Grupo A, isoladas de criangas com
faringoamigdalite na Italia.

A avaliacdo de efeitos antibacterianos combinados de eugenol,
cinamaldeido, timol e carvacrol contra E. coli foi realizada por Pei et al.
(2009). Ensaios de microdiluicdo em caldo indicaram que a CIM do
carvacrol foi de 400 mg/L. Efeitos sinérgicos foram detectados
combinando carvacrol com eugenol, ou carvacrol com timol. Para essas
associacdes a CIM diminuiu para 100 mg/L. Syad e Sarkar (2018),
observaram que a associacdo de geraniol e carvacrol (1:1) demonstrou
um valor de CIM (200 pL/mL) inferior ao observado com ao geraniol
(1200 pL/mL) e do carvacrol (400 pL/mL) livres, contra E. coli (MTCC
443) e o Bacillus cereus (MTCC 430). A emulsdo formulada a partir da
associacdo dos dois ativos também demonstrou um valor da CIM menor
(150 pL/mL), tanto para E. coli como para o0 B. cereus,
comparativamente as formulagcdes preparadas com o geraniol e o
carvacrol isolamente.

Os resultados da CIM (Tabela 13), determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo, indicam que as cepas apresentaram mesmo
perfil de susceptibilidade as formulacdes etanolicas em relacdo a NC
(Tépico: 2.6.2 - Determinagdo da concentracdo inibitéria minima/CIM
do Capitulo 2). A associacdo com 10% ou 20% de etanol ndo foi capaz
de aumentar a atividade antimicrobiana do caracol nanoemulsionado
frente as cepas de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Salmonella
typhimurium (ATCC 14028). Este fato pode estar relacionado a
evaporacdo do etanol durante a etapa de incubagdo (37 + 1°C) utilizada
na técnica microdiluicdo em caldo ou & baixa concentracdo de &lcool
incorporada ao sistema coloidal, insuficiente para promover um
aumento na atividade antimicrobiana. Para todos os tratamentos, a CIM
das cepas Dbacterianas foi confirmada pela oxirredugdo da
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resazurina. Devido a auséncia de comprovacédo de efeito sinérgico entre
a associacao da NC e etanol, estas formula¢fes ndo foram utilizadas nos
ensaios de avaliagdo do potencial desinfetante/antisséptico.



CAPITULO 4: GEIS CONTENDO CARVACROL
NANOEMULSIONADO
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Pode-se definir gel como uma preparacdo semissolida composta
de particulas coloidais que ndo sedimentam, permanecendo dispersas.
Nesta preparagdo, as substancias formadoras de gel sdo os polimeros,
gue quando dispersos em meio aquoso, sdo incrementadores de
viscosidade (VILLANOVA, OREFICE, CUNHA, 2010; CORREA et
al., 2005). Muitos polimeros podem ser empregados na obtencdo de
géis, mas a maioria é de natureza hidrofilica, a exemplo do Carbopol®.
As caracteristicas hidrofébicas prdprias do carvacrol limitam as
possibilidades de incorporacdo deste ativo em polimeros com
caracteristicas hidrofilicas (NUNES et al., 2012). Segundo o fabricante,
o polimero Aristoflex® AVC (Clariant International Ltd.) permite a
obtencdo de géis a partir de ativos oleosos sem a necessidade de uso de
agente emulsificante, por reter e estabilizar as goticulas de dleo (liquidas
ou solidas) em uma estrutura reticulada, resultando em formulagdes do
tipo dleo/agua (O/A), conhecidas como pseudo-emulsGes (CLARIANT,
2013). O Avristoflex® AVC é um polimero sintético que corresponde a
um copolimero do 4&cido sulfonico acriloildimetiltaurato e
vinilpirrolidona neutralizado. Ja foi dermatologicamente testado, néo
apresentando efeito irritante a pele (KOVALIOVA; POLOVKO, 2016;
PHARMASPECIAL, s/d).

Uma das grandes vantagens do uso das nanoemulsdes como
sistemas carreadores € que sdo passiveis de incorporacdo em diversas
apresentacBes, como espumas, cremes, géis, liquidos e sprays
(JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; SHAH; BHALODIA;
SHELAT, 2010). Frente ao exposto, géis foram desenvolvidos a partir
da base dermocosmética de preparacdo instantanea Aristoflex® AVC,
apos incorporacgdo de carvacrol livre ou nanoemulsionado, com e sem
adicdo de etanol, em diferentes concentragBes. A inexisténcia de
trabalhos que relatam a incorporagdo de uma nanoemulsdo de carvacrol
a polimeros formadores de gel evidencia o carater inovador deste
trabalho. Sendo assim, este capitulo descreve os materiais e métodos
empregados no desenvolvimento, caracterizacdo da densidade relativa e
da viscosidade, monitoramento da estabilidade de formulagdes
semissélidas contendo NC. Para fins de comparagéo, géis de diferentes
teores alcoolicos contendo ou ndo ativo livre e NC foram desenvolvidos.

A viscosidade de um fluido traduz a sua resisténcia ao fluxo ou
movimento, sendo que quanto maior a viscosidade maior a resisténcia
(CORREA et al., 2005) e menor a velocidade com que o fluido se
movimenta (LAHOUD; CAMPOS, 2010). A viscosidade é dependente
das caracteristicas fisico-quimicas e das condi¢cbes de temperatura
imposta ao material (BRASIL, 2008). Pode ser determinada em
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viscosimetro rotativo coaxial e consiste na medicdo do torque requerido
para rodar o sensor imerso na amostra a diferentes velocidades de
rotacao impostas ao eixo metalico. Assim, podem ser tragadas curvas de
viscosidade correspondentes a velocidade, afim de classificar 0s
sistemas em Newtonianos ou ndo Newtonianos, isto €, que apresentam
ou ndo viscosidade constante sob determinadas condic¢des (ISAAC et al.,
2008).

O estudo da estabilidade fornece indicacbes sobre o
comportamento do produto, em determinado intervalo de tempo, frente a
condicdes ambientais ao qual ele é submetido desde a fabricacdo até o
término do prazo de validade (BRASIL, 2008). O teste de prateleira
consiste em armazenar a amostra & temperatura ambiente em
embalagem apropriada, analisando-a periodicamente quanto ao aspecto,
cor, odor e pH até o término do prazo de validade (ISAAC et al., 2008).
Ja o0 monitoramento das propriedades organolépticas constitue o
indicativo mais acessivel para se avaliar a qualidade de uma preparacao
semissolida e para detectar alteracdes. O simples exame visual pode ser
indicativo da homogeneidade da preparacdo. A ndo ocorréncia de
separacdo de fases, precipitacdo e/ou turvacdo, ap6s monitoramento
periodico, é indicativo de estabilidade da amostra ensaiada (ISAAC et
al., 2008; NOGUEIRA-PRISTA; ALVES; MORGADO, 2008). A
observacdo da cor e do aroma caracteristicos sdao indicadores relevantes
para avaliar o estado de conservacdo da preparacdo, uma vez que
alteragdes naquelas varidveis sugerem processo de degradacdo da
formulagdo (NOGUEIRA-PRISTA; ALVES; MORGADO, 2008). A
modificacdo do odor caracteristico pode sugerir a presenca de
contaminante microbiano (ISAAC et al., 2008).

Este capitulo também apresenta os resultados dos estudos in vitro
de avaliacdo da atividade antimicrobiana do gel de nanoemulsdo de
carvacrol (GNC). Os resultados descritos neste capitulo serdo
submetidos para publicagdo em periddico internacional.

1 MATERIAL E METODOS
1.1 Material

Os insumos utilizados no desenvolvimento da nanoemulsdo de
carvacrol e para a determinacéo da CIM encontram-se relacionados no
Tépico 1.1 - Materiais do Capitulo 2. Os reagentes empregados no
desenvolvimento das formulagdes etandlicas estdo descritos no Tdpico
1.1 - Materiais do Capitulo 3. Para o desenvolvimento dos géis
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utilizou-se o copolimero Aristoflex® AVC (Clariant International Ltd.,
EUA). https:/mww.lojasynth.com/tech-vision  Para avaliagdo da
antimicrobiana pelo ensaio de disco difusdo foi utilizado meio de cultivo
bacteriano Agar Meller Hinton - MH (KASV1), placa de Petri 90 x 15mm
(KASVI), swab de algoddo estéril (ABSORVE), discos para antimicrobiana
(Sensibiodisc/CECON) e paquimetro universal (Digimess).

1.2 Métodos
1.2.1 Preparagdo de géis contendo nanoemulsdo de carvacrol

Para a preparagdo do gel contendo carvacrol nanoemulsionado,
0,5% (m/v) do copolimero Aristoflex® AVC (Clariant International
Ltd., EUA) foi incorporado & NC e as solugdes etandlicas contendo NC
(Sol. Et. 10% + NC; Sol. Et. 20% + NC), sob agitacdo (400 rpm,
agitador Heidolph RZR) por 20 min, ou até completa gelificacdo. A
NC, a Sol. Et. 10% + NC e a Sol. Et. 20% + NC foram previamente
desenvolvidas, conforme Topico 1.2.1.2 (Técnica de emulsificacdo
espontanea livre de solvente - auto-nanoemulsificacdo) do Capitulo 2 e
Tdpico 1.2.1 (Preparacdo das solucdes etandlicas contendo nanoemulséo
de carvacrol - NC) do Capitulo 3, respectivamente. Para fins de
comparacdo, géis sem carvacrol (gel base) e com carvacrol livre, com e
sem etanol, foram preparados. A composicdo dos géis preparados
encontra-se descrita no Quadro 3.

Quadro 3 - Identificacdo e composi¢do dos géis desenvolvidos apds a
incorporagéo do copolimero Aristoflex® AVC.


https://www.lojasynth.com/tech-vision
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1.2.2 Caracterizacao das formulagdes semissolidas
1.2.2.1 Determinacao da densidade

A densidade dos géis foi mensurada conforme as determinagdes
do Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos (BRASIL,
2008), utilizando um picnémetro de aluminio especifico para
formulagbes semissolidas.  Primeiramente, o picndmetro  foi
completamente preenchido com agua destilada e a massa determinada
em balanca analitica. Apds, o picndémetro foi preenchido com os géis
desenvolvidos até extravasamento da formulacdo, o excesso foi
removido e a massa determinada. A densidade foi calculada a partir da
Equagdo 4 (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2008). As determinacdes foram
realizadas em triplicata.

d _ mgel
gel/agua —
Mygua

(4)

Onde:
Mg = Massa de gel que o ocupa o volume do picndmetro;

Magua = Massa de dgua que o0 ocupa 0 mesmo volume.

1.2.2.2 Determinacao da viscosidade

A viscosidade dos géis foi determinada em viscosimetro
rotacional Brookfield (modelo DV-II+, série LV, Brookfield
Engineering Laboratories, Inc.), equipado com spindle LV-4 (64),
acoplado a um banho de agua circulante termostatizado. A velocidade
de rotacdo do splindle variou de 10 até 100 rpm e 0s ensaios foram
realizados a 25°C. As determinag@es foram realizadas em triplicata para
cada velocidade de rotagdo imposta ao gel e o resultado da viscosidade
foi expresso em unidade de cP (centiPoise).

1.2.3 Avaliacéo da estabilidade das formulagbes semissolidas

Os géis contendo nanoemulsdo de carvacrol foram armazenados
durante 60 dias em embalagens plasticas de parede dupla, a temperatura
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ambiente (25°C). Em tempos pré-determinados, a medi¢do do pH em
potenciémetro digital de bancada (Quimis®) na formulacéo sem diluic&o
prévia foi efetuada. As caracteristicas cor, odor e aspecto visual foram
determinadas no inicio e ao final do periodo de estocagem, comparando-
se as formulagbes. No monitoramento do aspecto visual das
formulagdes, considerou-se a ocorréncia de fendmenos de instabilidade,
como separacdo de fases, precipitacdo e/ou turvacdo. As alteracbes
foram classificadas como homogéneas ou heterogéneas.

1.2.4 Determinacdo da atividade antimicrobiana in vitro pelo método de
difusdo em agar pela técnica de pogos

A determinacdo da atividade antimicrobiana das formulagdes
semissolidas GC e GNC adotou o método de difusdo em agar da Norma
M2-A9, do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006),
com modificagbes. Neste caso, ao invés de utilizar discos de papel
impregnados com as amostras, foram confeccionados pogos nas
matrizes geleificadas para aplicacdo das concentracdes das formulacdes
semissolidas.

As cepas bacterianas utilizadas neste ensaio de atividade
antimicrobiana, in vitro estdo descritas no Toépico 1.25.1.1 — Os
Isolados do Capitulo 2. Os indculos bacterianos (1,0 x 10° a 2,0 x 10°
UFC/mL) foram preparados em salina estéril (0,9% NaCl, m/v). A
concentracdo do in6culo foi determinada em espectrofotdmetro (A = 625
nm) e o resultado da absorbancia ajustado para o intervalo de 0,08 a
0,10 (equivalente a 0,5 unidades da escala de MacFarland) (CLSI,
2006).

Seguindo a metodologia proposta pela Norma M2-A9 (CLSI,
2006), foram utilizadas placas de Petri de 90 mm de didmetro,
aplicando-se uma camada de agar Mueller-Hinton (MH) aplicada na
placa foi de 4,0 + 0,5 mm de espessura. Com o auxilio de swab de
algodao estéril, as suspensdes bacterianas foram inoculadas na
superficie do agar MH, em trés direcGes, para obtencdo de um
crescimento confluente e homogéneo. Ap6s 5 min, orificios de 6 mm de
diametro interno foram abertos no &gar, utilizando-se um perfurador de
vidro previamente esterilizado. Nestes, foram adicionados 75 uL de GC
e GNC contendo ativo nas concentragdes 0,25, 0,5, 0,75 e 1% (m/v).
Para fins comparativos o hipoclorito de soédio comercial nas mesmas
concentragBes dos tramentos e alcool gel 70% (m/v) também foram
testados. Apos 24, 48 e 72h de incubacdo a 36 °C, os didmetros dos
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halos de inibicdo (HI) de crescimento microbiano foram medidos, com
auxilio de um paquimetro. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Gel base foi utilizado como controle negativo (auséncia de
inibicdo do crescimento microbiano na superficie do 4gar). A
sensibilidade das cepas ATCC de S. aureus, de S. typhimuruim e de P.
aerugionosa foi avaliada segundo o método de difusdo em &gar da
Norma M2-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2006). Os antibidticos clindamicina 2 ug, eritromicina 15 ug e
gentamincina 10pg foram testados para Staphylococcus aureus (ATCC
6538). Discos de ciprofloxacina 5 pg e ampicilina 10 pg foram testados
contra Salmonella typhimurium (ATCC 14028) e discos de gentamicina
10 pg e ciprofloxacina 5 pg contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442). Consoante ao didmetro dos halos de inibicdo formados pelos
antibidticos, as cepas bacterianas foram classificadas conforme sua
resisténcia ou sensibilidade, segundo os critérios definidos pela norma
M100-S16 do CLSI (CLSI, 2006).

1.3 Analise Estatistica

Os dados foram coletados, sumarizados e submetidos & analise de
variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, dependendo do ensaio,
seguida pelos pos-testes de t-student, Tukey ou Bonferroni quando
adequado, usando o software GraphPad Prism® 5 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA). Todos os resultados foram considerados
significativos para p < 0,05, sendo apresentados como média + desvio
padrdo (DP).

2 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1 Caracterizacdo das formulacdes semissolidas

O gel contendo nanoemulsdo de carvacrol foi preparado com
sucesso e a formulagdo apresentou aspecto brilhoso, coloragdo branca e
odor caracteristico do carvacrol. Sua consisténcia mostrou-se adequada,
apresentando caracteristica ndo oleosa. Os demais géis contendo
carvacrol livre, adicionado ou ndo de etanol, também foram preparados
COM SUCEesSO.
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2.1.1 Determinacdo da densidade

A densidade relativa € a relacdo entre a densidade absoluta da
amostra e a densidade absoluta de uma substancia usada como padrao.
Neste estudo, a dgua foi a substancia padrdo utilizada para o célculo da
densidade relativa (BRASIL, 2008). Os valores de densidade dos géis
sdo apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Densidade relativa dos géis a 25°C. Resultados apresentados como
média + desvio padrdo (n = 3). As letras minusculas distintas indicam diferencas
significativas (p < 0,05; ANOVA via Unica seguida do pos-teste Bonferroni).
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Legenda: GB = Gel Base; GC = Gel de Carvacrol; GNC = Gel de Nanoemulséo de
Carvacrol; G-Sol. Et. 10% + NC = Gel de Solugdo Etandlica 10% + Nanoemuls&o de
Carvacrol; G-Sol. Et. 20% + NC = Gel de Solugéo Etanolica 20% + Nanoemuls&o de
Carvacrol; AG70% = Alcool Gel 70%; AG10% + 1% ativo = Alcool Gel 10% + 1%
ativo; AG20% + 1% ativo = Alcool Gel 20% + 1% ativo; AG30% + 1% ativo =
Alcool Gel 30% + 1% ativo; AG40% + 1% ativo = Alcool Gel 40% + 1% ativo;
AG50% + 1% ativo = Alcool Gel 50% + 1% ativo; AG60% + 1% ativo = Alcool Gel
60% + 1% ativo; AG70% + 1% ativo = Alcool Gel 70% + 1% ativo.
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A formulacdo GC apresentou densidade relativa de 1,014,
enquanto que, 0 AG70% + 1% ativo apresentou densidade igual a 0,900.
Comparando-se a densidade relativa determinada para o0 GB (1,012) e
para 0 AG 70% (0,895) também foi observada a reducdo significativa (p
< 0,05) dos valores obtidos (Figura 23). Os resultados revelaram que a
densidade relativa dos géis alcoolicos é inversamente proporcional a
guantidade de etanol acrescida a formulagdo. Durante o preparo dos
géis, o polimero Aristoflex® AVC ¢ hidratado pela fase aquosa
(KOVALIOVA,; POLOVKO, 2016; CLARIANT, 2013;
PHARMASPECIAL, s/d.). Nos géis alcdolicos ocorre a reducdo
gradativa da fase aquosa, sendo esta proporcionalmente substituida pelo
etanol. Nos géis com maior concentragdo de etanol, o grau de hidratacdo
do polimero é influenciado o que altera a massa da formulacéo
desenvolvida e, por consequéncia, a densidade.

Cordeiro e colaboradores (2013), em estudo da estabilidade de
géis dermatoldgicos de Carbopol® e Natrosol® contendo 6leo essencial
de gengibre, detectaram valores de densidades de 1,05 g/mL e 1,06
g/mL, respectivamente, ap6s ciclos de congelamento-descongelamento
(estresse térmico), valores proximos aos observados neste trabalho.

2.1.2 Determinagdo da viscosidade

Os dados de viscosidade dos géis desenvolvidos sdo apresentados
na Figura 24.
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Figura 24 - Curvas de viscosidade dos géis desenvolvidos: (A) géis de carvacrol
livre, com ou sem adicdo de etanol e (B) géis de carvacrol livre e os géis de
nanoemulséo de carvacrol contendo mesmos teores de etanol. Resultados
apresentados como média + desvio padrédo (n = 3).
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Legenda: GB = Gel Base; GC = Gel de Carvacrol; GNC = Gel de Nanoemulséo
de Carvacrol; G-Sol. Et. 10% + NC = Gel de Solug¢do Etantlica 10% +
Nanoemulséao de Carvacrol; G-Sol. Et. 20% + NC = Gel de Solugdo Etandlica
20% + Nanoemulséo de Carvacrol; AG70% = Alcool Gel 70%; AG10% + 1%
ativo = Alcool Gel 10% + 1% ativo; AG20% + 1% ativo = Alcool Gel 20% +
1% ativo; AG30% + 1% ativo = Alcool Gel 30% + 1% ativo; AG40% + 1%
ativo = Alcool Gel 40% + 1% ativo; AG50% + 1% ativo = Alcool Gel 50% +
1% ativo; AG60% + 1% ativo = Alcool Gel 60% + 1% ativo; AG70% + 1%
ativo = Alcool Gel 70% + 1% ativo.
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Os resultados demostraram que todas as formulagGes apresentaram
fluxo caracteristico de sistemas ndo Newtonianos, devido a variacdo da
viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento (Figura 24 - A e B). Nos
fluidos ndo Newtonianos a viscosidade também é denominada de
viscosidade aparente (FAUSTINO, et al., 2016), sendo que estes fluidos
ndo obedecem a lei da equacao de fluxo proposta por Newton. Nos fluidos
ndo Newtonianos a viscosidade depende de varios fatores, e.g., estrutura
das substancias, forma de preparo do sistema e tempo de repouso, 0s quais
definem o quociente entre a tensdo e a velocidade de cisalhamento como
n&o constante (LAHOUD; CAMPOS, 2010).

Comparando-se os perfis de viscosidade das formulagdes de GB
versus GC e AG70% versus AG70% + 1% ativo, conclui-se que a
adicdo de 1% de carvacrol ndo alterou (p < 0,05; ANOVA duas vias
seguida do pobs teste Bonferroni), a viscosidade das formulagdes.
Assumindo a curva de viscosidade do gel base (GB) como padréo, nota-
se a relagcdo inversa entre o teor de etanol incorporado aos sistemas,
contendo carvacrol livre, e a viscosidade. A redugdo da viscosidade foi
mais perceptivel para os géis com concentracdo igual ou superior a 30%
de etanol (Figura 24 - A). Nestes sistemas, o etanol é o principal fator a
reducdo da viscosidade. A Figura 24 - B evidencia a similaridade (p <
0,05; ANOVA via Unica seguida do teste Tukey) entre as curvas de
viscosidade das formulacdes das soluges etandlicas associadas a NC (G
- Sol. Et 10% + NC versus G - Sol. Et. 20% + NC). Comparando-se 0s
perfis viscosimétricos das formulacdes G-Sol. Et. 10% + NC versus
AG10% + 1% ativo e G-Sol. Et. 20% + NC versus AG20% + 1% ativo,
também se constata a similaridade (p < 0,05; ANOVA via Unica seguida
do teste Tukey) de comportamento dos géis, ndo sendo este parametro
significativamente alterado pelos componentes incorporados (NC ou
carvacrol livre). Por fim, destaca-se que 0 GNC apresentou viscosidade
superior as demais formulacdes desenvolvidas (Figura 24 - B).

A anadlise da Figura 25 revela que todos os géis apresentaram
comportamento pseudoplastico, dada a auséncia de relacdo linear entre
as variaveis tensdo e taxa de cisalhamento. Este resultado revela a
presenga de uma rede estruturada nos géis, formada pela interagdo dos
componentes da formulagdo, a qual é gradualmente quebrada pelo
aumento da velocidade de cisalhamento, diminuindo a viscosidade.



182

Figura 25 - Reograma das formulagdes semissdlidas desenvolvidas. Resultados
apresentados como média + desvio padrdo (n = 3).
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Legenda: GB = Gel Base; GC = Gel de Carvacrol; GNC = Gel de Nanoemulséo
de Carvacrol; G-Sol. Et. 10% + NC = Gel de Solugdo Etandlica 10% +
Nanoemulsédo de Carvacrol; G-Sol. Et. 20% + NC = Gel de Solugdo Etandlica
20% + Nanoemulsdo de Carvacrol; AG70% = Alcool Gel 70%; AG10% + 1%
ativo = Alcool Gel 10% + 1% ativo; AG20% + 1% ativo = Alcool Gel 20% +
1% ativo; AG30% + 1% ativo = Alcool Gel 30% + 1% ativo; AG40% + 1%
ativo = Alcool Gel 40% + 1% ativo; AG50% + 1% ativo = Alcool Gel 50% +
1% ativo; AG60% + 1% ativo = Alcool Gel 60% + 1% ativo; AG70% + 1%
ativo = Alcool Gel 70% + 1% ativo.

Os materiais com comportamento pseudoplastico tornam-se cada
vez mais fluidos com a aplicacdo valores de tensdo de cisalhamento
crescentes (TERRA; MININ; CHORILLI, 2009). A pseudoplasticidade
€ uma caracteristica bastante desejada e adequada para produtos
indicados para aplicacdo em superficies, pois apds a aplicacdo da tensdo
a formulacdo apresenta facilidade para fluir, levando a formacdo de
filme homogéneo devido ao espalhamento adequado que, por sua vez,
favorece a agdo pretendida do ativo incorporado de forma uniforme por
toda a superficie de contato (TERRA; MININ; CHORILLI, 2009). No
caso dos géis contendo NC, associados ou ndo ao etanol, uma pequena
tensdo € capaz de diminuir acentuadamente a viscosidade. Desta forma,
o material flui com facilidade, garantindo adequada espalhabilidade. No
momento em que a tensdo € retirada, rapidamente o material se
reestrutura e retorna a viscosidades maiores. Neste momento, a
formulacdo ja foi aplicada e devera permanecer no local desejado,
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garantindo maior tempo de contato entre a superficie e o ativo que veicula.
Bittencourt e colaboradores (2014), desenvolveram formulacdes
semissolidas de uso vaginal contendo extrato hidroalcdolico de prépolis
vermelha sergipana e observaram que os perfis reoldgicos das bases gel
Aristoflex®, gel Natrosol e do creme-gel Hostacerin® evidenciaram
fluxo ndo-Newtoniano pseudoplastico. Terra, Minin e Chorilli (2009)
observaram que uma formulacdo anticelulitica acrescida de lipossomas
contendo sinefrina e cafeina também apresentaram comportamento
pseudoplastico ndo Newtoniano. Mesmos eventos foram observados por
Nemen e Lemos-Senna (2011), ao desenvolveram hidrogéis de
hidroxietilcelulose (Natrosol®) a partir de diferentes nanocarreadores
lipidicos  (nanoparticulas lipidicas  sélidas, nanoemulsbes e
microemulsdes) contendo resveratrol. Assim como neste trabalho, os
referidos autores observaram um aumento da viscosidade entre os géis
contendo os nanocarreadores lipidicos em relacdo ao gel base, sendo que
0 aumento mais pronunciado ocorreu nos géis contendo nanoparticulas
lipidicas sélidas, provavelmente devido a presenca de particulas sélidas
na preparacdo. Lahoud e Campos (2010) afirmam que a maioria dos
fluidos pertencem a este tipo de apresentacdo farmacéutica, pois ndo sdo
formas simples, como a agua e xaropes, mas sim sistemas coloidais
dispersos, incluindo emulsdes, suspensdes, xampus e 0s proprios geéis.

2.2 Avaliacao da estabilidade
2.2.1 Monitoramento das propriedades organolépticas

O comportamento das formulagbes quanto aos parametros
organoléticos monitorados no inicio e ao final do periodo de estocagem

encontra-se descrito no Quadro 4.

Quadro 4 - Caracteristicas organolépticas das formulagdes semissolidas
desenvolvidas durante o estudo de estabilidade. Observacéo do aspecto visual,
cor e odor apds 1 e 60 dias de armazenamento, a temperatura ambiente.
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Em todas as formulagdes o odor caracteristico do carvacrol
manteve-se sem sofrer alteracfes (rancificacdo) durante o teste. Em
apenas uma formulacdo (AG50% + 1% ativo), ao final periodo de
estudo, foi observada a separacdo de fases com a consequente perda das
caracteristicas tipicas de uma formulacdo semissolida. Apds a
determinacdo das propriedades organolépticas dos géis, no inicio e ao
final do estudo de estabilidade, ficou evidente que o pardmetro que mais
sofreu alteracio foi a cor da formulagdo (Quadro 4). E perceptivel
também que a coloragdo das formulagfes contendo etanol associado a
1% do composto livre evidenciou maior alteracdo ao longo do periodo
de armazenamento (Quadro 4 e Figura 26).

Figura 26 - Padrdo de coloragdo dos géis apds 60 dias de estocagem a 25°C.

Gel de Nanocemulsdo Gel de Solugdo Etanélica 10% Gel de Solugdo Etandlica 20%
de Carvacrol + Nanoemulsdo de Carvacrol + Nanoemulsdo de Carvacrol Gel Base
- - -

Gel de Alcool Gel 10% Alcool Gel 20% Alcool Gel 30%
Carvacrol + 1% ativo +1% ativo + 1% ativo

\ o
. i

Alcool Gel 40% Alcool Gel 50% Alcool Gel 60% Alcool Gel 70%
+ 1% ativo + 1% ativo + 1% ativo + 1% ativo

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Provavelmente, as alteracbes de cor observadas ao longo do
tempo decorreram da oxidagdo do ativo livre que fica exposto ao meio
(acdo do oxigénio) e ao etanol. Essa afirmacdo ganha reforco dada a
auséncia de alteracBes na cor das formulagbes contendo solucbes
etandlicas (10 e 20%) e NC, quando comparada as formulagdes
contendo iguais teores de etanol e carvacrol livre (Figura 26). Nestes
casos, provavelmente, o processo de nanoencapsulamento confere
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protecdo a0 monoterpeno que ndo entra em contanto direto com 0 meio
externo, ou com o alcool adicionado ao sistema. Assume-se que a
associacdo do carvacrol ao sistema de nanoemulsdo protegeu o ativo
nanoencapsulado contra evaporacdo e degradagdo oxidativa durante o
armazenamento, aumentando sua estabilidade e, consequentemente,
prolongando a vida util do produto final.

2.2.2 Determinag&o do pH

Os valores de pH determinados ao longo do periodo de
investigacdo da estabilidade dos géis armazenados a 25°C sdo
apresentados na Figura 27.

Figura 27 - Potencial hidrogeni6nico dos géis em estudo, armazenados ao longo
de 60 dias, & 25°C. Resultados apresentados como média + desvio padréo (n =
3). Letras minusculas distintas representam diferencas significativas entre os
tempos de armazenamento para uma mesma formulagdo (ANOVA seguida do
teste de Bonferroni, p < 0,05).

6.5- 0 T7 B3 715 [ T30 [ T45 [J T60

Legenda: GB = Gel Base; GC = Gel de Carvacrol; GNC = Gel de Nanoemulséo de
Carvacrol; G-Sol. Et. 10% + NC = Gel de Solugéo Etantlica 10% + Nanoemulsdo de
Carvacrol; G-Sol. Et. 20% + NC = Gel de Solugéo Etanolica 20% + Nanoemuls&o de
Carvacrol; AG70% = Alcool Gel 70%; AG10% + 1% ativo = Alcool Gel 10% + 1%
ativo; AG20% + 1% ativo = Alcool Gel 20% + 1% ativo; AG30% + 1% ativo =
Alcool Gel 30% + 1% ativo; AG40% + 1% ativo = Alcool Gel 40% + 1% ativo;
AG50% + 1% ativo = Alcool Gel 50% + 1% ativo; AG60% + 1% ativo = Alcool Gel
60% + 1% ativo; AG70% + 1% ativo = Alcool Gel 70% + 1% ativo.
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Os valores de pH da formulagdo GB no inicio (5,01) e ao término
do experimento (3,98) diferiram estatisticamente (p < 0,05). Por sua
formulacéo conter apenas agua e o polimero Aristoflex AVC® e nenhum
tipo de conservante ou estabilizante a acidificagdo pode indicar a
degradacdo de componentes do sistema, ou ainda a presenca de
contaminacdo microbiana. Esse comportamento ndo foi observado nas
demais formulagdes avaliadas, provavelmente, por estas conterem ao
menos um agente antimicrobiano (alcool e/ou carvacrol).

Mesmo apds 60 dias de armazenamento a temperatura ambiente,
0 GNC apresentou a menor amplitude de valores de pH (5,71 a 5,98),
sem relevancia estatistica significativa (p < 0,05). Este resultado
demonstra que a formulacdo possui estabilidade fisico-quimica e que a
nanoencapsulacdo promoveu a protecdo do ativo contra processos de
degradacgdo resultante da acdo de vérios fatores como a exposigdo ao
calor, luz, oxigénio e umidade. Entre os géis alcdolicos contendo NC
ndo foram observadas variagdes significativas (p < 0,05) de pH entre os
momentos amostrais. Entretanto, nas formulacdes semissolidas AG10%
+ 1% ativo e AG20% alteragdes significativas (p < 0,05) nos valores
daquela variavel foram detectadas ao longo do estudo de estabilidade. A
formulagcdo GC que, inicialmente, apresentou pH igual a 5,36, com 30
dias de estocagem alcancou valor igual a 6,09 (p < 0,05). Novamente,
esses resultados sugerem que o ativo livre, ap6s contato com o meio
externo (oxigénio) ou com o etanol adicionado a base dermocosmeética,
pode ter sido oxidado. Em contrapartida, o processo de
nanoencapsulacdo do carvacrol protegeu o ativo contra a degradacéo,
aumentando a estabilidade do produto final. A variacdo de pH de uma
formulagdo pode modificar as caracteristicas fisico-quimicas do ativo
veiculado (BUGNOTTO et al., 2006).

2.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana in vitro

A afericdo do didmetro dos halos de inibicdo foi realizada apds
incubacdo das cepas por 24, 48 e 72 horas, objetivando investigar a
atividade antimicrobiana dos tratamentos, frente as condi¢Ges do ensaio.
As médias dos didmetros dos halos de inibicdo das bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
15442) e Salmonella typhimuruim (ATCC 14028) ap6s contato com o gel
de carvacrol (GC), com o gel de nanoemulséo de carvacrol (GNC) e com
hipoclorito de sédio, obtidos pelo método de difusdo em disco, séo
apresentados na Figura 28.
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Figura 28 - Relag&o cepa bacteriana e didametro médio do halo de inibicdo (mm)
para o gel de carvacrol, gel de nanoemulséo de carvacrol e hipoclorito de sédio.

Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n = 3). Letras mindsculas

distintas indicam diferencas significativas entre bactérias para um mesmo

tratamento, concentragdo e tempo. Letras mailsculas distintas indicam diferengas

significativas entre diferentes tratamentos para mesma concentragéo, tempo e
bactéria. Algarismos distintos indicam diferengas significativas entre

concentracBes para um mesmo tratamento, tempo e bactéria (p < 0,05; ANOVA

de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni).
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O perfil de sensibilidade das bactérias Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Salmonella
typhimuruim (ATCC 14028) aos antibioticos de interesse foi
apresentado no Topico 2.6.1 (Avaliagdo_da sensibilidade microbiana aos
antibidticos) do Capitulo 2. Para todas as cepas testadas, o controle
negativo (GB) ndo induziu a formac&o de halos de inibi¢do. O alcool gel
70% (AG70%), i.e., controle de inibicdo de crescimento microbiano,
também ndo se mostrou efetivo como antimicrobiano, provavelmente,
devido a volatilizacdo do etanol durante a incubacéo.

A comparacdo dos valores de didmetro dos halos de inibi¢do para
as cepas avaliadas no método de difusdo em disco (Figura 28) mostra
que S. aureus foi mais susceptivel aos tratamentos com GC e GNC do
gue a S. typhimurium. Também foi possivel constatar que a P.
aeruginosa foi resistente tanto ao tratamento com GC quanto com o
GNC, mesmo na maior concentrago testada (1%). Frente ao hipoclorito
de sédio (controle de inibicdo do crescimento microbiano) esta cepa foi
suscetivel apenas nas duas maiores concentragdes testadas (1 e 0,75%).
Ficou evidente que o0 GC e o GNC demonstraram maior potencial
antimicrobiano contra 0 S. aureus e a S. typhimurium do que contra a P.
aeruginosa. Este fato estd, provavelmente, relacionado ao reduzido
potencial antimicrobiano do carvacrol sobre bactérias Gram-negativas,
devido a presenca da membrana externa que age como uma barreira
limitando a entrada de compostos hidrofébicos (MARINELLI;
STEFANO; CACCIOATORE, 2018; ROSA et al, 2015;
KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011; GUARDA et al., 2011). Assim
como neste estudo, Sarrazin e colaboradores (2015) avaliaram a eficacia
do dleo de L. origanoides, rico em carvacrol, contra bactérias de origem
alimentar (Bacillus cereus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella typhimurium), pelo método de difusdo em disco. Os autores
constaram que Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27953) se mostrou
resistente ao 6leo, enquanto a cepa ATTC (S004) de Salmonella
typhimurium foi sensivel, com halo de inibicdo médio de 27,90 mm para
0 tratamento com 1,25 pL/mL de 6leo.

Observando-se 0s resultados apds 24, 48 e 72 h de incubagéo
constata-se a relacdo direta, estatisticamente significativa (p < 0,05),
entre a concentragdo de ativo presente no GC e o didmetro médio dos
halos inibicdo obtidos para as cepas de S. aureus e de S. typhimurium
(Figura 28), sugerindo que a atividade antimicrobiana deste tratamento é
concentragdo dependente. Diferentemente do que foi observado com o
GC, o diametro médio dos halos ap6s 24 h de tratamento ndo variou
com a concentra¢do de ativo no GNC, evidenciado a inexisténcia de
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uma relacdo direta entre aquelas varidveis. A semelhanca (p < 0,05) do
didmetro médio dos halos, apds contato com 0 GNC, entre os tempos de
afericdo, € mais evidente na bactéria S. typhimurium. Este
comportamento sugere um padrdo constante de atividade antimicrobiana
do GNC ao longo do tempo. Provavelmente, a nanoencapsulacéo
conferiu protecdo do ativo reduzindo a volatilizagdo e favorecendo a
manutencdo da atividade antimicrobiana ao longo do tempo. Essa
afirmacdo ganha refor¢o, uma vez que, o tratamento com o GNC foi
superior (p < 0,05) ao GC em sua atividade inibitéria do crescimento
bacteriano, apds 48 h de incubagdo de S. aureus, nas concentrac@es 0,25,
0,5 e 0,75% (Figura 28).

S. aureus apresentou resisténcia frente a menor concentragio
(0,25%) de CG testada e susceptibilidade ao GNC, apés 24, 48 e 72 h de
incubacdo (Figura 28). O maior halo de inibicdo médio (47,00 + 1,73
mm) foi observado para S. aureus, 24 h ap6s o tratamento com o0 GC a
1%. Nas medicdes realizadas apds 48 e 72 h de inoculagdo, o didmetro
médio dos halos foi reduzido significativamente (p < 0,05), para 27,67 ¢
23,67 mm, respectivamente (Figura 28). Esse comportamento sugere
que a atividade antimicrobiana nas primeiras 24 horas foi potencializada
pela volatilizacdo do carvacrol incorporado ao gel e ndo ocorreu
somente devido a difusdo do GC no meio de cultivo.

Os valores de diametros médios dos halos de inibicdo de S.
aureus, ap6s 24 h de inoculagdo revelam que o GC exibiu atividade
antimicrobiana superior (p < 0,05) ao hipoclorito de sddio somente nas
maiores concentragdes testadas (0,75 e 1%). Em contrapartida, observa-
se que, independente da concentracdo de GNC testada ou do tempo de
incubacdo, a atividade antimicrobiana mostrou-se igual ou superior
aquela do tratamento com hipoclorito de sodio (p < 0,05). Estes
resultados sugerem que ao longo do periodo de incubacdo o controle de
inibicdo de crescimento microbiano teve sua atividade bioldgica
reduzida, provavelmente, devido a evaporacdo do cloro ativo, enquanto
que o carvacrol incorporado ao GNC manteve sua atividade por estar
protegido no interior da nanoparticula. Segundo Ludwig e demais
pesquisadores (2007), a exposigdo do hipoclorito de sodio a luz solar ou
temperaturas elevadas provoca a liberacdo de cloro, tornando a solucéo
desinfetante ineficaz.

Conforme ilustrado na Figura 29 - A, a incubacdo da cepa S.
aureus com o GC exibiu elevada atividade antimicrobiana ap6s 24 h, a
qual foi reduzida, significativamente (p < 0,05), com o aumento do
tempo de incubacéo. Este efeito, provavelmente, decorre da evaporacao
do carvacrol e/ou da dificuldade de difusdo do ativo no meio de cultivo
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agar MH. Segundo Shakeri, Shakeri e Hojjatoleslami (2014), o
carvacrol livre ndo apresenta boa dispersdo no agar devido a sua
natureza hidrofébica. Em contrapartida, ndo foi observada diferenca (p <
0,05) entre o diametro médio dos halos de inibicdo apds 24, 48 e 72 h de
contato com o GNC (Figura 29 - B). A manutencdo do potencial
antimicrobiano do GNC, possivelmente, resulta do processo de
nanoencapsulagdo do carvacrol que age como uma barreira mecanica,
protegendo o ativo da oxidagdo, decomposicdo fotoquimica e
volatilizacdo. Além disso, 0 GNC apresentou boa difusdo no agar. A
presenca de col6nias isoladas, indicando o fechamento e a reducdo do
tamanho do halo de inibicdo, somente foi detectada apds 72 horas de
incubacdo de S. aureus para o tratamento com 0 GNC (Figura 29 - B).

Figura 29 - Detalhes dos halos de inibi¢&o do crescimento de S. aureus: (A)
apés 24, 48 e 72 h de contato com o Gel de Carvacrol; (B) ap6s 72 h de contato
com o Gel de Nanoemulsdo de Carvacrol.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Lauritano e colaboradores (2016) avaliaram o efeito
antimicrobiano de um gel a base de carvacrol e timol, via reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real sobre bactérias do “complexo
vermelho” causadoras da periondotite (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,  Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia,  Treponema  denticola, Fusobacterium  nucleatum,
Campylobacter rectus). Apos analise estatistica, ndo foi observada
reducdo da carga bacteriana em relagdo ao grupo controle.

O GNC apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas de
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S.aureus e S. typhimurium, sugerindo o potencial emprego em produtos
com acdo desinfetante para uso em superficies. A manutencdo da atividade
antimicrobiana por, pelo menos, 72 h indica que o sistema desenvolvido
constitui uma boa estratégia para aumentar o tempo de contato do
carvacrol nanoencapsulado com a superficie a que se destina a aplicacao.



CONSIDERAGOES FINAIS
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A preparagdo de sistemas nanoemulsionados contendo
carvacrol por duas variantes da técnica de emulsificacdo
espontanea,  deslocamento do  solvente e  auto-
nanoemulsificagdo demonstrou-se viavel.

A  técnica de  auto-nanoemulsificacdo mostrou-se
particularmente  interessante ao  desenvolvimento  das
nanoemulstes de carvacrol, por ser um método que nao requer
0 uso de solventes orgénicos, além de simples execucéo e facil
escalonamento.

A NC aumentou, significativamente, a solubilidade do
carvacrol em meio aquoso, na forma de nanoparticulas
carregadas de ativo.

Um método por espectroscopia de do Uv-Vis foi desenvolvido
e validado & quantificacdo do carvacrol encapsulado. O método
mostrou ser especifico, linear, exato, preciso e sensivel.

A NC apresentou elevado valor de eficiéncia de encapsulagéo,
indicando que o carvacrol encontra-se, preferencialmente,
associado as nanoparticulas, confirmando a adequabilidade
deste sistema na encapsulacéo do ativo hidrofébico.

O processo de nanoencapsulacdo conferiu efeito protetivo ao
ativo contra degradagdo (oxidacdo por exposi¢do direta ao calor
e oxigénio), decomposicdao fotoquimica e perdas por
volatilizagdo, conforme demonstrado pelos estudos de
estabilidade e avaliacdo da atividade antimicrobiana e potencial
desinfetante.

A NC apresentou atividade antimicrobiana superior ao ativo
livre contra S. aureus e P. aeruginosa, sugerindo a
aplicabilidade deste sistema em produtos desinfetantes.

A NC demonstrou acdo bactericida similar ao hipoclorito de
sodio contra P. aeruginosa e S. aureus. O efeito bactericida foi
superior ao carvacrol livre, confirmando a eficicia deste
sistema como um produto desinfetante e antisséptico.

A associacdo do etanol a NC demonstrou-se viavel, porém néo
resultou em aumento da atividade antimicrobiana em cepas de
P. aeruginosa, S. aureus e S. typhimurium.

A NC revelou-se um eficiente sistema carreador de ativo
hidrofdbico, passivel de incorporagdo em outras apresentagdes
farmacéuticas, considerando-se que formulacdes semissélidas
sdo facilmente preparadas apds incorporacdo do polimero
Aristoflex® AVC a NC.

O gel contendo NC se mostrou efetivo contra S. typhimurium e
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S. aureus, preservando a a¢do antimicrobiana por tempo superior
ao gel contendo o carvacrol livre e ao hipoclorito de sodio.

Por fim, a NC revelou-se um produto de féacil dispersdo em
meio aquoso, com acentuada a acdo bactericida e potencial
desinfetante. Entretanto, para que se possa efetivamente
empregar a NC como uma alternativa aos métodos de
sanitizacdo ou desinfeccdo convencionais é necessario
aprofundar o conhecimento sobre seu potencial antimicrobiano
sobre outros microrganismos patogénicos, avaliando a
capacidade desinfetante na presenca de substancias interferentes
bem como, o potencial bactericida sob condi¢es que simulem
as situagdes reais a aplicagdo como um produto desinfetante.
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APENDICE A - Desenvolvimento e validacdo de método
espectrofotométrico para quantificagdo de carvacrol em
nanoparticulas
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1 INTRODUCAO

O carvacrol [2-metil-5-(1-metiletil)-fenol] & um fenol isoprenilico
monoterpénico ciclico (BARANAUSKAITE et al., 2018; MARINELLI;
STEFANO; CACCIATORE, 2018; FERREIRA et al, 2018:
CARVALHO et al., 2018; SHARIFI-RAD et al., 2018; PUBCHEM,
2017; NOSTRO; PAPALIA, 2012; OZKAN; ERDOGAN, 2011;
BASER, 2008), chamado de 5-isopropil-2-metilfenol pela International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). O carvacrol é um
liquido amarelo palido, com propriedades lipofilicas, insoltvel em agua
e altamente sollvel em éter etilico, etanol, acetona e hexano (SHARIFI-
RAD et al., 2018; PUBCHEM, 2017; VINCENZI et al., 2004). Sua
ocorréncia é relatada em plantas aromaticas da familia Lamiaceae
(Labiatae), incluindo espécies dos géneros Origanum, Satureja,
Thymbra, Thymus, Corydothymus e Lippia, esta Gltima da familia
Verbenaceae (MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018;
FERREIRA et al., 2018; CARVALHO et al., 2018; SHARIFI-RAD et
al., 2018; PUBCHEM, 2017; ZHOU et al., 2017; KAMIMURA et al.,
2014; NOSTRO; PAPALIA, 2012; BASER, 2008).

Nos ultimos anos, os 6leos essenciais tém atraido interesse como
uma abordagem alternativa na medicina tradicional pela diversidade de
atividades bioldgicas. A presenga do fitoconstituinte carvacrol, como
componente majoritario de d&leos essenciais, € reconhecida como
marcador de potencial antimicrobiano (OUAZZOU et al., 2012). O
carvacrol emergiu como uma molécula potencialmente ativa por
apresentar forte atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de
bactérias Gram-positivas e negativas (MARINELLI; STEFANO;
CACCIATORE, 2018; ALLAOUA et al. 2018; VINCIGUERRA et al.,
2018; SYED; SARKAR, 2018; CARVALHO et al., 2018; ENGEL et
al., 2018; CAMPANA; BAFFONE, 2018; GARCIA-SALINAS et al.,
2018; RYU et al., 2018; MILADI et al., 2017; ZHOU et al., 2017;
WANG et al., 2016; ARAUJO; LONGO, 2016; ARAUJO et al., 2015;
SANCHEZ; AZNAR; SANCHEZ, 2015; LANDRY et al, 2014; CHO;
LEE, 2014; UPADHYAYA et al., 2013; NOSTRO; PAPALIA, 2012;
CRISTANI et al., 2007).

Estudos realizados tém atribuido a atividade antibacteriana do
carvacrol aos seus considerdveis efeitos sobre as propriedades
estruturais e funcionais da membrana citoplasmética. Devido a natureza
hidrofdbica, o carvacrol interage com a bicamada lipidica da membrana
citoplasmatica bacteriana, se alinha as cadeias de 4&cidos graxos
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causando a expansdo e desestabilizacdo da estrutura da membrana,
aumentando sua fluidez e permeabilidade. Desta forma, os envelopes
celulares constituem seu principal alvo de acdo (MARINELLI;
STEFANO; CACCIATORE, 2018; GARCIA-SALINAS, 2018; SOW et
al., 2017; ARAUJO; LONGO, 2016; MARYAM et al., 2015; NOSTRO;
PAPALIA, 2012; OUAZZOU et al., 2012; CRISTANI et al., 2007).
Além da atividade antimicrobiana, o carvacrol exerce um amplo
espectro de acOes bioldgicas de grande importancia em diferentes areas
incluindo anti-inflamatoria (ALAVINEZHAD et al., 2018; KARA et al.,
2015), antioxidante (BARANAUSKAITE et al., 2017; OZKAN;
ERDOGAN, 2011, CHEN et al., 2009), antitumoral (GUNES-BAY IR et
al., 2018; KHAN et al., 2018a; KHAN et al., 2018b; ELSHAFIE et al.,
2017), analgésica (GUIMARAES et al., 2014; MELO et al., 2012;
BARALDI et al., 2010) e antiparasitaria (SENRA et al., 2013; LAGE et
al., 2013; MORAES et al., 2013).

Entretanto, a natureza hidrofébica e a volatilidade do carvacrol
bem como, sua suscetibilidade a oxidagdo mediada pela luz ou pelo
calor, limitaram seu uso (LIU et al., 2018). Diferentes estratégias
nanotecnolégicas podem ser empregadas visando contornar essas
limitacGes relacionadas as propriedades fisico-quimicas do carvacrol. Os
processos de nanoencapsulamento proporcionam uma barreira protetora
ao carvacrol contra processos de degradacdo e volatilizacao e, ainda, por
melhorar a solubilidade, aumenta a disponibilidade e a eficacia nos
sitios de agdo de interesse (BARANAUSKAITE et al., 2018;
MARINELLI; STEFANO; CACCIATORE, 2018; KOTRONIA et al.,
2017). Segundo Liu e pesquisadores (2018), apds a nanoencapsulacéo os
ativos antimicrobianos frequentemente mostram atividade melhorada em
comparacdo aos ativos na sua forma in natura. Especificamente, o
processo de auto-nanoemulsificacdo (livre de solvente orgéanico)
apresenta outras vantagens importantes que inclui o aumento da
estabilidade do carvacrol durante o armazenamento (HALNOR et al.,
2018; NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; JAISWAL; DUDHE;
SHARMA, 2015), auséncia residual de solventes organicos na
formulagdo final (NIRMALA; NAGARAJAN, 2017; KANWALE et al.,
2015; PATEL et al., 2013; LOVELYN, ATTAMA, 2011) e facilidade
de escalonamento do processo de producdo (BAJERSKI et al., 2016;
MARCATO, 2009; BRUXEL et al.,, 2012). Dentre as estratégias
nanotecnoldgicas que tém sido empregadas para simplificar e otimizar a
aplicacdo do carvacrol como agente antimicrobiano pode-se citar as
nanoparticulas (ROSA et al., 2015; SHAKERI; SHAKERI;
HOJJATOLESLAMI,  2014; WU; LUO; WANG, 2012
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KEAWCHAOON; YOKSAN, 201; CHEN et al., 2009), as nanocapsulas
(IANNITELLI et al., 2011), os lipossomas (BARANAUSKAITE, et al.,
2018; ENGEL et al., 2017; LIOLIOS et al., 2009), as microcapsulas
(WANG et al.,, 2009), os complexos de inclusdo (AL-NASIRI et al.,
2018; GUIMARAES et al., 2015, SANTOS et al., 2015) e as
nanoemulstes (RYU et al., 2018; SOW et al., 2017; LANDRY et al.,
2015; CHANG; MCcLANDSBOROUGH; McCLEMENTS, 2013;
DONSI et al., 2012).

Métodos por cromatografia gasosa (CG) e até mesmo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ja foram descritos na
literatura para a identificacdo e quantificacdo do carvacrol em Gleos
essenciais de diferentes espécies vegetais (KHATIBI, et al., 2015;
HALOCI, 2014; MUNOZ-ACEVEDO; MARTINEZ; STASHENKO,
2009; LIOLIOS, 2009; HAJIMEHDIPOOR, 2009). Apesar da elevada
sensibilidade e reprodutibilidade, essas metodologias apresentam
algumas limitagfes como o alto custo de instrumentacdo e operacao,
tempo relativamente longo de analise, necessidade de experiéncia no
manuseio do equipamento e, ainda, tratamento prévio das amostras
(MAZZARINO et al., 2010; SIQUEIRA-MOURA; LIRA; SANTOS-
MAGALHAES, 2008). As técnicas espectroscopicas sdo as principais
concorrentes da CG e para a quantificagdo de rotina e apresentam a
vantagem de serem mais rapidas, com a obtencdo de espectros em
poucos segundos, além da simplicidade, sensibilidade adequada,
conveniéncia operacional e baixo custo relativo de equipamentos e
reagentes (PRESMICH et al., 2010; TREVISAN; POPPI, et a., 2006).
As principais técnicas espectroscopicas aplicadas em processos incluem
a espectroscopia de absor¢do, espalhamento, reflexdo e emissdo nas
regibes do ultravioleta, visivel e infravermelho, além de espectrometria
de massas e técnicas luminescentes. Utilizada ha mais de 50 anos, a
espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-
Vis) continua sendo importante para monitoramento de processos de
polimerizacéo, bioldgicos, petroquimicos e farmacéuticos (TREVISAN;
POPPI, et a., 2006). O método é baseado na medi¢do da absorbancia
maxima a um comprimento de onda que caracteriza a substancia com
adequacdo nas condigBes operacionais. Uma relagdo linear entre a
absorbancia medida e a concentracdo do principio ativo deve ser
verificada (PRESMICH et al., 2010).

A quantificagdo do carvacrol por espectrofotometria UV-Vis, em
diferentes sistemas de liberacdo, é relatada por alguns autores
(SHAKERI; SHAKERI; HOJJATOLESLAMI, 2014; KAMIMURA et
al., 2014; HOSSEINI et al., 2013; KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011).
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Contudo, o processo de validacdo da quantificagdo do carvacrol por
espectrofotometria UV-Vis em sistemas nanoestruturados nao é descrito
na literatura. O processo de validacdo é essencial para definir se a
metodologia é adequada aos objetivos especificos a que se destina,
certificando que o método analitico seja preciso, exato e reprodutivel
para o tipo de amostra e condigdes de trabalho utilizadas (BARBOZA et
al., 2010; PRESMICH et al., 2010). Assim, como suporte ao
desenvolvimento de formulagdes um método analitico especifico e
sensivel deve ser desenvolvido e validado (MAZZARINO et al., 2010).
Neste contexto, 0 objetivo deste foi desenvolver e validar de um método
analitico quantitativo, simplificado, por espectrofotometria de UV-Vis
para quantificar o carvacrol em uma manoemulsdo obtida por auto-
nanoemulsificagdo (livre de solvente orgénico), gerando resultados
confiaveis e que possam responder satisfatoriamente ao desenho do
presente estudo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

O carvacrol (grau de pureza = 99,8%), obtido por sintese quimica,
foi gentilmente fornecido pela empresa Quimsar Quimica Fina Ltda.
(Palhoca/SC). O ativo foi aliquotado e envasado com atmosfera
modificada (N;). As aliquotas foram lacradas e mantidas em freezer a -
20°C até utilizacdo. Para o desenvolvimento das nanoemulsdes foram
empregados Poloxamer 188 (Kolliphor P188 micro, BASF, EUA) e
lecitina de soja (Lipoid S75-3N, Lipoid GmbH, EUA) gentilmente
doada pela LIPID Ingredients & Technologies, Brasil. Os demais
solventes e reagentes utilizados para a realizagdo desse trabalho foram
acetonitrila grau CLAE (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e agua
ultrapura em sistema Milli-Q® (Millipore, EUA).

2.2 METODOS

2.2.1 Preparacéo das nanoparticulas

A nanoemulsdo contendo carvacrol foi preparada utilizando-se a
técnica de emulsificagdo espontdnea livre de solvente (auto-
nanoemulsificagdo) (PATEL et al., 2013). Uma solucéo contendo 0,25%
(p/v) do tensoativo lecitina (Lipoid S75-3N, Lipoid GmbH), dispersa
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sob aquecimento a 60°C, e 0,5% (p/v) do tensoativo poloxamer 188
(Kolliphor P188 micro, BASF) foi previamente preparada em agua, sob
agitacdo magnética. Em seguida, 98 mL desta fase aquosa foi adicionada
sobre a fase oleosa constituida de 1% (p/v) de carvacrol. O sistema foi
mantido sob agitacdo magnética por 30 minutos e o volume ajustado
para 100 mL.

2.2.2 Espectrofotometria de UV-Vis

No desenvolvimento e validagdo da metodologia analitica
utilizou-se espectrofotdmetro UV-Vis (BEL Photonics®) série UV-MS51.
O comprimento de onda de maior absorbancia do carvacrol (275 nm) foi
determinado, entre os comprimentos de onda de 240 e 300 nm,
utilizando uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho Optico
(AGILENT®), em temperatura ambiente (25°C).

2.2.2.1 Preparo das solucdes padrdo

Uma solugdo mée foi preparada solubilizando-se 100 mg de
carvacrol em 1,0 mL de acetonitrila. A partir desta solugdo, uma
segunda solucdo de 1,0 mg/mL foi preparada em acetonitrila. Esta
solucéo foi, entdo, diluida para obtencdo de diferentes solucdes padrao:
15, 25, 35, 45, 55 e 65 pg/mL de carvacrol em acetonitrila.

2.2.2.2 Validacdo do Método

Os parametros de validacdo: especificidade, linearidade, exatido,
precisdo, limite de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram
avaliados segundo os critérios preconizados pela International
Conference on Harmonisation (ICH) of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e pela
Resolugdo n° 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2003).

A confiabilidade dos parametros estudados pode ser observada
pelo desvio padrdo (DP) ou desvio padrdo relativo (DPR %) das
medidas, sendo determinado um DPR menor do 5%, conforme proposto
em literatura (BRASIL, 2003). Para cada parametro avaliado, foram
realizadas analises em triplicata e andlise estatistica dos resultados
obtidos.
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2.2.2.2.1 Especificidade

A especificidade do método de espectrofotometria de UV-Vis foi
avaliada através da andlise comparativa entre nanoemulsdes brancas
(sem ativo) e solucdo padréo de carvacrol (45 pg/mL), a fim de verificar
se o0s excipientes utilizados nas formulacBes das nanoemulsdes
interferem na quantificagdo do ativo. As amostras foram analisadas por
espectrofotometria em triplicata.

2.2.2.2.2 Linearidade e intervalo

Foram verificadas através da construgdo de uma curva de calibragao
de carvacrol. SolugGes padréo de carvacrol em acetonitrila, variando de 15,
25, 35, 45, 55 e 65 pg/mL, foram preparadas, em triplicata, conforme, e
analisadas por espectrofotometria. O grafico da curva de calibragdo foi
obtido plotando as absorbéncias versus as concentragdes teoricas das
solugdes padrdo. A linearidade foi avaliada através de analise de regressao
linear, utilizando ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados. A
equacdo da reta também foi determinada através de regressdo linear e o
critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (RZ) foi de 0,99,
conforme literatura (BRASIL, 2003).

2.2.2.2.3 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método de recuperagdo do ativo.
NanoemulsGes brancas (sem ativo) foram contaminadas com concentracfes
conhecidas de solucdo padréo de carvacrol em trés diferentes niveis (baixa,
média e alta), correspondendo a 25, 45 e 65 pg/mL. O percentual de
recuperacdo (R) do ativo foi calculado ap6s anélise de absorbancia por
espectrofotometria de UV-Vis, usando a equacdo a seguir (Equagio 1):

(%) x 100 )

Onde:
C1 = concentra¢do de carvacrol adicionada as nanoemulsoes;
C2 = concentracdo de carvacrol determinada na nanoemulséo;

C3 = concentrac¢do de tedrica de carvacrol.
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2.2.2.2.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada avaliando-se a
repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (interdia),
ambas expressas como desvio padrédo relativo (DPR). A precisdo foi
avaliada através da analise de solucbes padrdo contendo diferentes
concentragGes de carvacrol (25, 45 e 65 pg/mL). A repetibilidade foi
avaliada pela medida de cada solucdo padréo, em triplicata, no mesmo
dia, sob as mesmas condicOes experimentais. A precisdo intermediéria
foi avaliada testando cada solugéo padrdo em trés dias diferentes.

2.2.2.2.5 Limite de Quantificacéo (LQ)

O valor do LQ foi calculado, matematicamente, a partir da curva
de calibracdo resultante da média de trés curvas analiticas, sendo
definido como a menor concentragdo na curva de calibracdo

espectrofotométrica do ativo que pode ser medida com precisdo e
exatidao adequadas. LQ pode ser expresso como (Equagéo 2):

Q= — 2)
Onde:

8 = desvio padrdo (DP) do intercepto da curva com o eixo Y da
linha de regresséo;

S = inclinacédo da reta (coeficiente angular).

2.2.2.2.6 Limite de deteccéo (LD)

O valor de LD foi calculado diretamente curva padrao
espectrofotométrica, sendo definido como a menor concentracdo na
curva de calibracdo que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
guantificada como um valor exato. LD é expresso como (Equacéo 3):

LD = — (3)
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d = desvio padrdo (DP) do intercepto da curva com o eixo Y da
linha de regresséo;

S = inclinacéo da reta (coeficiente angular).

2.2.3 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) e teor de
carvacrol nas nanoemulsées

Para a determinagdo da concentracdo total (teor) de carvacrol
(Concrea) presente na suspensdo de nanoparticulas, 50 uL da
formulacdo foi adicionada em 12,5 mL (g.s.p) de acetronitrila, até a
completa dissolugdo. O teor de carvacrol presente nas suspensoes
coloidais foi determinado por espectrofotometria UV-Vis e expresso em
pug/mL. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A determinagdo da concentracdo de ativo associado as
nanoparticulas (eficiéncia de encapsulacdo, EE) foi realizada pelo
método de ultrafiltracdo/centrifugacdo, onde, 0,5 mL da nanoemulséo
foi transferida para unidades de centrifugagdo Amicon Ultra-0,5
(Ultracel®-100 K 100.000 MW; Millipore, Corp., EUA) e centrifugada a
6.000 rpm, durante 40 min, para separar o ativo livre do sobrenadante do
carvacrol nanoencapsulado. A EE do carvacrol foi calculada a partir da
diferenca entre a concentragdo total de carvacrol (Concrq) encontrada
nas suspensdes de nanoparticulas, apés sua completa dissolucdo em
acetonitrila e a concentracdo de ativo livre presente no ultrafiltrado
(ConCumafitnado), determinadas em espectrofotdmetro (BEL Photonics®) a
275 nm. A EE foi calculada conforme Tagliari et al. (2012) (Equacéo 4):

EE= (COHCTotal 'ConCUltraﬁltrado) X 100 (4)
Concrota)

Onde:

Concror = concentracdo total de ativo encontrada na

nanoemulsédo apoés dissolucdo das nanoparticulas;

Concurafitrado = CONCeNtragao de ativo livre encontrada no ultrafiltrado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ESPECIFICIDADE

A especificidade é definida como a capacidade que o método
possui de medir exatamente um composto em presenca de outros
componentes, tais como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz (BARBOZA et al., 2010). O espectro de
varredura do carvacrol em acetonitrila revelou absorbancia maxima no
comprimento de onda de 275 nm (Figura 1), resultado este de acordo
com estudos prévios utilizando diferentes solventes ou sistemas de
encapsulacdo (SHAKERI; SHAKERI; HOJIATOLESLAMI, 2014;
KAMIMURA et al., 2014; HOSSEINI et al., 2013; KEAWCHAOON;
YOKSAN, 2011). Os espectros de absorcdo demonstraram que 0
método é especifico, uma vez que ndo foi observada interferéncia dos
excipientes da formulacdo no comprimento de onda de 275 nm, sob as
condi¢des empregadas (Figura 1).

Figura 1 - Espectros de varredura, do UV-Vis, obtidos para: solu¢éo padrdo de
carvacrol 45 pg/mL (azul) e nanoemulsao branca (vermelha).
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3.2 LINEARIDADE E INTERVALO

Para o intervalo das concentracdes estudadas a curva de
calibracdo média, apresentada na Figura 2, apds as andlises estatisticas
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pelo método dos minimos quadrados, mostrou-se linear na faixa de 15 a
65 pug/mL. Conforme o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos, o coeficiente de correlagéo (R?) é adequado, pois atende
ao critério minimo aceitavel (BRASIL, 2003). A validade do método foi
verificada por andlise de variancia (ANOVA), a qual confirmou a
linearidade da equacdo da reta média, uma vez que, o valor de F
calculado foi maior do que o valor de F critico no nivel de 95% de
confianca, atestando a capacidade do método de gerar resultados
proporcionais as concentragdes estudadas (Tabela 1).

Figura 2 - Curva de calibracdo do carvacrol em acetonitrila.
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Tabela 1 - Dados referentes a linearidade do método.

Pardmetros Resultados

Faixa de Linearidade 15 - 65 pg/mL
Equacdo da reta média: y =ax + b y =0,0132x + 0,0249
Inclinacéo (b) + DP” 0,0249 + 0,0065
Inclinacdo (a) + DP” 0,0132 + 0,0001

R? 0,9997

Fcalculado 3272,92

Fcrl’tico 3,10

"DP = Desvio Padrio, (n = 3).
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3.3 LIMITE DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

A sensibilidade do método foi avaliada pela determinacdo dos
limites de detecgéo (LD) e de quantificacdo (LQ). Os valores calculados
foram 1,6455 e 4,9863 pg/mL, respectivamente, indicando boa
sensibilidade do método para quantificacdo de carvacrol em sistemas
nanoestruturados. Durante o estabelecimento do perfil de liberacdo a
guantidade de ativo liberada varia desde valores extremamente baixos
até valores mais elevados, quando ocorre a completa liberagdo. Assim,
valores de LQ baixos sdo de extrema importancia, uma vez que,
concentracdes reduzidas serdo detectadas e quantificadas com seguranga
(BARBOZA et al, 2010).

3.4 EXATIDAO

De acordo com o ICH, vérias abordagens quantitativas podem ser
usadas para demonstrar a exatiddo do método (ICH, 2005). E
recomendavel a realizacdo de experimentos de investigacdo de
recuperacdo, aproximando, ao maximo, as condi¢cdes do estudo, para
gue possiveis interferéncias entre o analito e a matriz empregada no
desenvolvimento da formulagéo possam ser observadas (MAZZARINO,
2010). Neste estudo, a recuperagdo foi determinada por meio da
avaliacdo da recuperacdo do carvacrol ap6s contaminacdo das
nanoemuls6es brancas com solucdes padrdo de carvacrol, em trés niveis
de concentragdo (baixa, média e alta) conhecidas. Cada nivel foi testado
trés vezes. Os resultados apresentados demostraram a inexisténcia de
diferencas significativas entre os valores de concentragdo de carvacrol
tedricos e encontrados (p < 0,05, ANOVA seguida do Teste de Tukey).
Os valores de recuperacdo obtidos variaram de 99,4% a 100,0%,
satisfazendo os critérios de aceitacdo do estudo. Os valores de desvio
padrdo relativo (DPR) obtidos na avaliacdo da precisdo do método
foram menores que 5%. Os resultados demonstram que o método
apresentou exatiddo adequada (Tabela 2).
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Tabela 2 - Recuperagéo do carvacrol adicionado & formulagdo branca analisada
pelo método proposto. Resultados apresentados como média + desvio padréo ou
desvio padrdo relativo.

Concentracgéo de Carvacrol

(Hg/mL) x DPR™
oorica Dletermirja I Recuperacéo (%) %)
(Média+ DP", n = 3)
25 24,98 + 0,05 99,94 0,21
45 45,00+ 0,13 100,02 0,30
65 65,00+ 0,19 100,01 0,29

"DP = Desvio Padrio; DPR = Desvio Padrio Relativo.
3.5 PRECISAO

A preciséio do método foi determinada avaliando-se a
repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (interdia). Os
resultados mostraram variabilidades intra e interdia satisfatorias, uma
vez que, os valores de DPR foram inferiores a 5,0% (BRASIL, 2003)
(Tabela 3. O método desenvolvido foi considerado preciso ja que o
tratamento estatistico (ANOVA, p < 0,05) demonstrou que ndo ha
diferencas significativas entre as médias das andlises realizadas em
diferentes periodos, uma vez que, o valor de F calculado foi menor do
que o valor de F critico (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados obtidos na avalia¢do da precisdo do método

espectrofotometria UV-Vis para quantificacdo de carvacrol. Resultados

apresentados como média + desvio padrdo ou desvio padréo relativo.
Concentragéo tedrica

Absorbancia + DPR™ Fealculado /

de carvacrol Dia - Feritico
(ug/mL) il (%) Interdia
Intradia 1° 0,361+0,002 0,786
n=3 2~ 03580004 1140
0
o5 . f 0361£0,012 3471 g qge/s 143
(n=9) 2° 0,360+0,002 0,442
30
Intradi 1° 0,617+0,006 0,996
heg 2 0627:0020 3234
- 0
45 . 13 06050016 2656, 3435 143
(n=9) 2° 0,616+0,011 1,763
30
Intradia 1° 0,882+0,010 1,141
(n=3) 2° 0,884+0,013 1,485
- 0
65 . fa 088040005 0660  g10/5 143
(n=9) 2° 0,882+0,002 0,261

"DP = Desvio Padrdo; DPR = Desvio Padrdo Relativo.

3.6 EFICIENCIA DE ENCAPSULAGCAO (EE) E TEOR DE
CARVACROL

Os resultados obtidos na quantificacdo do ativo carvacrol
presente nas formulacGes estdo resumidos na Tabela 4. A concentracao
de ativo encontrada no ultrafiltrado, obtido pelo procedimento de
ultrafiltracdo/centrifugacdo, nas formulagdes com um e 60 dias de
armazenamento foi de 511, 69 e 534, 28 pg/mL, respectivamente,
indicando que apenas uma concentracdo muito baixa ndo foi
encapsulada. A alta EE do carvacrol obtida pode estar relacionada &
baixa afinidade do ativo hidrofébico pela fase aquosa externa da
formulagdo. Nas formulacdes avaliadas, todo carvacrol adicionado foi
completamente recuperado, ndo sendo detectada diferenga estatistica
entre a concentragdo tedrica e mensurada (p < 0,05; ANOVA Unica via
seguida do teste de Tukey). Mesmo apés 60 dias de armazenamento
menos de 6% do ativo ndo foi recuperado. Nestas formulaces,
provavelmente, a fragdo ndo encapsulada do ativo sofreu algum
processo de degradagdo ou, devido a sua natureza oleosa e elevada
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volatilidade, tenha evaporado. Os resultados demonstraram que o
método de espectrofotometria de UV-Vis pode ser aplicado com sucesso
na determinagdo do carvacrol nanoemulsionado.

Tabela 4 - Resultados de teor, recuperagéo e EE do carvacrol nas suspensdes
coloidais. Resultados apresentados como média + desvio padrdo ou desvio
padrdo relativo (n = 3). Letras minusculas distintas em uma mesma linha
indicam diferencas significativas entre concentragdes. Letras mailsculas
distintas em uma mesma coluna indicam diferengas significativas entre
concentracgdes (p < 0,05; ANOVA Unica via seguida do teste de Tukey).

Concentragdo de .
Tempo de Carvacrol Recuperagdo

Amostra Armaze_namento (mg/mL) (%) + Egé‘é))xi
(dias) Add. Men. + DP” DPR

Nanoemulsao 0 10° 10,03* + 0,124 100,33+ 1,24 94,90 £ 0,34

Carl\j/:crol 60 10° 9,50°® + 0,122 95,03 +1,29 94,38 £ 0,22

"DP = Desvio Padrdo; DPR = Desvio Padréo Relativo; Add. = Adicionada;
Men. = Mensurada; EE = Eficiéncia de Encapsulacéo.

4 CONCLUSOES

A metodologia analitica por espectrofotometria na regido do UV -
Vis para a quantificacdo do carvacrol em nanoemulsdes demonstrou ser
especifica, linear, precisa e exata, garantindo a qualidade da analise e
assim as boas préticas de laboratério e fabricacdo, segundo os critérios
estabelecidos pelos orgdos oficiais (ICH e ANVISA). O método
proposto pode ser aplicado com sucesso para a determinacdo da
eficiéncia de encapsulagcdo e do conteldo de carvacrol presente nas
nanoemuls@es desenvolvidas pelo método de auto-nanoemulsificagéo.
Além da importancia nos estudos de formulacdo, o desenvolvimento e
validacdo do método de quantificacdo é pré-requisito para estudos de
estabilidade, estudos de liberacdo/permeacgdo e estudos pré-clinicos das
suspensdes de nanoparticulas. A metodologia desenvolvida e validada
neste estudo constitui, portanto, uma ferramenta (til para quantificaficdo
do carvacrol de forma rapida, facil, com baixo custo de execugdo e
qualidade e seguranca adequadas.



