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RESUMO

Este trabalho apresenta por objetivo desenvolver nanocépsulas de poli (e-caprolactona)
(PCL) revestidas por quitosana contendo oleo essencial de Melaleuca alternifolia (OM) para
aplicagdo topica no tratamento da acne. Visto a necessidade da pesquisa por novas
possibilidades terapéuticas devido aos inconvenientes relacionados a terapia atual da doenga,
estudos t€ém comprovado as potencialidades do OM na terapia anti-acneica. Neste intuito,
buscamos otimizar seus efeitos com a nanoestruturac¢do, incluindo incremento de eficacia,
redugcdo de toxicidade e degradacao, perda por volatilidade, aumento da estabilidade e
controle de liberagdo, visando, assim, o desenvolvimento de uma formulagdo com maior
eficiéncia e seguranga para o tratamento topico da acne. A caracterizagdo do OM foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e as formulagdes
desenvolvidas foram avaliadas quanto as caracteristicas fisico-quimicas [didmetro médio,
indice de polidispersividade (IP), potencial Zeta (pZ), pH, eficiéncia de encapsulacdo e
morfologia], viabilidade celular em linhagem celular de fibroblastos (NIH/3T3) e
queratinocitos (HaCaT) e atividade antimicrobiana frente a C. acnes. O OM apresentou como
componentes majoritarios Terpinen-4-ol (37,11%), y-Terpineno (16,32%), o-Terpineno
(8,19%), p-Cimeno (6,56%) e a-Terpineol (6,07%). As nanocédpsulas de PCL apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as descritas na literatura, com diametro médio
entre 200 e 300nm, pZ negativo e IP < 0,3. Apds o revestimento com quitosana, foi observado
0 aumento no didmetro médio, bem com uma inversdo nos valores de potencial Zeta das
nanoparticulas, sugerindo a ocorréncia do revestimento, o que foi corroborado pelas imagens
de microscopia. Além disso, formulagdes monodispersas (IP < 0,3) foram obtidas. O pH das
nanocapsulas apresentou valores ligeiramente acidos (5-6), compativeis com a aplicagao
topica. A eficiéncia de encapsulacdo foi de aproximadamente 95% (considerando a
concentracdo do marcador quimico principal, Terpinen-4-ol). No ensaio com as linhagens
celulares, foi observado que a nanoestruturagdo pode contribuir para uma maior tolerabilidade
das células em relacio ao OM. Finalmente, os resultados da avaliagdo da eficacia
antimicrobiana indicam que as nanocapsulas revestidas por quitosana sdo capazes de
incrementar a atividade do 6leo encapsulado. Diante disso, consideramos que o nanocarreador

desenvolvido possa ser promissor para o tratamento topico da acne vulgar.

Palavras-chave: Melaleuca alternifolia, nanocapsulas poliméricas, quitosana, acne vulgar.



ABSTRACT

This paper aims to develop chitosan-coated poly (e-caprolactone) (PCL) nanocapsules
containing Melaleuca alternifolia essential oil (MO) for topical application in the treatment of
acne. Given the need for research for new therapeutic possibilities due to the inconveniences
related to current therapy of the disease, studies have proven the potentialities of OM in anti-
acne therapy. To this end, we seek to optimize its effects with nanostructuring, including
increased efficacy, reduced toxicity and degradation, loss by volatility, increased stability and
release control, thus aiming at the development of a more efficient and safe formulation for
topical acne treatment. Characterization of OM was performed by gas chromatography
coupled to mass spectrometry and the formulations developed were evaluated for physical-
chemical characteristics (mean diameter, polydispersity index (PDI), Zeta potential (pZ), pH,
encapsulation efficiency and morphology], cell viability in fibroblast cell line (NIH/3T3) and
keratinocytes (HaCaT) and antimicrobial activity against C. acnes. The main components of
the OM were Terpinen-4-ol (37.11%), y-Terpinene (16.32%), a-Terpinene (8.19%), p-
Cymene (6.56%) and a- Terpineol (6.07%). The PCL nanocapsules presented physical-
chemical characteristics similar to those described in the literature, with mean diameter
between 200 and 300nm, pZ negative and PDI <0.3. After the coating with chitosan, the
increase in the mean diameter was observed, as well as an inversion in the Zeta potential
values of the nanoparticles, suggesting the occurrence of the coating, which was corroborated
by the microscopy images. In addition, monodispersed formulations (PDI <0.3) were
obtained. The pH of the nanocapsules presented slightly acidic values (5-6), compatible with
the topical application. The encapsulation efficiency was approximately 95% (considering the
concentration of the major chemical label, Terpinen-4-ol). In the assay with cell lines, it was
observed that nanostructures may contribute to a greater tolerability of cells in relation to OM.
Finally, the results of the evaluation of antimicrobial efficacy indicate that the chitosan-coated
nanocapsules are able to increase the activity of the encapsulated oil. Therefore, we consider

that the developed nanocarrier may be promising for the topical treatment of acne vulgaris.

Keywords: Melaleuca alternifolia, polymeric nanoparticles, chitosan, acne vulgaris.
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1 INTRODUCAO

A acne vulgar ¢ uma patologia cutanea que afeta a unidade pilossebacea, acometendo
a face, parte superior do térax e dorso, principalmente. Ocorre, geralmente, no inicio da
puberdade, afetando ambos os sexos, com picos entre 14-17 anos nas mulheres € 16-19 anos
nos homens.

A doenga ¢ caracterizada pela formagao de comeddes (abertos e/ou fechados), papulas,
pustulas, nddulos e cistos. Sendo classificada em inflamatéria ou ndo inflamatoéria, conforme
as lesdes. A patogénese ¢ multifatorial, envolvendo a interagdo de fatores como
hiperproliferagao epidérmica folicular com hiperqueratose, excesso de producao de sebo,
presenca e atividade da bactéria comensal Cutibacterium acnes, estados de excesso de
androgenos e inflamacao

Os tratamentos farmacologicos podem ser topicos e/ou sistémicos, de acordo com a
gravidade da doenga, sendo recomendada a terapia topica para as formas de acne leve a
moderada e associagdo de terapias (topica e sistémica) para formas mais severas. Dentre os
inconvenientes relacionados a administragdo topica dos medicamentos, destacam-se a
ocorréncia de eritema, irritagdo cutanea e fotossensibilidade provocados pelos retindides e a
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos sintéticos. Tais problemas podem implicar em
menor eficacia e/ou fracasso terapéutico, além da possibilidade de recidivas.

Dessa forma, torna-se importante a pesquisa por novas possibilidades terapéuticas para
o tratamento topico da acne vulgar, dentre as quais incluem a utilizagao de produtos naturais
como fonte de substincias bioativas. Sob essa perspectiva, estudos tém comprovado as
potencialidades do uso dermatologico do o6leo essencial de Melaleuca alternifolia (OM) na
terapia anti-acneica. Nesses estudos, observou-se eficacia semelhante ou superior do OM
quando em comparacdo a ativos amplamente utilizados na terapéutica. Além disso, a
associacao desse 6leo com ativos sintéticos também resultou em aumento da atividade anti-
acneica. Ademais, existem relatos de menos efeitos adversos no uso do OM se comparado a
farmacos sintéticos.

A veiculacdo de ativos através de sistemas nanoestruturados ¢ uma alternativa viavel
para incrementar parametros de estabilidade, seguranga e eficdcia. As nanoparticulas
poliméricas sdo sistemas promissores para o carreamento de farmacos e, podem ser divididas
em dois tipos principais: nanocapsulas e nanoesferas, as quais se diferenciam em relacdo a
composicao e estrutura. Diversos estudos tém se dedicado a preparacdo de nanocapsulas com

superficie modificada com a finalidade de melhorar suas propriedades fisico-quimicas e
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biologicas. Nesse sentido, particulas revestidas com o copolimero quitosana mostram-se
promissoras devido as suas caracteristicas de base fraca que favorece a interagdo com superficies

carregadas negativamente, como as membranas celulares, possui atividade antibacteriana e

biocompatibilidade e biodegradabilidade.

O presente trabalho apresenta como objetivo desenvolver um produto inovador para o
tratamento topico da acne vulgar, por meio da estratégia de nanoestruturagdo do oleo
essencial de M. alternifolia, o qual apresenta propriedades promissoras frente a essa patologia.
Tendo em vista, o incremento de eficacia anti-acneica, reducao de toxicidade e degradacao
extrinseca, perda por volatilidade, aumento da estabilidade e controle de liberagdao. Além da
adi¢do do revestimento com quitosana para aumento da eficiéncia anti-acneica e controle de
liberagdo do OM. Pretendendo, assim, o desenvolvimento de uma formulagcdo com maior

eficacia e segurancga para o tratamento topico da acne.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ACNE VULGAR

A acne vulgar ¢ uma dermatose inflamatoria que afeta a unidade pilossebacea
(OLIVEIRA, 2011), acometendo as areas da pele com maior densidade de foliculos sebaceos,
as quais incluem a face, a parte superior do térax e o dorso (FIGUEIREDO et al., 2011).

E uma doenca de pele comum que geralmente tem inicio na puberdade, atingindo
ambos os sexos, com picos entre 14-17 anos nas mulheres e entre 16-19 anos nos homens
(FIGUEIREDO et al., 2011; VAZ, 2003; VINHAL et al., 2014). O Global Burden of Disease
Project estima a prevaléncia da acne em 9,4%, classificando-a como a oitava doenga mais
prevalente no mundo (TAN; BHATE, 2015). Segundo dados norte-americanos a acne afeta
80-85% dos individuos com idades compreendidas entre os 12 e os 25 anos, caindo este
nimero para 8% nos individuos entre os 25 e os 34 anos e para 3% entre os 35 e os 44 anos.
Salienta-se que 12% das mulheres e 3% dos homens continuam com a afec¢ao até aos 45 anos
(BHATE; WILLIAMS, 2013; FIGUEIREDO et al., 2011; VINHAL et al., 2014).

No Brasil, a acne ¢ mais frequente dos 14 aos 17 anos, com incidéncia de 1% na
populacao masculina com inicio mais tardio (16-19 anos) e 5% na feminina, sendo geralmente
mais grave nos homens e mais persistente nas mulheres (VAZ, 2003; VINHAL et al., 2014).
De acordo com o Censo Dermatoldgico da Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD),
realizado em 2006 com cerca de 55 mil pacientes do setor publico e de clinicas privadas, a acne
foi a causa mais frequente de atendimento acometendo 14 % dos pacientes atendidos pelos
dermatologistas, sendo a faixa etaria entre 15-25 anos a que concentra o maior nimero de
pacientes (CAMPOS; PENNA, 2007).

Considerada uma patologia cutanea universal, a acne ¢ caracterizada pela formacao de
comeddes (abertos ou fechados), papulas, pustulas e, menos frequentemente, de nodulos e
cistos (TOIGO, 2015). As lesdes da acne, do ponto de vista clinico, classificam-se em nao-
inflamatoéria (Grau I, leve) e inflamatéria (Grau II-IV, moderada a grave), de acordo com o
tipo de lesdo predominante (OLIVEIRA, 2011; VAZ, 2003). A acne fulminante (Grau V) ¢
uma manifestagdo grave, muito rara, que pode ocorrer durante a evolu¢ao da acne vulgar
(Figura 1). Esse tipo de manifestacdo acomete principalmente adolescentes do sexo
masculino, entre 13 a 16 anos, com acne leve a moderada. Sua etiologia ainda nao ¢
completamente elucidada. Estima-se que ocorre em menos de 1% da totalidade dos casos de

acne (PEREIRA et al., 2011; ZANELATO et al., 2011).



Figura 1 — Classificacdo clinica da acne vulgar
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Fonte: EADY; GLOOR; LEYDEN, 2003; SILVA; COSTA; MOREIRA, 2014; OLIVEIRA, 2011;
ZANELATO et al., 2011

Em um estudo realizado em Sao Paulo com 452 adolescentes entre 10 ¢ 17 anos,
observou-se prevaléncia de 61,1% de acne comedogénica, 30,6% de acne papulopustulosa leve
e 7,6% de moderada, afetando principalmente a face (97,5%). Além disso, os autores notaram
que houve maior chance de evolugdo para a acne inflamatéria com o aumento da idade
(BAGATIN et al., 2013).

A acne ¢, frequentemente, uma manifestacdo temporaria da puberdade, mas com
potencialidade de se manter e agravar. Por ser considerado um processo normal do
desenvolvimento, ha um atraso na procura de ajuda médica, o que pode levar ao aparecimento
de cicatrizes que, além da estética da pele, podem atingir o aspecto psicossocial do paciente
com diminuicdo da autoestima e da autoconfianca, conduzindo ao afastamento social e

mesmo a depressdo (BRENNER et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2011; VAZ, 2003).
2.1.1 Fisiopatologia da acne vulgar
A acne tem uma patogénese multifatorial, desenvolvendo-se devido a interacdo dos

seguintes fatores: hiperproliferacdo epidérmica folicular com hiperqueratose, excesso de

produgdo de sebo, presenga e atividade da bactéria comensal Cutibacterium acnes (C. acnes)
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anteriormente denominada como Propionibacterium acnes (DRENO et al., 2018; ERDEI et
al., 2018; GHARAMTI; KANAFANI, 2017; PLATSIDAKI; DESSINIOTI, 2018) devido a
diferencas filogenéticas substanciais na sequéncia do gene 16S RNAr (SCHOLZ; KILLIAN,
2016), em estados de excesso de androgenos e inflamacao (Figura 2) (DEMINA et al., 2017).

Figura 2 — Patogénese da acne vulgar
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Fonte: FITZPATRICK’S DERMATOLOGY IN GENERAL MEDICINA, 2012.

A puberdade tem sido associada ao inicio da acne vulgar devido ao aumento dos
androgenos durante esse periodo, os quais estimulam a produgdo de sebo através da ligagao de
receptores sobre glandulas sebaceas e ductos pilossebaceos. Embora produzido em maiores
quantidades pelas glandulas supra-renais e as gonadas, os androgenos também sdo
sintetizados localmente dentro das glandulas sebaceas, onde promovem proliferagao de
queratinocitos, bem como das proprias glandulas (DAS; REYNOLD, 2014). Este estimulo
sobre as glandulas sebéaceas e os queratindcitos foliculares aumentam a produgdo sebacea e
levam a hiperqueratose folicular que, juntamente com a descamacgao anormal dos cornedcitos,
resultam na formac¢do do microcomedao, lesdo inicial da acne e ainda ndo perceptivel
visualmente, devido a oclusdo do ducto folicular (MONTAGNER; COSTA, 2010). Os
hormdnios andrégenos promovem a comedogénese, também, pela regulagdo dos fatores de
crescimento ¢ da IL-la (DAS; REYNOLD, 2014). De modo geral, a producdo sebacea
depende dos androgénios circulantes e da resposta da unidade pilossebacea (MONTAGNER;
COSTA, 2010).
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Por outro lado, a alteracdo na barreira epidérmica facilita a penetracdo de
microrganismos e ocasiona o acimulo de sebo no interior do foliculo, levando a dilatagdo do
mesmo, originando o comeddo (COSTA; ALCHORNE; GOLDSCHMIDT, 2008;
MONTAGNER; COSTA, 2010). Esses microrganismos hidrolisam os triglicerideos do sebo
através de esterases, resultando na liberacdo de 4cidos graxos livres que irritam a parede
folicular, induzem a queratinizagdo e ativam a resposta imunologica com liberacdo de
mediadores pro-inflamatdrios que, por sua vez, atraem leucocitos polimorfonucleares para
local, os quais ampliam a liberacao de citocinas, desencadeando o processo inflamatdrio local,
gerando as papulas e pustulas (COSTA; ALCHORNE; GOLDSCHMIDT, 2008;
MONTAGNER; COSTA, 2010). A interagdo entre a bactéria e a resposta imunoldgica
acarretam a liberacdo de proteases hidroliticas que atuam na parede epitelial infundibular,
fragilizando-a e levando ao extravasamento de substancias irritantes para a derme subjacente,
essa ruptura forma os nodulos (COSTA; ALCHORNE; GOLDSCHMIDT, 2008; DEMINA et
al., 2017, MONTAGNER; COSTA, 2010). No processo de cura, essas lesdes mais profundas
formam as cicatrizes.

Dentre as bactérias residentes na pele, a principal causadora da acne ¢é a Cutibacterium
acnes (CALABRESE, 2012). Componente do microbioma das unidades pilossebaceas e
estrato corneo, a C. acnes € um bacilo Gram-positivo, anaerébio, ndo formador de esporos,
pleomorfico e aerotolerante (AUBIN et al., 2014; NEVES et al., 2015; PERRY; LAMBERT,
2006). A bactéria foi, a principio, considerada um agente de baixo potencial patogénico,
entretanto o conhecimento sobre a sua diversidade genética e potenciais fatores de viruléncia,
como resisténcia a fagocitose, fizeram com que, atualmente, tal microrganismo seja
considerado um patdgeno potencialmente oportunista (AUBIN et al., 2014; NEVES et al.,
2015). Durante algum tempo, a C. acnes foi considerada suscetivel a uma ampla gama de
antimicrobianos, incluindo clindamicina, B-lactamicos e quinolonas. No entanto, na ultima
década, a taxa de bactérias resistentes a antimicrobianos aumentou, especialmente para
macrolideos e tetraciclinas, mas também em relacdo a rifampicina (FEUILLOLAY et al.,
2016). Um individuo pode carrear complexa populagdo de C. acnes, com nimero de clones
variavel de um a seis, que apresentam distintos potenciais patogénicos e diferentes padrdes de
resisténcia, aspectos que impactam diretamente a dificuldade do tratamento da acne (NEVES
et al., 2015). Neste contexto, ressalta-se a importancia da busca por novas alternativas
terapéuticas para o controle e tratamento da acne.

A C. acnes mostra interagdes complexas com eventos-chave implicados na patogénese

da acne. A bactéria pode interagir com o sistema imunologico inato, incluindo receptores
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Toll-like (TLRs, do inglés, toll like receptor), peptideos antimicrobianos (AMPs), receptores
ativados por proteases (PAR) e metaloproteinase de matriz (MMP) e regula a secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo interleucina-la (IL-1a), IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), e fator estimulante de colonias de granuldcitos-macréofagos
(GMCSF), por queratinocitos humanos, sebocitos e macrofagos (PLATSIDAKI;
DESSINIOTI, 2018).

Os TLRs sao receptores de reconhecimento padrao expressos na superficie de células
dendriticas, queratindcitos, mondcitos/macrofagos, neutrdfilos e células natural killer. Sao
proteinas transmembranas capazes de mediar resposta as moléculas padrao associadas aos
patogenos. Quando os TLR sdo ativados por ligantes microbianos, desencadeia-se resposta
intracelular que convergem na translocag¢do nuclear do fator de transcricio NF-«xB, o qual
modula, entdo, a expressdo de varios genes de resposta imune (DAS; REYNOLD, 2014;
DEMINA et al., 2017). Citocinas mediadas por TLR também podem induzir
metaloproteinases de matriz (MMPs), endopeptidases produzidas por diferentes tipos
celulares, incluindo os queratindcitos, que desempenham papéis na inflamagdo da acne,
destruicdo da matriz dérmica e na formagdo de cicatrizes (DAS; REYNOLD, 2014;
MONTAGNER; COSTA, 2010). Existem 11 tipos de TLR e descobriu-se que a C. acnes
possui um fator soluvel que, na presenga de linfocito CD14, é capaz de ativar, principalmente,
os TLR-2 e TLR-4 e induzir a sintese de fatores pré-inflamatorios locais, como o TNF-a, IL-
1B, prostaglandinas, leucotrienos e IL-8 (MONTAGNER; COSTA, 2010). Especificamente, a
estimulagdo de TLR2 pela C. acnes aumenta as concentragoes de IL-8 e IL-12 (DEMINA et
al.,2017).

Estudos recentes, realizados in vitro, revelaram que a C. acnes pode induzir a
producao de IL-17 pelas células T (Th1/Th17). Adicionalmente, as espécies oxigénio-reativas,
em especial o radical hidroxila, o peréxido de hidrogénio e o radical superoxido, geradas por
fagdcitos, como os neutrofilos, tem importante papel de mediagdo inflamatoria da acne
(COSTA; ALCHORNE; GOLDSCHMIDT, 2008). Por outro lado, porfirinas secretadas pelo
microrganismo podem gerar espécies reativas de oxigénio (ERO) que induzem a inflamagao

nos queratinécitos e resultam em lesdes acneicas (PLATSIDAKI; DESSINIOTI, 2018).

2.1.2 Tratamento da acne vulgar

O tratamento farmacoldgico da acne visa controlar os diferentes fatores que

constituem a patogenia. A escolha mais adequada de tratamento envolve a integracdo de
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multiplos aspectos como o tipo de lesdo, a distribuicdo das lesdes, duracdo da doenca,
resposta passada e presente a terapia, tendéncia a cicatrizacdo e pigmentacdo da pele
(OLIVEIRA, 2011; VITHAL et al., 2014).

Uma ampla gama de tratamentos topicos e sistémicos esta disponivel, sendo
recomendada a terapia topica para as formas de acne leve a moderada, enquanto que para as
formas mais severas uma combinacdo de terapia topica e sistémica pode ser necessaria
(Figura 3). Os agentes utilizados no tratamento topico da acne sdo os retindides (treninoina,
adapaleno, tazaroteno), o acido azelaico, o peroxido de benzoila e antimicrobianos (sobretudo
clindamicina e eritromicina). Por outro lado, outras terapias topicas tém sido aplicadas
(peeling quimico, peeling mecanico, fototerapia, agentes queratoliticos e antiandrogénios). O
tratamento sistémico deve ser considerado nas formas inflamatdrias da acne e de dificil
antimicrobianos orais (particularmente tetraciclinas e

controle. Podem ser wusados

eritromicina), antiandrégenos (acetato de ciproterona, espironolactona, bem como

contraceptivos orais) e retinoides sistémicos (isotretinoina) (OLIVEIRA, 2011; VITHAL et

al., 2014).

Figura 3 - Algoritmo para o tratamento da acne
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2.1.2.1 Tratamento topico

Retindides

Os retinodides sdo derivados da vitamina A (retinol) e possuem a capacidade de se ligar
e ativar receptores do acido retindico (AR) diretamente ou por conversao metabolica e, assim,
induzir a transcri¢ao do gene que codifica o AR (OLIVEIRA, 2011).

Essa classe de farmacos de uso topico (isolados ou em associagdo) ¢ tida como a
primeira linha de tratamento da acne leve a moderada. Sao os agentes comedoliticos mais
eficazes para o tratamento da acne vulgar, pois influenciam na proliferagdo e diferenciacao
celular e normalizam a descamacdo anormal do epitélio folicular, evitando a formacdo de
novas lesoes, além de diminuir a formagao ¢ o nimero de microcomedodes (OLIVEIRA, 2011;
MONTAGNER; COSTA, 2010).

Estes agentes também afetam/modulam multiplas vias inflamatérias: inibem a
migracdo de leucdcitos, incluindo a quimiotaxia dos neutrofilos, a expressdo do receptor de
pedagio, produgdo de espécies reativas de oxigénio em leucocitos, producdo de citocinas e o
metabolismo do acido araquidonico. Além disso, os retindides regulam o fator de transcricao
AP-1 (proteina ativadora-1) que, por sua vez, resulta na inibi¢do de MMPs, enzimas
responsaveis pela formagdo de cicatrizes na acne (DRENO et al., 2015; GAMBLE et al.,
2012). Relata-se também que tanto a tretinoina como o adapaleno inibem a expressdo de
TLR2 em mondcitos e evitam a liberagdo de radicais livres de oxigénio pelos neutrofilos
(DAS; REYNOLDS, 2014).

A tretinoina ¢ principal representante dessa classe de medicamentos. Foi o primeiro
retindide topico estudado pertencente a primeira geragao juntamente com a isotretinoina oral,
¢ o farmaco topico de escolha para o tratamento da acne nao-inflamatéria (comedao aberto ou
fechado). Esta disponivel nas concentracdes de 0,025%, 0,05% e 0,1% na forma de creme. O
uso da tretinoina leva a diminuicdo da espessura do estrato corneo, aumentando a
susceptibilidade da pele a danos causados pelo sol, vento, frio ou secura, ¢ diminuindo a
tolerancia a adstringentes, solventes organicos e sabonetes. Além disso, seu uso ¢ limitado por
causar irritacao local apos o inicio da terapia, ocasionando baixa tolerabilidade e adesdao do
paciente. Ademais, possui alta instabilidade na presenca de luz, ar e calor (OLIVEIRA, 2011;
VAZ, 2003; VITHAL et al., 2014).

Atualmente, a utilizacdo de agentes terapéuticos com mecanismos complementares,

associando retindides topicos com antimicrobianos que ndo contribuem para resisténcia
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bacteriana, como o peroxido de benzoila, tem sido apresentado como a primeira linha de
tratamento da acne. O objetivo ¢ abranger multiplos fatores patogénicos, tratando,
concomitantemente, lesdes nao inflamatérias e inflamatérias (GAMBLE et al., 2012;

VITHAL et al., 2014).

Antimicrobianos topicos

Ao longo dos anos, produtos topicos de carater bacteriostatico ou bactericida foram
introduzidos para o tratamento da acne vulgar. Nessa categoria, pode-se citar o peroxido de
benzoila, a eritromicina, a clindamicina e acido azelaico (MONTAGNER; COSTA, 2010).

O peroxido de benzoila ¢ um fairmaco com acdo bactericida eficaz no tratamento da
acne inflamatdria, embora também possua alguma atividade comedolitica e anti-inflamatoria.
Foi introduzido no tratamento da acne em 1934 e ¢ amplamente utilizado na terapia topica.
Esse farmaco libera radicais livres de oxigénio que oxidam as proteinas bacterianas,
ocasionando a morte do microrganismo. A redugdo da populagdo bacteriana leva & diminuigao
da producao de 4cidos graxos livres (comedogénicos e irritantes) e de fatores quimiotaticos.
Além disso, também parece reduzir o tamanho das glandulas sebaceas. Relata-se que o
perdxido de benzoila ndo induz resisténcia bacteriana, entretanto as diretrizes de tratamento
geralmente ndo recomendam seu uso isoladamente, mas em combina¢do com um retindide
topico. As formulagdes topicas estdo disponiveis nas concentragdes de 2,5; 5; 10 e 20%,
comumente sob as formas de sabonetes, géis e cremes. O efeito ¢ dose dependente, assim
como a ocorréncia de irritagdes (DAS; REYNOLDS, 2014; DRENO er al., 2015;
MONTAGNER; COSTA, 2010; VAZ, 2003).

Como descrito anteriormente, os antimicrobianos tdpicos utilizados com maior
frequéncia sao clindamicina e eritromicina, ambos com eficacia semelhante, sendo indicados
no tratamento da acne ndo-inflamatoria e inflamatoéria leve. Esses farmacos inibem o
crescimento e atividade da C. acnes, devido a ligacdo com a subunidade 50S do ribossomo, o
que leva a inibi¢do da sintese proteica (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Tais
ativos podem ser administrados isoladamente ou em combinagdo com outros farmacos
topicos, como a tretinoina ou o PB e estdo disponiveis sob diferentes formas farmacéuticas,
tais como solucdes, logdes, géis e cremes (DAS; REYNOLDS, 2014; MONTAGNER;
COSTA, 2010; VAZ, 2003). E importante ressaltar que estudos tém demonstrado o aumento
de casos de resisténcia da C. acnes aos principais antimicrobianos utilizados no tratamento da

acne (AUBIN et al., 2014; TOYNE et al., 2012; WALSH; EFTHIMIOU; DRENO, 2016).
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Nesse sentido, os protocolos clinicos preconizam a utilizagdo de antimicrobianos associados
em detrimento a monoterapia (COSTA; BAGATIN, 2013; SILVA et al, 2014
THIBOUTOUT et al., 2009).

Pelo exposto, no que diz respeito aos inconvenientes relacionados a administracdo
topica dos ativos apresentados, observa-se a ocorréncia de eritema, irritacdo cutanea e
fotossensibilidade provocados pelos retinodides (TRIPATHI et al., 2013; SILVA et al., 2015)
e, sobretudo, uma importante questdo de saude publica: a resisténcia bacteriana oriunda da
utilizacdo indiscriminada dos antimicrobianos sintéticos (PATEL et al., 2010;
ANDRIESSEN; LYNDE, 2014; DEL ROSSO, 2015; LIU et al., 2015). Tal problema ¢
agravado pela exposicdo prolongada dessas substancias em doses abaixo da concentracao
inibitéria minima e implica em menor eficicia e/ou insucesso terapéutico, além da
possibilidade de recidivas (NGUYEN; EICHENFIELD, 2015).

A C. acnes resistente tem sido associada a infec¢des mais graves, como artrite séptica
e endocardite, sobretudo em individuos imunocomprometidos (DELAHAYE et al., 2005;
BERTHELOT et al,. 2006). Nesse contexto, visando contornar os problemas relatados, torna-
se importante a pesquisa por novas possibilidades terapéuticas para o tratamento topico da
acne vulgar. Dentre essas, a utilizagdo de produtos naturais merece destaque (UPADHYAY et
al., 2014; KARYGIANNI et al., 2016). Sob essa perspectiva, estudos t€ém comprovado as
potencialidades do uso dermatolégico do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia na terapia
anti-acneica (HAMMER et al., 2003; MALHI et al., 2017; PAZYAR et al., 2013; HAMMER,
2015).

2.2 GENERO Melaleuca

O género Melaleuca, pertencente a familia Myrtaceae, da Ordem Myrtales, inclui
cerca de 230 espécies com distribuigdo em regides tropicais e subtropicais, especialmente na
Australia e na América do Sul. Tradicionalmente, o seu uso deve-se as propriedades
medicinais e aromaticas (MONTEIRO et al., 2013; SILVA, 2007).

Quanto a morfologia, sdo descritas como espécies arboreas com folhas simples;
alternas ou opostas decussadas, sésseis ou pecioladas; estipulas ausentes; lamina inteira,
coriacea, lanceolada, base simétrica, margem lisa; nervagao peninérvea; nervuras secundarias
fechadas; proeminentes ou ndo, visiveis; nervuras de ordem superior reticuladas.
Inflorescéncias em racemos espiciformes ou representadas por flores solitarias; terminais ou

axilares; em eixos sem ramificagdes. Flores monoclinas (bissexuais) ou diclinas (femininas
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estéreis); epiginas; hipanto fundido ao ovario na regido proximal, subgloboso ou
campanulado; perianto presente. Célice com 5 sépalas; livres ou parcialmente fundidas;
persistentes no fruto ou caducas. Corola com 5 pétalas; livres; inteiras. Estames numerosos,
branco esverdeados, livres ou conados; filetes curtos ou longos, fundidos na base; livres do
perianto; polistémones; organizados em 5 fasciculos opostos as pétalas; anteras ditecas,
dorsifixas (raro basifixas), rimosas. Fruto capsula, com hipanto normalmente lenhoso ou
sublenhoso, semiglobosa a globosa, com deiscéncia apical, com muitas sementes. Sementes
obovoides-oblongas a obovoides, ndo aladas; testa delgada; endosperma ausente
(MONTEIRO et al., 2013).

Embora o género Melaleuca seja constituido por um grande nimero de espécies, trés
sdo mais utilizadas comercialmente: Melaleuca alternifolia Cheel, Melaleuca cajuputi (J.F.

Gmel.) Powell e Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.T. Blake (MONTEIRO et al., 2013).

2.2.1 Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae)

A espécie Melaleuca alternifolia (Figura 4), conhecida internacionalmente como “fea
tree” (arvore de cha), € nativa da costa subtropical nordeste da Australia, regido de New South
Wales, crescendo em regides pantanosas ou proximas a rios (OLIVEIRA, 2009; LEMOS,
2008).

As atividades biologicas associadas a espécie decorrem do 6leo essencial, sendo este
um dos mais estudados quanto a sua composicao, propriedades medicinais e toxicidade
(MONTEIRO et al., 2013). A denominacao 6leo de Melaleuca (TTO - fea tree oil) ¢
reconhecida e adotada oficialmente pelo Australian Therapeutic Goods Administration para o

0leo essencial extraido da M. alternifolia (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006).

Figura 4 - Aspecto das folhas, flores e ramos terminais da Melaleuca alternifolia.

Fonte: MARINI, 2014; OLIVEIRA, 2009; THOMSEN; HAMMER; RILEY, 2010
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O termo Tea Tree Oil foi denominado no ano de 1777, por James Cook. Esse capitdo
observou que aborigenes nativos da regido de New South Wales produziam um chd, a partir de
uma arvore pequena de folhas verdes escuras, até entdo desconhecida. Além das suas
atribuicdes aromaticas, os nativos da regido alegavam que a planta possuia propriedade de
cura e crencgas sobre lagos (no qual a planta havia sido imersa) também eram muito frequentes
(KULMANN, 2018). A natureza aromatica das folhas de Melaleuca alternifolia
provavelmente teria levado a sua utilizagdo pelos aborigenes (CARSON; RILEY, 1993).
Posteriormente, os membros da tripulagdo de James Cook descreveram no final do século
XVIII o uso do 6leo da arvore do ché para o mundo ocidental (SALLER et al., 1998).

Além da M. alternifolia, varias espécies proximas, M. cajuputi, M. leucadendron, M.
linariifolia e M. quinquenervia foram utilizadas pelos aborigenes para o tratamento de dores
de cabeca, resfriados e como repelente de insetos. Na maioria dos casos, as folhas e pequenos
galhos eram esmagados e o vapor inalado. Por vezes, as folhas maceradas foram embebidas
em agua e ingeridas ou derramadas sobre o corpo (CARSON; RILEY, 1993).

Com o passar dos anos, tais relatos despertaram a curiosidade de pesquisadores que
passaram a buscar uma explicagdo cientifica para o efeito curativo da planta (KULMANN,
2018). O 6leo essencial foi destilado pela primeira vez em 1925 (SALLER et al., 1998) e, por
décadas, a extracdo do mesmo foi realizada pelo corte manual das folhas e por meio do
processo de destilagdo em alambiques. Em 1930 teve-se a primeira publicagdo em um Jornal
de odontologia, no qual MacDonald, um pesquisador, relatava propriedades antissépticas da
planta (KULMANN, 2018). Dessa forma, oleo da “arvore do cha” tornou-se um agente
antisséptico padrdo para cirurgia, especialmente para cirurgia dentaria (SALLER et al., 1998).
Além disso, diversos relatos da época destacaram diversas condi¢cdes que haviam respondido
a aplicacdo de Oleo da tea tree, tais como doencas ginecoldgicas, infeccdes bacterianas e
fungicas de natureza diversa (CARSON; RILEY, 1993).

Durante a 2* Guerra Mundial, o 6leo essencial foi usado em grandes quantidades como
agente antisséptico local por soldados australianos, sendo incluido como item basico nas
caixas de primeiros socorros (LEMOS, 2008; SALLER et al., 1998). Nos anos do pos-guerra,
a industria do 6leo de Melaleuca entrou em declinio devido a inumeros fatores, em especial
aqueles relacionados ao fornecimento ndo confiavel, qualidade variavel e sobretudo ao
advento dos antibidticos. Neste ponto, o interesse australiano no oleo de M. alternifolia
praticamente cessou (CARSON; RILEY, 1993).

No entanto, a partir do desenvolvimento da etnomedicina e com o aumento da

resisténcia a antibidticos na década de 70, o 6leo de tea tree foi "redescoberto". Com isso,
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houve um aumento da pesquisa cientifica sobre sua eficdcia, o que resultou em uma grande
variedade de produtos a base do 6leo de Melaleuca na Austrélia e no exterior (SALLER et al.,
1998), incluindo o6leos, géis, creme, locdo para as maos € para O COrpo, xampus,
condicionadores, balsamos para os pés, sabonetes, linimentos, pastas de dente, repelentes de
insetos, dentre outros (CARSON; RILEY, 1993).

No final da década de 80, foram publicados os primeiros estudos sobre a composi¢ao
do 6leo essencial da Melaleuca alternifolia. Tais estudos avaliaram aproximadamente 830
amostras do 6leo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e, com isso,
foi possivel a detec¢ao de 100 compostos (BROPHY et al., 1989), incluindo hidrocarbonetos
terpénicos, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos (KULMANN, 2018).

2.2.1.1 Oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel (Myrtaceae)

O oleo essencial de M. alternifolia ¢ predominantemente formado por metabodlitos
terpenoidicos (KESZEIL; HASSAN; FOLEY, 2010), classe de metabdlitos secundarios com
uma grande variedade estrutural, formados pela fusdo de unidades isoprénicas de cinco
carbonos, isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmetro dimetilalil difosfato (DMAPP), sendo
classificados de acordo com o numero de isoprenos que os constituem (JAKIEMIU, 2008;
SANTOS, 2015). O geranil difosfato, molécula formada pela ligagdo de duas unidades
isoprénicas (IPP ¢ DMAPP), origina o carbocation linalil que, por deslocamento de
carbocation, forma outras moléculas (geranil carbocation, a-terpinil carbocation, terpenenil
carbocation, piperitenil carbocéation e felandril carbocétion), gerando inimeros e distintos

monoterpénicos encontrados no OM (Figura 5) (KESZEIL; HASSAN; FOLEY, 2010).
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Figura 5 - Relagdo biossintese de monoterpenos presentes do 6leo essencial de M. alternifolia
g
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Legenda: 1: difosfato de geranil, 2: linalil carbocation, 3: geranil carbocation, 4: o-terpinil
carbocation, 5: terpenenil carbocation, 6: piperitenil carbocation, 7: felandril carbocation, 8: pinil
carbocétion, 9: sabinil carbocéation, 10: linalol, 11: mirceno, 12: B-pineno, 13: a-pineno, 14: limoneno,
15: a-terpineol, 16: 1,8-cineol, 17: terpinoleno, 18: a-terpineno, 19: y-terpineno, 20: terpinen-4-ol, 21:
a-tujeno, 22: sabineno, 23: sabineno hidratado, 24: piperitol, 25: a-felandreno, 27: p-cimeno.

Fonte: KESZEI; HASSAN; FOLEY, 2010

A Melaleuca alternifolia ¢ uma planta rica em terpenos, entretanto possui variacao
qualitativa significativa no perfil destes metabolitos, descrevendo seis quimiotipos distintos:
trés quimiotipos cardinais denominados por terpinoleno, 1,8-cineol e terpinen-4-ol e trés
intermediarios entre estes (PADOVAN et al., 2017). A presenca de quimiotipos na M.
alternifolia podem ser resultado de adaptacdo as interagdes bidticas complexas como co-
ocorréncia com espécies do mesmo género, presenca de herbivoros e alteragdes genéticas em
enzimas chave da biossintese. O quimiotipo rico em terpinen-4-ol ¢ o mais estudado e
utilizado medicinalmente (KESZEI; HASSAN; FOLEY, 2010), sendo produzido
comercialmente e que apresenta regulamentacao e padronizagao.

O ¢leo essencial de Melaleuca alternifolia ¢ obtido por hidrodestilacdo ou arraste de
vapor das folhas e ramos terminais (CASTRO et al., 2005) e sua composi¢ao ¢ regulamentada
por um padrdo internacional descrita na ISO 4730-2017 [International Organization for

Standardization, Essential oil of Melaleuca, terpinen-4-ol type (Tea Tree oil)] que define
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maximos e/ou minimos para 15 componentes majoritarios do 6leo (Tabela 1), selecionados
devido inumeros fatores, incluindo a verificagdo de proveniéncia e atividade biologica
(CARSON; HAMMER; RILEY, 2006). Na Figura 5 estdo representadas as estruturas

quimicas dos principais componentes do 6leo.

Tabela 1 — Composi¢ao do oleo de Melaleuca alternifolia, conforme padrao internacional.

Componentes Composiciao (%) - ISO 4730* Tipo do constituinte”
Terpinen-4-ol 35,0 — 48,0 Monoterpeno oxigenado
y-Terpineno 14,0 — 28,0 Monoterpeno
a-Terpineno 6,0 —12,0 Monoterpeno
1,8-Cineol Tragos* — 10,0 Monoterpeno oxigenado
Terpinoleno 1,5-5,0 Monoterpeno
p-Cimeno 0,5-8.,0 Monoterpeno
o-Pineno 1,0—-4,0 Monoterpeno
a-Terpineol 2,0-5,0 Monoterpeno oxigenado
Aromadendreno 0,2-3,0 Sesquiterpeno
0-Cadineno 0,2-3,0 Sesquiterpeno
Limoneno 0,5-1,5 Monoterpeno
Sabineno Tracos* — 3,5 Monoterpeno
Globulol Tracos* — 1,0 Sesquiterpeno oxigenado
Viridiflorene 0,1-3,0 Sesquiterpeno
Viridiflorol Tracos* — 1,0 Sesquiterpeno oxigenado

Legenda: “Internacional Organization for Standardization (ISO) standard n°4730. * Tragos < 0,01%.
bAdaptado de Carson; Hammer; Riley, 2006.
Fonte: Elaborado pela autora (2019)
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Figura 6 — Estrutura quimica dos principais constituintes do 6leo essencial de M. alternifolia
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Fonte: Elaborado pela autora (2019)

O Comité Australiano de Padronizagdo estabeleceu que o O6leo deve conter
quantidades de 1,8-Cineol abaixo de 15% e de Terpinen-4-ol acima de 30% para que tenha
eficacia minima como anti-séptico (SIMOES et al., 2002). O 1,8-Cineol é considerado o
principal causador de irritagdo cutanea, entretanto, tendo sido relatado também aumentar a
permeabilidade da membrana a outros agentes antimicrobianos. O Terpinen-4-ol ¢ referido
como principal responséavel pela a¢do bioldgica, sobretudo antimicrobiana (OLIVEIRA et al.,
2011).

Devido ao seu amplo arsenal de propriedades medicinais, como atividade
antibacteriana (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; GRAZIANO et al., 2016; HAMMER et
al., 2003; NICOLIC et al., 2017), antifingica (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006;
FLORES, 2011; MARTINS et al., 2010; TABASSUM; VIDYASAGAR, 2013), anti-
inflamatoria (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006), antiviral (CARSON; HAMMER;
RILEY, 2006; GAROZZO et al., 2009), antiparasitaria (CARSON; HAMMER; RILEY,
2006; HADAS; DERDA; CHOLEWINSKI, 2017), inseticida (LIAO et al., 2016) e anti-
tumoral (NAKAYAMA et al., 2017). O o6leo essencial de M. alternifolia (OM) tem sido
utilizado em formulagdes farmacéuticas e cosméticas como xampus, sabonetes, pastas dentais,
antissépticos bucais, em produtos para a limpeza da pele oleosa e/ou acneica e removedores
de maquiagem, em produtos pds-barba, pos-depilatérios, desodorantes, repelente de insetos,

produtos veterinarios, dentre outros (OLIVEIRA, 2009; GARCIA et al., 2009). Sua faixa de
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concentracdo usual varia de 0,5 - 5,0% em cosméticos, 5,0 - 10,0% nas preparacdes
farmaceéuticas, puro (100%) nas infec¢des mais resistentes e de 0,5- 1,0% como conservante
(GARCIA et al., 2009)

Estudos relataram a atividade antimicrobiana do 6leo de Melaleuca (TABASSUM;
VIDYASAGAR, 2013; FLORES, 2011) para inimeras cepas bacterianas, como
Acinetobacter baumannii, Aemonas sobria, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Kleibsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Serratia mascescens, Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Streptococcus pyogenes € Pseudomonas aeruginosa. Além disso,
o oleo demonstrou susceptibilidade frente a cepas resistentes como Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) e resistentes a mupirocina (CARSON et al., 1995; CARSON;
HAMMER; RILEY, 2006). Dados da literatura demonstram que a concentragdo inibitéria
minima (CIM) do d6leo para a agdo bactericida varia de 0,25-2%, dependendo do
microrganismo envolvido (FLORES, 2011). Particularmente, na revisdo realizada por Carson,
Hammer e Riley (2006), o 6leo de Melaleuca apresentou CIM variando entre 0,05-0,63% ¢ a
concentragdo bactericida minima (CBM) de 0,5%.

Ainda em relacdo a atividade antimicrobiana, estudos realizados com Escherichia coli
e Staphylococcus aureus sugerem que o mecanismo de acdo antimicrobiano do dleo de
Melaleuca consiste principalmente, na alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica
do microrganismo, interferéncia na bomba de efluxo dos ions potassio e na inibi¢do do
processo respiratorio (CARSON; MEE; RILEY, 2002; COX et al., 2000; GUSTAFSON et
al., 1998)

Quanto a atividade anti-inflamatdria do 6leo de Melaleuca, existem relatos de que o
Terpinen-4-ol, a-Terpineol e 1,8-Cineol inibiram a producdo de Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a), Interleucina-1B (IL-1B) e Interleucina-10 (IL-10) por mondcitos estimulados
por lipopolissacarideos (LPS) em cerca de 50% e prostaglandina E, em 30% apds 40 horas.
Mas destes, apenas o Terpinen-4-ol conseguiu reduzir a produgdo de IL-8 (HART et al.,
2000). Observou-se também que Terpinen-4-ol e o-Terpineol sdo capazes de suprimir a
producao de superdxido por monodcitos estimulados. Adicionalmente, relata-se que o 6leo
essencial de M. alternifolia diminui a producgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
neutrofilos e monocitos (BRAND et al., 2001). Também, foi demonstrado que esse 6leo, apds
aplicacdo topica, € capaz de modular o edema associado a fase eferente de uma resposta de
hipersensibilidade de contato em camundongos, mas nao o desenvolvimento de edema na pele
de camundongos ndo sensibilizados ou a resposta edematosa a exposicdo a UVB. Esta

atividade foi atribuida principalmente ao Terpinen-4-ol e a-Terpineol. O trabalho mostrou que
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o Terpinen-4-ol, mas ndo o 1,8-Cineol ou o a-Terpineol, modula a vasodilatagdo e o
extravasamento plasmatico associados a inflamagao induzida por histamina em seres humanos
(BRAND et al., 2002; BRAND et al., 2002).

Em relagdo a atividade anti-acneica, diversas publicacdes comprovaram a eficacia do
0leo essencial de Melaleuca alternifolia, bem como de seus constituintes isolados em estudos
in vitro (BIJU et al., 2005; KOH et al., 2002; NAND; DRABU; GUPTA, 2011; RAMAN;
WEIR; BLOOMFIELD, 1995) e in vivo (ENSHAIEH et al., 2007; KIM; SHIN, 2013;
KWON et al., 2014; YADAV et al., 2011; YOO et al., 2003). Em relagdo aos estudos
clinicos, alguns autores observaram eficacia semelhante ou superior quando em comparagao a
ativos amplamente utilizados na terapéutica. Além disso, existem relatos da diminuicao
significativa de eventos adversos quando do uso do OM em detrimento a farmacos sintéticos
(HAMMER, 2015; PAZYAR et al., 2012).

E importante ressaltar que o OM em sua forma pura apresenta relativa fototoxicidade e
potencial alergénico no que se refere ao uso topico (FLORES, 2011). Neste contexto,
Rutherford e colaboradores (2007) analisaram retrospectivamente 2320 pacientes submetidos
ao teste de contato e verificaram prevaléncia de 1,8% de reagdes alérgicas nos pacientes em
uso de 6leo de Melaleuca nas concentragdes de 5 a 10% (v/v). Os autores relataram que os
agentes sensibilizantes sdo, principalmente, produtos de degradacao dos componentes do 6leo,
como peroxidos, epoxidos e endoperoxidos, os quais sdo formados a partir da exposi¢ao ao ar,
a luz, umidade e calor (FLORES et al., 2011; MONTEIRO et al., 2013; RUTHERFORD et
al., 2007).

Outro aspecto relevante se refere a volatilidade apresentada pelo 6leo, o que denota a
importancia da escolha de formulagdo e/ou material de acondicionamento adequados para que
ndo haja comprometimento da eficacia do mesmo. Sob essa 6tica, estudos cientificos apontam
que os carreadores nanométricos, tais como os lipossomas, as nanoemulsdes, bem como as
nanoparticulas lipidicas ou poliméricas sdo capazes de incrementar os parametros de
estabilidade, eficicia e seguranca do dleo de Melaleuca (FLORES et al., 2011; GE; GE,
2015). Por outro lado, tais sistemas podem favorecer a liberagdo sitio-especifica de ativos
encapsulados (LAUTERBACH; MULLER-GOYMANN, 2015) o que seria benéfico no
tratamento da acne vulgar (CASTRO et al., 2011).
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2.3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia ¢ vista atualmente como um dos ramos mais promissores no campo
cientifico e com rapido avangco nos ultimos anos (BERGMANN, 2008; PEREIRA;
BINSFELD, 2013). Essa ciéncia compreende a concepg¢do, caracterizagdo, produgdo e
aplicacdo de estruturas, dispositivos e sistemas que tém propriedades fisicas, quimicas e
biologicas singulares, com forma e tamanho na escala nanométrica para o controle e
manipula¢do da matéria estruturada nos niveis atdmico e molecular (PEREIRA; BINSFELD,
2013; VIEIRA; TAVARES; REDIGUIERI, 2013).

Dessa forma, as propriedades dos materiais nanoestruturados sdo significativamente
diferentes daquelas observadas na escala micro- ou macroscopica e apresentam um potencial
de aplicagdes com beneficios nas mais diversas areas (BERGMANN, 2008; BULCAO, 2013;
DIMER et al., 2013; VIEIRA; TAVARES; REDIGUIERI, 2013), desde setores de energia e
eletronica até a industria farmacéutica (BERGMANN, 2008; FAROKHZAD; LANGER,
2009; MARTINS et al., 2015; SANTOS, 2012).

Dados relacionados aos investimentos em nanociéncia e nanotecnologia mostram que
paises como os Estados Unidos da América, Japao e alguns representantes da Comunidade
Europeia, notadamente Alemanha, Inglaterra e Franga, lideram financiamentos para o
desenvolvimento desse setor, aumentando a competitividade de suas empresas (DIMER et al.,
2013). No Brasil, a area de nanotecnologia vem se desenvolvendo, com apoio do Ministério
da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes ¢ Comunicagdes (MCTIC) a empresas e laboratorios que
atuam no setor. Nesse sentido, em 2012, foi criado um sistema de laboratérios direcionado a
pesquisa, desenvolvimento e inovacdo (PD&I) em nanociéncias e nanotecnologia
(SisNANO). O investimento estimado de 2012-2015 foi de R$ 110 milhdes (BRASIL,
MCTIC, 2012). Em 2018, o MCTIC estimou que o mercado brasileiro de nanotecnologia seja
cerca de R$ 200 milhdes (AGENCIA CNI DE NOTICIAS, 2018).

Em um levantamento realizado pela Confederacdo Nacional da Industria (CNI) em
2018 revelou que 73% das pequenas e médias empresas pesquisadas manifestaram interesse
em utilizar a nanotecnologia para melhorar seus processos produtivos ou produtos. Empresas
de diversos setores industriais participaram da pesquisa, incluindo agricola; alimentos e
bebida; ceramica; vestuario; construgdo civil; cosméticos; embalagem; energia; farmacéutico;
madeira e moveis; metalomecanico; pléastico; quimico; tecnologia da informacgdo; téxtil; e

vidros (AGENCIA CNI DE NOTICIAS, 2019).
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Um dos segmentos da nanotecnologia com maior potencial de aplicagdo sdo os
sistemas de carregamento e liberagdo de farmacos (BERGMANN, 2008). Tais sistemas sdao
considerados estratégicos no desenvolvimento de novos medicamentos, uma vez que podem
otimizar as propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas indesejaveis das substincias
ativas, como baixa solubilidade e/ou permeabilidade, além de minimizar reagdes de
degradacao/metabolizagdo enzimatica ou ndo enzimatica de farmacos, contornando, dessa
forma, o inconveniente da baixa biodisponibilidade apds sua aplicacdo in vivo (VIEIRA;
TAVARES; REDIGUIERI, 2013). Por outro lado, a possibilidade do controle da liberacao, de
redugdo da dose e do direcionamento do ativo pode ser alcangcada por meio da utilizacao da
nanotecnologia, o que contribui para a seguranca e eficacia terapéuticas.

Os nanosistemas para veiculacdo de fairmacos podem variar enormemente em termos
de composi¢do e estrutura, sendo um grupo muito heterogéneo de materiais (VIEIRA;
TAVARES; REDIGUIERI, 2013). Dentre esses, destacam-se os lipossomas, nanoparticulas
lipidicas, nanoparticulas inorganicas; dendrimeros; nanoemulsdes, nanocristais e

nanoparticulas poliméricas (Figura 7).

Figura 7 — Ilustracdo esquematica de diferentes tipos de nanoestruturas.
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Fonte: BULCAO, 2013

2.3.1 Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticulas poliméricas (NP) s3o sistemas carreadores de farmacos que
apresentam diametro inferior a Ium (SCHAFFAZICK et al., 2003), sendo caracterizados por
sua estrutura fisico-quimica, a qual ¢ composta, essencialmente, por polimeros (VIEIRA;

TAVARES; REDIGUIERI, 2013). O termo nanoparticula inclui, dentre outras, as
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nanocapsulas e as nanoesferas (Figura 8), as quais diferem entre si segundo a composicao e
organizacdo estrutural (MARINI, 2014; SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanocédpsulas sdo
constituidas por um filme ou invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso,
podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por
outro lado, as nanoesferas, que nao apresentam oleo em sua composi¢ao, sao formadas por
uma matriz polimérica, onde o farmaco ¢ uniformemente disperso ou solubilizado no interior
da matriz polimérica, podendo encontrar-se retido ou adsorvido (MARINI, 2014;

SCHAFFAZICK et al., 2003; VIEIRA; TAVARES; REDIGUIERI, 2013).

Figura 8 — Representacao esquematica de nanocéapsulas e nanoesferas poliméricas
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Legenda: a) farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocépsulas; b) fArmaco adsorvido a parede
polimérica das nanocépsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) fArmaco
adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.

Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003

As nanoparticulas constituidas por polimeros apresentam maior estabilidade em
fluidos bioldgicos e em condigdes de armazenamento, quando comparadas com outros
sistemas coloidais, como lipossomas, devido as matérias-primas empregadas na sua producao,
o que pode facilitar a estocagem a temperatura ambiente e aumentar o tempo de prateleira do
medicamento (BERGMANN, 2008; MARINI, 2014).

Existem varios métodos relatados na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, os quais podem ser, de uma forma geral, classificados em métodos baseados na
polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos (por exemplo, o cianoacrilato de alquila) ou na
precipitacao de polimeros pré-formados, tais como o poli(acido latico) (PLA), o poli(acido
latico-co-acido glicolico) (PLGA), os copolimeros do acido metacrilico, além da poli(e-
caprolactona) (PCL) (COUVREUR, et al., 2002).

Dentre os métodos citados, ¢ crescente a utilizagdo do método de precipitacao do

polimero pré-formado, também conhecido por nanoprecipitagdo, proposto por Fessi e
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colaboradores em 1988, para o preparo de nanocapsulas poliméricas (BADRI et al., 2017,
BALEST, 2013; HARTER et al., 2014; KULKAMP et al., 2009; LIMA; ALBUQUERQUE,
2012; LOUCHARD; SILVA; LEAL, 2014; MARTINEZ-RIVAS et al., 2017; MULLER et
al., 2004; STECANELLA, 2011). As nanocapsulas obtidas por essa metodologia apresentam
estabilidade satisfatoria e, além disso, propiciam elevada porcentagem de encapsulacdo de
farmacos lipofilicos (ANGELI, 2007; ASSIS et al., 2012; BRUINSMANN, 2016; HARTER,
2013; POHLMANN et al., 2013).

Nesse método, o polimero, bem como os componentes hidrofébicos (6leo, tensoativo
lipofilico e ativo a ser encapsulado) sdo previamente dissolvidos em solvente organico.
Posteriormente, essa fase oleosa ¢ vertida, sob agitagdo, sobre fase aquosa constituida de agua
e tensoativo hidrofilico. Com isso, hd a emulsificacdo espontinea do sistema, com formacao
de goticulas da fase oleosa com didmetro nanométrico. Finalmente, executa-se a evaporagao
do solvente organico e do excesso de agua (FESSI et al.,1988). Apesar de ser considerado um
processo relativamente simples, a nanoprecipitagdo envolve um fendmeno interfacial
complexo. Com a adi¢do da fase organica a fase aquosa, o solvente organico difunde-se no
solvente aquoso e o polimero, insoluvel tanto no solvente aquoso quanto no nucleo oleoso, ¢
adsorvido na interface destes componentes imisciveis, onde se deposita formando a
membrana das nanocédpsulas. Dessa forma, o polimero atua como barreira e auxilia na
estabilizacao da emulsdo formada (ANGELI, 2007; STAINMESSE et al., 1995).

Para a obten¢do de nanocépsulas poliméricas pelo método descrito, sdo utilizados mais
comumente triglicerideos de cadeia média, tais como os triglicerideos dos acidos caprico e
caprilico (Mygliol™) como niicleo oleoso, além da associagdo de tensoativos com valores de
EHL (equilibrio hidréfilo-lipofilo) discrepantes, por exemplo, o monooleato de sorbitan
etoxilado (Tween 80, EHL = 15,0) e o monooleato de sorbitan Span 80 (EHL = 4,3). Por sua
vez, o polimero mais amplamente utilizado na composi¢do desses sistemas nanoparticulados ¢
a poli(e-caprolactona) (LEITE, 2006; SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005).

A poli(e-caprolactona) (PCL) ¢ um polimero semicristalino, cuja sintese baseia-se na
abertura do anel do mondomero ciclico e-caprolactona (Figura 9), seguido da polimerizacao.
Normalmente, a reacdo de polimeriza¢do espontidnea da lactona ¢é lenta para a formacao de
polimeros de alto peso molecular, tornando-se necessario o uso de catalisadores (RAMOS,
2018). Essa reacdo pode ser utilizada para uma grande variedade de catalisadores e
mecanismos (anionicos, cationicos, de coordenacao e radicais) que afetam a distribui¢do do
peso molecular, a composi¢do do grupo final e a estrutura quimica do polimero (AZIMI et al.,

2014).
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Figura 9 - Polimerizacdo de abertura de anel de e-caprolactona para poli(e-caprolactona)
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Fonte: ADAPTADO DE AZIMI et al., 2014.

As principais vantagens da PCL incluem suas caracteristicas de biocompatibilidade,
baixa toxicidade e biodegradabilidade, a possibilidade de permitir a liberagdao controlada de
farmacos, além de elevada estabilidade e custo relativamente baixo. Devido a essas
caracteristicas, esse polimero possui aprovacdo da Agéncia Regulatoria Norte-Americana
(Food and Drug Administration - FDA) para uso em humanos (AZIMI et al., 2014; BALEST,
2013). Nesse contexto, existem relatos do preparo de nanocapsulas poliméricas compostas por
poli(e-caprolactona) para a encapsulagdo de farmacos sintéticos (CAZO et al., 2012;
SCHAFFAZICK et al., 2003), substancias de origem vegetal (BALEST, 2013; LOUCHARD;
SILVA; LEAL, 2014; SPAREMBERGER et al., 2013), além de genes, peptideos e proteinas
(LU; LIU, 2017; MAHAPATRO; SINGH, 2011; PALMIERO et al., 2018).

Em relacdo ao tratamento da acne vulgar, no trabalho de Lara (2008) foram
desenvolvidas nanocapsulas de poli(e-caprolactona) para a encapsulagao do acido retinodico
(tretinoina) com resultados promissores em relacdo a liberacdo controlada de tretinoina para
aplicagdo topica. De maneira semelhante, Ourique e colaboradores (2011) prepararam
nanocapsulas poliméricas a base de PCL contendo tretinoina visando ao incremento da
fotoestabilidade e diminuicao da penetracao cutinea desse ativo. Nesse estudo, foi constatado
que a nanoestruturagdo foi capaz de promover protecdo do farmaco frente a radiagdo UVA,
além de controlar a permeagdo do ativo na pele.

Pereira e colaboradores (2016) desenvolveram nanocapsulas de PCL contendo os
ativos adapaleno e dapsona co-encapsulados para aplicagdo tdpica no tratamento da acne
vulgar. Nesse estudo, o sistema nanoestruturado desenvolvido foi incorporado em veiculo
gelificado (gel de Carbopol®) e foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, o potencial
toxico, bem como a permeagdo cutanea in vitro da formulagdo proposta. A formulagdo
mostrou resultados adequados quanto a eficiéncia de encapsulamento, morfologia e

caracteristicas reologicas. E, ainda, estudos de penetracdo cutanea in vitro indicaram que
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quantidades infimas dos ativos foram detectadas no compartimento receptor. No entanto, por
meio do ensaio HET-CAM, o sistema nanocarreador foi classificado como irritante.

No que diz respeito a encapsulacao do 6leo essencial de M. alternifolia (OM), Flores
(2011) desenvolveu nanocépsulas de PCL contendo OM e avaliou as caracteristicas fisico-
quimicas e de estabilidade da formulagdo, além da prote¢ao proporcionada pelo nanosistema
em relacao a volatilizacdo do 6leo. Em relagdo as atividades bioldgicas, foram avaliadas as
atividades antifungicas das nanocapsulas, bem como os efeitos antiedematogénico e
cicatrizante apds a incorporagio dos nanocarreadores em hidrogel a base de Carbopol®. As
nanocdpsulas desenvolvidas apresentaram diametro médio de 212 nm, caracteristica
monodispersa (IP = 0,17), potencial Zeta negativo (-13,5 mV), elevada eficiéncia de
incorporagdo do ativo (cerca de 96%) e capacidade de minimizar a perda do 6leo por
volatiliza¢do. Além disso, apresentaram maior eficiéncia em relagdo a reducao do crescimento
do fungo Trichophyton rubrum, microrganismo causador da onicomicose, quando em
comparacdo ao Oleo isoladamente. Dessa forma, a formulacdo semissolida contendo as
nanocapsulas mostrou-se promissora para aplicacdo dermatoldgica.

Pelo exposto, a estratégia de utilizacdo de nanocépsulas constituidas por poli(e-
caprolactona) para a encapsulacdo do 6leo de Melaleuca visando o tratamento da acne vulgar
mostra-se promissora. Sob essa perspectiva, ¢ interessante ressaltar alguns estudos da
literatura nos quais a superficie dessas nanoparticulas ¢ modificada por polimeros dotados de
atividade bioldgica, como a quitosana e seus derivados, objetivando o aumento da acao
farmacologica do ativo encapsulado (ARAUJO, 2009; CE, 2016; HAAS et al., 2005; JESUS
et al., 2017; PRADO et al., 2017). No caso especifico da acne, onde existe a preocupacao
crescente em relagdo a resisténcia bacteriana, os protocolos clinicos padronizam a associagao
de farmacos em detrimento a monoterapia. Portanto, o desenvolvimento de nanocapsulas de
PCL contendo o6leo de Melaleuca revestidas por quitosana pode constituir estratégia
interessante, uma vez que esse polimero apresenta, dentre outras, atividade antimicrobiana

(FRIEDMAN et al., 2013).
2.4 QUITOSANA

A quitosana (Figura 10B) ¢ um copolimero derivado da quitina constituido por
unidades de B-(1,4) 2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1,4) 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose
com a presenca de grupos amino e grupos hidroxila primdario e secunddrio. Tal polimero pode

ser obtido a partir da desacetilagdo da quitina (Figura 10A), a qual ¢ considerada o segundo
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polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose, sendo o principal componente
do exoesqueleto de crustidceos e insetos. Tal polissacarideo ¢ encontrado, ainda, em
nematoides e parede celular de fungos e leveduras. Nesse sentido, relata-se na literatura que a
quitosana, assim como sua precursora, pode estar naturalmente presente em alguns fungos,
como aqueles pertencentes aos géneros Mucor e Zygomicetes (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

Figura 10 — Estrutura molecular da quitina (A) e quitosana (B)
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Fonte: SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006

A quitosana encontra-se disponivel em diferentes faixas de massa molecular (50 kDa -
2000 kDa) e graus de desacetilacao (40% - 98%), os quais variam de acordo com os tipos e
condi¢des de polimerizacdo e desacetilagdo (MARINI, 2014). Adicionalmente, apresenta
caracteristicas de base fraca com valores de pKa entre 6,3 e¢ 7,0, tornando-se soluvel em
solucdes de acidos fracos (pH < 6,5) devido a protonacao dos grupos amino, gerando o ion
NH;". Nesse sentido, o acido acético ¢ o solvente mais empregado para sua solubilizagdo. No
entanto, a quitosana torna-se insolivel em pH neutro ou alcalino, pois os grupos amino de sua
molécula sdo desprotonados e o polimero perde suas cargas (CHUNG et al., 2004;
LARANIJEIRA; FAVERE, 2009; MARINI, 2014; MENDES et al., 2011).

A quitosana hidrossoluvel e carregada positivamente é capaz de interagir com
superficies carregadas negativamente, como as membranas celulares, permitindo sua
utilizagdo como biomaterial na forma de nano ou microparticula, gel e membrana em diversas
aplicagdes, incluindo veiculo para liberagdo controlada de farmacos (LARANIJEIRA;
FAVERE, 2009). Além de apresentar vantagens como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, caracteristicas importantes no se refere ao seu emprego na area biomédica
(LARANJEIRA; FAVERE, 2009; MARINI, 2014).

Dentre as atividades bioldgicas da quitosana, destaca-se a acdo antibacteriana e

antifungica. O mecanismo de acdo envolvido nesta atividade ¢ influenciado por diferentes
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fatores, sendo os mais importantes o tipo de microrganismo, o peso molecular e o grau de
desacetilacdo. A principal interacdo quitosana-microrganismo € do tipo eletrostatica, e ocorre
entre as cargas positivas dos grupos amino protonados da quitosana e as moléculas carregadas
negativamente da superficie celular do microrganismo (VERLEE; MINCKE; STEVENS,
2017). Essas interagdes provocam diminui¢do da estabilidade osmotica, ruptura da membrana
e eventual vazamento de elementos intracelulares, resultando na morte celular. Além disso, a
quitosana pode penetrar nos nucleos de bactérias e fungos e inibir a sintese de RNA
mensageiro (RNAm) e proteinas por ligagdo ao DNA microbiano (FRIEDMAN et al., 2013).
Sob essa perspectiva, estudos da literatura demonstraram a atividade antimicrobiana da
quitosana frente a varios agentes microbianos incluindo Escherichia coli (CHEN et al., 2002;
SANPUI et al., 2008), Staphylococcus aureus (JIA et al., 2001; QI et al., 2005; RIDOLFI et
al., 2012) e Cutibacterium acnes (FRIEDMAN et al., 2013; RIDOLFI et al., 2012).

Mais especificamente para bactérias Gram (+), a quitosana liga-se nao covalentemente
com acidos teicdicos incorporados na camada de peptidoglicano. Esses acidos na superficie
celular sdo importantes para a divisdo celular e outros aspectos fundamentais da fisiologia
bacteriana. Muito provavelmente, a interacdo eletrostatica da quitosana com esses
componentes perturba o funcionamento dos mesmos, o que possivelmente leva a uma ruptura
do funcionamento celular (VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017). A importancia do acido
teicoico em relagdo a atividade da quitosana foi demonstrada por meio de utilizagdo de
espécies mutantes de S. aureus que ndo possuiam um ou mais genes envolvidos na biossintese
desses acidos teicoicos. Nesse estudo, foi demonstrado que tais espécies foram mais
resistentes a esse biopolimero quando comparado ao tipo selvagem. Esses resultados mostram
o relevante papel dos acidos teicoicos polianionicos na atividade antibacteriana da quitosana
em relacdo as bactérias Gram (+) (RAAFAT et al., 2008).

Relata-se, também, que a quitosana possui algumas fungdes imunoldgicas, incluindo
inibicdo de citocinas pro-inflamatorias, promog¢do da granulacdo tecidual por meio do
recrutamento de fibroblastos e producdo de coldgeno tipo III (FRIEDMAN et al., 2013).
Além disso, esse polimero ¢ capaz de inibir a ativagdo e a expressao da metaloproteinase-2 da
matriz em fibroblastos humanos, estimulando a cicatrizacdo dos tecidos. Para mais, a
quitosana promove a producao do fator de transformagao do crescimento B (TGF-B) e do fator
de crescimento derivado de plaquetas por mondcitos humanos derivados de macrofagos
envolvidos na resposta inflamatdria. Adicionalmente, estudos descrevem sua capacidade em
aumenta a producdo de interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator

estimulante de colonias de granuldcitos e de macréfagos (GM-CSF), 6xido nitrico (NO) e
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interleucina-6 (IL-6) em macrofagos, contribuindo para a ag@o anti-inflamatoria e anti-
tumoral. Além disso, os oligdbmeros de quitosana estimulam a libertacdo de TNF-a e de IL-1,
salientando o seu efeito imunoestimulador (TAVARIA, 2013).

Em relagdo a aplicacdo da quitosana para o tratamento da acne vulgar, Friedman e
colaboradores (2013) desenvolveram nanoparticulas de quitosana-alginato e avaliaram as
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias in vitro, além da viabilidade de utilizagao
desses carreadores para a encapsulacdo do perdxido de benzoila, farmaco amplamente
utilizado para o tratamento topico da acne. As nanoparticulas desenvolvidas apresentaram
eficacia frente a C. acnes, o que foi constatado por meio da visualizagdo do rompimento da
membrana celular do microrganismo, utilizando a técnica de microscopia eletronica de
varredura, além de atividade anti-inflamatoria. Nesse estudo, foi observada a redugdo da
produgdo de citocinas por monocitos e queratindcitos estimulados com a C. acnes. Em
contrapartida, por meio da encapsulacdo do perdxido de benzoila as nanoestruturas foi
possivel a obtencdo de atividade antimicrobiana in vitro superior aquela observada para o
farmaco livre.

Considerando as atividades biologicas apresentadas e diante das propriedades de
adesividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade, a quitosana tem se
destacado como material potencialmente atraente para uso farmacéutico, especialmente em
sistemas de liberagdo modificada de farmacos (TAVARES, 2013). Nesse contexto, ¢
importante ressaltar que, quando sob a forma nanoestruturada, a quitosana apresenta maior
relagdo superficie/volume, o que implica em maior densidade de carga superficial,
possibilitando o incremento da afinidade pela superficie celular dos microrganismos e,
conseqiientemente, maior atividade biologica (FRIEDMAN et al., 2013). Portanto, a inclusdo
desse polimero na superficie das nanocapsulas desenvolvidas no presente trabalho podera
contribuir para o controle da liberacdo, bem como em relacdo ao aumento da atividade do

ativo encapsulado.



42

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar nanocapsulas de poli (e-caprolactona)-quitosana contendo

o Oleo essencial de Melaleuca alternifolia para o tratamento topico da acne vulgar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (aracterizar o 6leo comercial de Melaleuca alternifolia por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas;

e Desenvolver nanocapsulas poli (e-caprolactona) contendo oleo de Melaleuca
alternifolia pelo método de precipitagdo interfacial do polimero pré-formado;

e Revestir as nanocéapsulas desenvolvidas com o polimero quitosana;

e C(Caracterizar as nanocapsulas desenvolvidas com base nos seguintes parametros:
diametro médio, indice de polidispersividade, potencial Zeta, pH, eficiéncia de
encapsulacdo e morfologia;

e Avaliar a viabilidade in vitro das nanocapsulas desenvolvidas utilizando linhagem
celular NIH/3T3 (fibroblastos) e HaCaT (queratindcitos);

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro das nanocépsulas desenvolvidas frente a

cepa de Cutibacterium acnes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O dleo essencial de Melaleuca alternifolia foi adquirido junto a Ferquima Industria e
Comércio Ltda (Sao Paulo, SP, Brasil), lote 198, especificagdes aprovadas (laudo técnico em
anexo), origem Australia e obtido por destilacdo a vapor das folhas. A poli (e-caprolactona)
(peso molecular = 80.000 g/mol), a quitosana (baixo peso molecular: 50,000-190,000 Da;
Grau de desacetilacao: 75-85%), o monooleato de sorbitano, o cloreto de iodonitrotetrazolio
(INT), Phosphate buffered saline (PBS), padrao de n-alcanos C7-C30 e padrao de Terpinen-4-
ol (= 95%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). O monooleato de
sorbitano etoxilado (polissorbato 80) foi fornecido pela DEG (Sao Paulo, SP, Brasil) e os
triglicerideos do acido caprico/caprilico pela Engenharia das esséncias (Sao Paulo, SP,
Brasil). A acetona foi comprada da Anitrol (Diadema, SP, Brasil), o hexano grau CG e do
hexano P.A. da Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil) e o acido acético glacial da All
Chemistry (Sao Paulo, SP, Brasil). Os meios de cultura caldo Brain Heart Infusion (BHI) e
agar Brain Heart Infusion (BHA) foram obtidos na Kasvi (Sao Jose dos Pinhais, PR, Brasil),
0 Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) high glicose, o Soro Bovino Fetal (SBF), a
solugdo de antibidtico Penicilina/Estreptomicina e a solu¢do de Tripsina/EDTA 2,5% foram
adquiridas da Gibco (Waltham, MA, EUA). O Azul de Trypan e o brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). O
meio Nutriente HAM F-12 foi adquirida da Cultilab (Campinas, SP, Brasil).

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizac¢ido do oleo essencial de Melaleuca alternifolia

A caracterizagdo do Oleo essencial de M. alternifolia foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando-se cromatografo GCMS-
QP2010 Plus (Shimadzu, Japao) da Central Analitica do Departamento de Quimica do
Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora. A metodologia de
analise foi adaptada de Viccini et al. (2014). Utilizou-se coluna capilar RTX-5MS (5%
difenil/ 95% dimetil polisiloxano - 60 m x 0,25 mm x 0,25 pum) (Restek, Bellefonte, PA,

EUA) com gas portador de hélio (1,0 mL/min). A temperatura foi programada para variar de
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50 (5 min) a 200 °C, com rampa de 4 °C/min. As temperaturas do injetor e do detector foram
de 200°C e da interface foi de 220°C. O 6leo foi diluido em hexano grau CG e 1 pL foi
injetado em modo split (1:10). A energia de ioniza¢do por impacto de elétrons foi de 70 eV. A
identificacao dos componentes ocorreu com base no indice de retengdo (IR) calculado através
da injecdo de um padrdo de n-alcanos C7-C30 e nos modelos de fragmentagdo dos espectros
de massas, sendo ambos comparados ao banco de dados do sistema (NISTO8 Mass Spectral
Library) e com a literatura (ADAMS, 2007; MIRANDA, 2014; MEDEIROS, 2014;
NICARETA, 2006; SILVA, 2007; SOUZA, 2014; SWORDS, HUNTER, 1978; VIEGAS,
BASSOLI, 2007; WEBBOOK NIST, 2018).

4.2.2. Desenvolvimento das nanocapsulas

4.2.2.1 Preparacdo das nanocapsulas de poli (e-caprolactona) contendo oleo essencial de

Melaleuca alternifolia

As suspensodes de nanocapsulas foram preparadas (n = 3) pelo método de precipitagao
interfacial do polimero pré-formado (FESSI ef al., 1989). A composi¢dao quali-quantitativa
das nanocapsulas brancas (sem a inclusdo do ativo - NC) (SIQUEIRA, 2008), bem como das

nanocapsulas contendo 6leo essencial de M. alternifolia (NC-OM) esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢ao quali-quantitativa das suspensodes de nanocéapsulas

Composicao NC NC-OM
Acetona 27 mL 27 mL
Poli (e-caprolactona) 0,100 g 0,100 g
Fase
Monooleato de sorbitano (Span 80) 0,077 g 0,077 g
orginica | : : :
Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico 0,333 ¢ 0,083 g
Oleo essencial de M. alternifolia --- 0,250 g
F Agua destilada 53 mL 53 mL
ase
aquosa Mon.ooleato de sorbitano Etoxilado 0,077 g 0,077 g
(Polissorbato 80)

Fonte: Elaborado pela autora (2019)
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Inicialmente, todos os componentes foram medidos ou pesados e reservados até o uso.
Para a fase organica, adicionou-se em béquer a poli (e-caprolactona) e a acetona, sob agitacao
magnética (500 rpm) a temperatura de 37 °C, até completa dissolucdo do polimero.
Posteriormente, acrescentou-se o monooleato de sorbitano, a mistura de triglicerideos dos
acidos caprico/caprilico e o Oleo essencial de M. alternifolia, conservando a agitacdo e
temperatura. Para a fase aquosa, tomou-se um béquer, adicionou-se a agua destilada e o
polissorbato 80, sendo homogeinizados por agitagdo magnética a 500 rpm e temperatura de
40°C. Em seguida, gotejou-se a fase organica sobre a fase aquosa através de bureta graduada
(60 gotas/minuto) sob agitagdao (500 rpm) e temperatura 37°C. O sistema foi mantido sob tais
condi¢gdes por 10 minutos. Finalmente, a suspensdo foi concentrada por eliminagdo do
solvente organico e parte da dgua utilizando-se evaporador rotativo (Rotavaporador R210-
2015, Biichi, Flawil, Sui¢a) com velocidade de rotacdo de 60 rpm e temperatura de 35 °C
(FLORES, 2011). O volume final foi fixado em 10 mL para obten¢ao da concentracao de oleo
encapsulado igual a 2,5% (p/v). Para o preparo da suspensao de nanocapsulas brancas (n = 3)

foi adotado o mesmo procedimento, omitindo-se a etapa de introducdo do OM.

4.2.2.2 Revestimento das nanocapsulas de poli (e-caprolactona) contendo oleo essencial de

Melaleuca alternifolia com quitosana

Para preparo das nanocéapsulas revestidas (NC-OM-QT) procedeu-se, primeiramente, a
solubilizacdo da quitosana em solucao de acido acético 1% (v/v) sob agitacdo (600 rpm) por 1
hora, de modo a obter-se solugdes de quitosana com concentragdes iguais a 0,5%, 1% ou 2%
(p/v) (CALVO et al., 1997; SIQUEIRA, 2008). Posteriormente, o revestimento foi realizado
por meio de gotejamento (40 gotas/minuto) da solucao de quitosana [0,5%, 1% ou 2% (p/v)]
sobre a suspensao de nanocépsulas previamente obtida, com auxilio de seringa de 10 mL e
agulha 25mm x 0,7mm. Finalmente, o sistema foi mantido sob agitacdo (500 rpm) por 1 hora

a temperatura ambiente.

4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica e morfologica das nanocapsulas

4.2.3.1 Determinagdo do Didmetro médio, Indice de Polidispersidade (IP) e Potencial Zeta

O diametro médio e o IP foram avaliados empregando-se a técnica de Espalhamento

Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering DLS) utilizando um angulo de incidéncia do
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laser em relagdo a amostra de 173°. O potencial Zeta foi determinado por meio da avaliagdo
da mobilidade eletroforética. Para as leituras, as amostras foram filtradas em papel de filtro
com porosidade de 3,0 um (Nalgon, Itupeva, SP, Brasil) e diluidas (1:400 v/v) em agua
ultrapura. As determinagdes foram realizadas em triplicata e a temperatura ambiente,
utilizando o equipamento Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino
Unido) pertencente ao Laboratério de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de

Fora, MG, Brasil).

4.2.3.2 Determinagdo do pH

Os valores de pH das suspensdes de NC, NC-OM e NC-OM-QT foram determinados
diretamente nas amostras a temperatura ambiente usando um pHmetro portatil (PH-2011,

Etekcity, Anaheim, California, EUA) calibrado.

4.2.3.3 Determinagdo da Eficiéncia de Encapsulagdo (EE)

A EE do 6leo de Melaleuca nas suspensdes de nanocapsulas revestidas ou ndo com
quitosana foi determinada indiretamente por meio do método de ultrafiltracdo-centrifugagao
(MIRANTE, 2015). Para tanto, foi quantificado o Terpinen-4-ol, marcador quimico principal
do 6leo em estudo. Tal quantificagdo foi realizada no residuo proveniente da rotavaporagio,
com o intuito de avaliar-se possivel perda desse marcador durante o processo, bem como nas

formulagdes desenvolvidas.

4.2.3.3.1 Quantifica¢do do Terpinen-4-ol no residuo da rotavaporagdo

Para essa andlise, residuos provenientes do processo de preparo das NC-OM (n = 3)
foram adicionados em funil de separacdo juntamente com 30 mL de hexano P.A. procedendo-
se a extracao liquido-liquido. A fracdo hexanica foi recolhida em baldo volumétrico fechado e
armazenada até a analise. A amostra foi homogeneizada e filtrada em algodao na presenga de
sulfato de sédio anidro (QHEMIS, Judiai, SP, Brasil) com auxilio de pipeta de Pasteur de
vidro para frasco de vidro de 2 mL. Para a analise em CG-EM, tomou-se 100 uL da amostra e
400 pL de hexano grau CG. O padrao de Terpinen-4-ol foi pesado e diluido em hexano grau
CG para a concentragdo de 0,14 mg/mL. A programacdo do CG-EM foi realizada igualmente
descrita no item 4.2.1 para as amostras e para o padrao Terpinen-4-ol. A concentracdo do

Terpinen-4-ol presente na amostra foi obtida por meio da seguinte Equacgao 1:
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Equacao 1 - Célculo da concentracdo de Terpinen-4-ol na amostra.

_ Cpadréo A
amostra A

amostra

C

padrio

Em que:

Camostra = Concentragdo de Terpinen-4-ol na amostra; Cpamo = Concentragdo da solugdo do padrdo de
Terpinen-4-ol; A,mostra = Area do pico correspondente ao Terpinen-4-ol presente na amostra; Apudro =

Area do pico correspondente ao Terpinen-4-ol no padrio.
4.2.3.3.2 Quantificagdo do Terpinen-4-ol nas nanocapsulas

Nesse caso, as suspensdes (NC-OM e NC-OM-QT) foram diluidas (1:100, v/v) em
agua ultrapura e aliquotas (n = 3) foram transferidas para unidades de ultrafiltracio Amicon
(MWCO 10.000, Milipore, Alemanha) e centrifugadas (Eppendorf® 5810R, Alemanha) a
3.500 rpm por 30 minutos (NC-OM) ou 50 minutos (NC-OM-QT). Apds a separagdo,
pipetou-se 1 mL do ultrafiltrado para frasco de vidro, adicionou-se 500 pL de hexano grau
CG e procedeu-se a extragdo liquido-liquido por agitacio em vortex (Vortex-Genie 2,
Ciencor, S3o Paulo, SP, Brasil) por 30 segundos. Os frascos foram mantidos em repouso para
separagdo das fases e, em seguida, a fase organica foi retirada e seguiu-se o procedimento
adotado no item 4.2.3.3.1, com excecao do volume de anélise que, para esta quantificagado, foi
100 uL da amostra e 300 uL de hexano grau CG para a amostra sem adi¢ao de padrao, sendo
adicionados 100 puL de solugdo intermediaria de padrdo, 100 uL da amostra e 200 pL de
hexano grau CG para a amostra com adi¢@o de padrao.

Para o célculo da EE utilizou a Equagao 2:

Equacao 2 — Eficiéncia de encapsulacdo (%)
(CT, — CT,)— CT,

x 100
(CT, — CT,)

EE (%) =

Em que:
EE = Eficiéncia de encapsulagdo; CT, = Concentragdo teodrica de Terpinen-4-ol presente nas
nanocapsulas; CT, = Concentra¢ao de Terpinen-4-ol quantificado no residuo da rotavaporacao; CT, =

Concentragdo de Terpinen-4-ol quantificado no ultrafiltrado.
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4.2.3.4 Avaliagao morfologica

A avaliacao morfoldgica das NC-OM e NC-OM-QT foi realizada por Microscopia de
Forca Atomica (AFM - Nanosurf easyScan 2, Nanosurf Instruments, Liestal, Suica)
pertencente ao Laboratdrio de Nanotecnologia da Embrapa Gado de Leite (Juiz de Fora, MG,
Brasil). As imagens de AFM foram obtidas via modo intermitente, a temperatura ambiente,
empregando-se sonda de silicio (Tap190AIl-G, Budge Sensors) de comprimento 225 pm, com
uma frequéncia de ressonancia de 160-220 kHz, forca constante de 28-75 N/m e raio da ponta
<10 nm. As amplitudes de oscilacdo livres do cantilever eram tipicamente 100 mV e o
tamanho de varredura da sonda do microscépio era de 13x13 um e 20x20 um. A resolugao do
AFM foi de 512x512 pixels. Para a andlise das amostras, adicionou-se 10 pL de NC-OM
(1:400 v/v) e NC-OM-QT (1:800 v/v) diluidas em 4gua ultrapura sobre a superficie da mica,
permanecendo por 24 h em dessecador. Posteriormente, realizou-se a secagem final com jato
de nitrogénio. As imagens foram avaliadas utilizando o programa de analise de dados

Gwyddion versdo 2.5.

4.2.4 Caracterizacao biologica in vitro das nanocapsulas

4.2.4.1 Avaliacdo da viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado no Laboratorio de Desenvolvimento de
Sistemas nanoestruturados (LDNano) na Faculdade de Farmdacia da Universidade Federal de

Juiz de Fora (UFJF).

4.2.4.1.1 Cultura de células

A linhagem de fibroblastos NIH/3T3 (ATCC®CRL-1658™) ¢ de quaratinocitos
(HaCaT), gentilmente cedidas pelo prof. Dr. Frederico Pittella Silva do Laboratorio de
Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados (LDNano) da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora. A linhagem de queratindcitos HaCaT foi cultivada em
meio Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) e Ham’s F-12 (propor¢ao 1:1) e linhagem
de fibroblastos NIH/3T3 foram cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM), ambos suplementados com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e 1% da solu¢ao dos
antibioticos [Penicilina (100 UI/mL) e Estreptomicina (100 pg/mL)] em garrafas de cultura de
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75 cm® (KASVI) e mantidas em estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5%
de CO; (Panasonic, MCO-18ACL-PA, EUA) até¢ atingirem 80% de confluéncia. Em seguida,
removeu-se o meio, lavou-se com Phosphate buffered saline (PBS) e adicionou-se 2 mL de
solucao de tripsina/EDTA 2,5% as garrafas de cultura dos fibroblastos e queratindcitos, as
quais foram incubadas por 4 e 10 minutos, respectivamente, a 37°C com atmosfera de 5% de
COa,. Apos, acrescentou-se 4 mL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12 suplementado com
10% SBF e 1% da solugdo de antibioticos para inativacdo da enzima. Recolheu-se o meio
contendo as células e transferiu-se para um tubo de centrifuga¢do estéril de 15 mL,
procedendo a centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12
suplementado com 10% SBF e 1% de antibidtico. As suspensdes de células foram diluidas
diretamente no corante Azul de Trypan 10x para a contagem em camara de Neubauer para

iniciar o ensaio de viabilidade celular.

4.2.4.1.2 Ensaio de viabilidade celular

O teste colorimétrico do MTT foi utilizado para mensurar a viabilidade das linhagens
celulares de fibroblastos e queratinécitos, conforme Mossman (1983) com modificagdes. Para
tanto, as células foram transferidas para microplacas de 96 pocos, com densidade celular de 5
x 10° células/poco para NIH/3T3 e 1 x 10* células/poco para HaCaT, foram incubadas por 24
h em estufa incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente,
removeu-se o meio e adicionou-se 150 pL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12
suplementado (10% de SBF e 1% da solucdo de antibidticos) em cada pogo. Em seguida,
foram adicionados 50 pL das amostras (OM, NC, NC-OM e NC-OM-QT), previamente
diluidas em solucao de Tween 80 1% (v/v), de modo a obter-se concentragoes de OM
variando entre 0,0625 a 1,0 mg/mL (em quadruplicata). Como controles foram utilizados
meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12 (controle negativo), meio DMEM acrescido do solvente
[solugao de Tween 80 0,5% (v/v)] e solugdo de DMSO 5% (v/v) (controle positivo). As
placas foram incubadas por 24 e/ou 48 horas a 37°C com 5% de CO,. Apds esse periodo,
retirou-se o meio e adicionou-se 90 pL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12
suplementado acrescido de 10 uL de solugao de MTT a 5 mg/mL de coloragao amarela, sendo
incubada por 2:30 h a 37°C com 5%. Apos, o precipitado de formazan, de coloragdo roxa,
formado pela metabolizagdo do MTT pelas células metabolicamente viaveis foi dissolvido em

100 uL. de DMSO e a leitura foi realizada em espectrofotometro (SpectraMax M2, Molecular
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Devices, EUA) a 595 nm. O calculo da porcentagem de viabilidade celular para as células
tratadas com as diluigdes das amostras foi feito a partir das médias das respectivas
absorbancias, considerando-se o valor médio da absorbancia do grupo controle negativo como

100% de viabilidade.

4.2.4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no Laboratorio de Bioensaios do
Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de

Juiz de Fora (UFJF).

4.2.4.2.1 Estirpe microbiana

As amostras foram avaliadas frente a cepa de Cutibacterium acnes (INCQS 000460),
gentilmente cedidas pelo Departamento de Microbiologia do Laboratorio de Materiais de
Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ). A cepa bacteriana foi cultivada em jarra de
anaerobiose, a 35 + 2 °C em caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com extrato

levedura 0,5% e L-cisteina 0,05% por 48 horas antes de cada experimento.

4.2.4.2.2 Determinagdo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM para as suspensdes de NC, NC-OM, NC-OM-QT, bem como para o o6leo
essencial de M. alternifolia foram determinadas por técnica de macrodiluicdo em caldo
conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI — M100-S28,
2018; MI11-A6, 2004) com adaptacdes. As concentracdes para o Oleo de Melaleuca,
previamente diluido em DMSO a 1% (v/v), bem como para as formulagdes desenvolvidas,
variaram de 0,0044 a 0,56% v/v obtidas por dilui¢des sucessivas. Com controle positivo foi
utilizado o fosfato de clindamicina devido ao seu uso no tratamento da acne. Nesse caso, as
concentracdes utilizadas variaram de 0,03 a 4 pg/mL. A. Em capela de fluxo laminar,
transferiu-se 800 pL das amostras € 1000 pL de meio de cultura (caldo BHI suplementado)
para tubos previamente identificados. Posteriormente, adicionou-se 200 pL de inoculo
[Concentragio de 3x10’ UFC/mL, partindo-se da suspensdo bacteriana de 1 da escala

turbidimétrica padrio de McFarland (3x10® UFC/mL)] para o volume final de 200 pL. Os
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tubos foram incubadas a 35 + 2°C por 48 horas em jarra anaerdbia. Os mesmos testes foram
realizados simultaneamente com o controle de crescimento (meio de cultura +
microrganismo), controle do solvente (meio de cultura + microorganismo + DMSO 1%),
controle negativo (meio de cultura somente), branco (meio de cultura + amostra) e controle
positivo (meio de cultura + microorganismo + firmaco de referéncia). A CIM foi definida
como a menor diluicdo capaz de inibir o crescimento bacteriano e foi detectada visualmente
com auxilio do corante INT (cloreto de iodonitrotetrazolio). Para o teste, acrescentou-se 200
uL de INT 4 mg/mL em cada poco e incubou por 30 minutos, onde a cor amarela indica
auséncia de crescimento e a cor vermelha indica presenca de crescimento bacteriano
(BARBOSA, 2014).

Posteriormente, verificou-se o efeito bactericida ou bacteriostatico na CIM das
amostras. Para isso, foram transferidas aliquotas de 10 pL do meio de cultura dos pocos
considerados inibitorios (sem crescimento bacteriano visivel) do ensaio de CIM para placa de
Petri contendo agar BHA, a qual foi incubada a 35 + 2°C por 48h em jarra anaerdbia. Sendo

observado, apds o periodo de incubagdo, a ocorréncia ou ndo do crescimento bacteriano.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram avaliados estatisticamente através da analise de
variancia (ANOVA)/Dunnett, considerando-se o nivel de significancia de 0,05. A comparagao

entre as amostras foi feita através do teste de significancia de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia

Para a determinacdo dos componentes majoritarios do 6leo em estudo realizou-se a
analise por CG-EM. A andlise do perfil cromatografico, integraram-se os picos com areas
acima de 50000, obtendo-se 57 picos e destes, foram identificados 13 picos referentes aos
constituintes descritos na ISO 4730/2017, os quais representam 90,69% da composicao total

do oleo. Os dados sao apresentados na Figura 11 e Tabela 3.

Figura 11 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia
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Legenda: 1: a-Pineno, 2: Sabineno, 3: a-Terpineno, 4: p-Cimeno, 5: Limoneno, 6: 1,8-Cineol, 7: y-
Terpineno, 8: Terpinoleno, 9: Terpinen-4-ol, 10: a-Terpineol, 11: Aromadendreno, 12: Viridiflorene,
13: 9-Cadineno.

Fonte: Elaborada pela autora (2019)



Tabela 3 — Constituintes do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia descritos na ISO
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4730/2017
"PM
Pico  Constituinte ‘FM ‘tg (min)® % Area IS0 4730:2017 “IKcar ‘IKuir
(g/mol)
1 a-Pineno CioHi6 136 9,475 2,31 1,0 - 4,0% 933 939%*
2 Sabineno CioHis 136 11,175 0,41 Tracos ' - 3,5% 973 975%*
3 a-Terpineno CioHi6 136 13,017 8,19 6,0 - 12,0% 1017  1017*
4 p-Cimeno CioHi4 134 13,362 6,56 0,5 - 8,0% 1025  1024*
5 Limoneno CioHi6 136 13,537 1,89 0,5-1,5% 1029  1029*
6 1,8-Cineol CioHisO 154 13,628 2,25 Tracos - 10,0% 1031  1031*
7 y-Terpineno CioHi6 136 14,851 16,32 14,0 - 28,0% 1060  1059*
8 Terpinoleno CioHi6 136 16,069 3,80 1,5 -5,0% 1089  1088*
9 Terpinen-4-ol C;oH;sO 154 19,774 37,11 35,0 - 48,0% 1182 1177*
10 a-Terpineol  C;oH;sO 154 20,234 6,07 2,0-5,0% 1193 1188*
11  Aromadendreno CisHas 204 29,196 1,74 0,2 -3,0% 1445 14417
12 Viridiflorene CisHoa 204 31,044 2,58 0,1 -3,0% 1501 1497
13 d-Cadineno CisHos 204 31,902 1,46 0,2 - 3,0% 1529  1523"

Total identificado (%) 90,69%

Legenda: “Formula Molecular; ®Peso Molecular; ‘Tempo de Retengdo; YIndice de Kovats calculado
(com base na série homologa de n-alcanos C7-C30); “indice de Kovats da literatura (*Adams, 2007;
*Nicareta, 2006); © Tragos <0,01%.

Fonte: Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Os resultados encontram-se dentro da faixa preconizada pela normatiza¢ao ISO
4730/2017, padrao de qualidade internacional para o 6leo essencial de Melaleuca alternifolia,
com exce¢do do a-Terpineol e do Limoneno cujos valores situam-se ligeiramente acima de
5,0% e 1,5%, respectivamente (Tabela 3). Possivelmente, devido a degradacdo fisica ou
quimica ou ainda isomerismo com outros constituintes do 6leo. Nesse contexto, ¢ importante
ressaltar que, no caso de amostras de elevada complexidade e presenga significativa de
isomeros, a identificagdo de seus constituintes com base no tempo de reten¢do dos picos e nos
espectros de massa obtidos pode levar a interpretagdes inadequadas (von MUHLEN, 2009).
Tal fato pode ser justificado considerando que o tempo de retengdo varia conforme o

comprimento da coluna, a composicdo quimica e a espessura da fase estacionaria, as
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temperaturas de opera¢do, o fluxo e o tipo de géis carreador. Portanto, cromatdgrafos
idénticos, operados a partir de metodologias analogas e com os mesmos reagentes poderiam
gerar diferentes tempos de retencdo (MEDEIROS, 2014). Assim, a utilizacdo dos indices de
retencdo constitui recurso essencial para minimizar esse inconveniente. Dessa forma, os
indices de Kovats para os diferentes constituintes do 6leo essencial de M. alternifolia foram
calculados e os resultados obtidos foram comparados aqueles disponibilizados na literatura
(Tabela 3). A partir disso, a identificacdo dos constituintes pode ser adequadamente realizada.

A ISO 4730 determina que o 6leo apresente um teor minimo de 35% de Terpinen-4-ol
e um teor maximo de 10% de 1,8-Cineol (ISO, 2017). Neste trabalho foram encontrados
valores adequados de Terpinen-4-ol (37,11%) e 1,8-Cineol (2,25%) no o6leo analisado. Esses
resultados sdo importantes ndo somente do ponto de vista da qualidade do 6leo, mas também
com relacdo a seguranca e eficacia de sua utilizagdo. Nessa perspectiva, o Terpinen-4-ol ¢
referido como principal responsavel pela ag¢do biologica do dleo, sobretudo no que diz
respeito a atividade antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2011). De modo que, quanto maior o
teor de Terpinen-4-ol, melhor sua acdo frente aos microrganismos (JESUS et al, 2007). Por
outro lado, recomenda-se concentracdo abaixo de 10% para o 1,8-Cineol por ser associado a
irritagdo cutanea. Apesar disso, estudos demonstraram que esse constituinte pode aumentar a
permeabilidade da membrana dos microrganismos, facilitando a entrada de outros agentes
antimicrobianos, sendo considerado, dessa forma, como detentor de efeito antimicrobiano
marginal (HAMMER et al., 2003). Adicionalmente, existem relatos de seu efeito inibitério
sobre a producao de mediadores inflamatérios, tais como citocinas, prostaglandinas e

leucotrienos (JUERGENS et al., 2004).

5.2 DESENVOLVIMENTO DAS NANOCAPSULAS

Para o desenvolvimento foi selecionado um nanocarreador composto por nucleo
oleoso visando garantir adequada encapsulacdo do ativo e por polimeros que pudessem
auxiliar na protecdo do 6leo frente a degradacdo por agentes extrinsecos (sobretudo luz e
gases atmosféricos), bem como em relacdo ao controle da liberagdo do mesmo no sitio de
administracdo. Adicionalmente, a partir da escolha do biopolimero quitosana, buscamos
incrementar as atividades bioldgicas do 6leo em estudo. Por outro lado, optou-se por
preconizar constituintes comumente utilizados em formulagdes de uso topico e/ou que
apresentassem aprovagao de agéncias regulatorias para uso em humanos. Dessa forma, foram

desenvolvidas nanocapsulas a base de poli (e-caprolactona), contendo como ntucleo oleoso
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triglicerideos dos acidos céprico e caprilico e apresentando em sua constitui¢do os tensoativos
monooleato de sorbitano (Span 80) e monoleato de sorbitano etoxilado (Polissorbato 80), as
quais foram posteriormente revestidas por quitosana. O revestimento foi realizado com 2% de
quitosana por exibir caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas a proposta do trabalho.

As formulacdes desenvolvidas apresentaram caracteristica macroscopica homogénea e
aspecto leitoso tipico de dispersdes coloidais e foram avaliadas em relacdo as suas
propriedades fisico-quimicas, morfologicas e bioldgicas in vitro. Os resultados dessas

determinagdes sdo apresentados a seguir.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E MORFOLOGICA

5.3.1 Determinaciao do DiAmetro médio, Indice de Polidispersidade (IP), Potencial Zeta e
pH

Na Tabela 4 estdo representados os resultados referentes ao diametro médio, indice de
polidispersidade (IP), potencial zeta ¢ pH das nanocépsulas “brancas” (sem a presenga do 6leo
de Melaleuca encapsulado - NC), daquelas contendo o referido 6leo (NC-OM), assim como

das NC-OM apés o revestimento com quitosana (NC-OM-QT).

Tabela 4 — Valores* de diametro médio, IP, potencial zeta e pH das nanocépsulas.

NC NC-OM NC-OM-QT
Didmetro médio (nm) 2984 +4,1 2439+ 1,6 268,0 + 3,8
Indice de Polidispersidade 0,288 + 0,9 0,180+ 0,2 0,204+ 0,9
Potencial Zeta -32,7+2,0 -295+1,3 +31,0+ 1,8
pH 6,11+ 0,05 5,58 +0,10 5,06+ 0,17

*Qs valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3).

Fonte: Elaborada pela autora (2019)

As nanocdpsulas ‘“brancas”, bem como aquelas contendo o OM encapsulado
apresentaram didmetro médio entre 244 a 299 nm e estdo de acordo com a variagdo de
tamanho normalmente observada para nanoparticulas preparadas pelo método de deposigao
interfacial do polimero pré-formado (100 a 500nm) (SCHAFFAZICK, 2006). Por outro lado,
pode-se perceber que as NC obtiveram valores de didmetro maiores que as NC-OM. Isto se

deve provavelmente & maior quantidade dos triglicerideos de cadeia média na formulagdo das
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NC quando em comparagdo a constituicdo das NC-OM (Tabela 2, p. 48). Esses triglicerideos
possuem cadeias laterais longas e, por conseguinte, ocupariam maior volume no ntcleo
oleoso. Em contrapartida, o OM ¢ constituido por moléculas menores, que ocupariam um
menor espaco na fase oleosa.

Adicionalmente, foi constatado um maior valor de IP para as nanocapsulas brancas
(0,288 + 0,9) em detrimento aquelas contendo o OM (0,180 + 0,2) (Tabela 4). Esse resultado
¢ corroborado a partir dos graficos de distribui¢do de tamanho demonstrados na Figura 12,
nos quais € possivel perceber uma distribui¢do bimodal mais acentuada para as NC (Figura
12a). Tal fato pode ser igualmente considerado como forma de justificar o maior diametro
médio obtido para essas particulas. Para explicar as diferencas nos valores de IP, teorizamos
que esse padrao de distribuicao possa ser devido ao excesso de tensoativos na fase aquosa, os
quais se organizam sob a forma de micelas de tamanho micrométrico. Sob outra perspectiva, ¢
possivel que a presenga do OM no nucleo das nanocapsulas tenha levado a modificacao do
Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL) da fase oleosa, de forma que uma maior quantidade
de tensoativos fosse requerida para estabilizar o sistema. Nesse caso, portanto, ndo haveria a
presenca significativa de estruturas micelares dispersas na fase externa e, dessa forma, uma
distribuicdo unimodal e mais monodispersa foi alcancada (Figura 12b). Entretanto, ¢
importante ressaltar que os valores de polidispersividade para ambas as formulagdes se situa
abaixo de 0,3, o que, de acordo com a literatura, configura a obtengdo de sistemas

monodispersos (ANGELI, 2007; MARCO, 2009).
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Figura 12 — Distribui¢ao de tamanho das nanocépsulas por intensidade (n = 3).

(a) NC; (b) NC-OM; (c) NC-OM-QT
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Ainda em relagdo aos resultados apresentados na Tabela 4 pode-se constatar que as

nanocapsulas revestidas com quitosana (NC-OM-QT) apresentaram aumento no didmetro em
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comparac¢do as nanocapsulas contendo OM ndo revestidas (NC-OM). Esse resultado esta em
concordancia com dados obtidos em outros estudos da literatura (RIDOLFI et al., 2012;
TAVARES, 2013) e pode sugerir que o incremento de tamanho ocorreu devido a adsorcdo da
quitosana a superficie das particulas. Além disso, foi observado um ligeiro aumento no valor
de IP para as particulas revestidas quando em comparagdo as formulagdes NC-OM. Esse fato
pode ser devido ao revestimento nao homogéneo das nanocapsulas, o que possivelmente
contribuiria para uma maior diversidade na distribuicdo do diametro das mesmas. De fato, o
padrdo de distribuicdo de tamanho reportado na Figura 12¢ mostra uma maior
heterogeneidade desse parametro em contraste com as NC-OM (Figura 12a). Apesar disso, o
valor de IP para a formulagao revestida encontra-se abaixo de 0,3, o que, como ja descrito,
indica a obtenc¢do de sistema monodisperso.

As nanoparticulas possuem uma estrutura com superficie eletrostatica, devido a
dissociagdo de grupamentos dos polimeros ou pela adsor¢do preferencial de ions ou outras
moléculas idnicas do meio aquoso da dispersdao (ANGELI, 2007). O potencial Zeta ¢ a
medida que reflete o potencial de superficie dessas particulas, o qual ¢ influenciado pelas
mudangas na interface com o meio dispersante (SCHAFFAZICK et al., 2003) e pela
composi¢ao quali/quantitativa de seus constituintes, especialmente tensoativos e polimeros
(MARCO, 2009). Nesse contexto, o potencial Zeta ¢ um pardmetro importante para estimar a
estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois elevados valores de carga de
superficie (em modulo) conferem maior repulsao eletrostatica entre as particulas, reduzindo a
probabilidade de agregacdo, em fungdo das colisdes ocasionais das mesmas quando em
suspensao (MARCO, 2009). Deste modo, particulas com valores de potencial Zeta maiores
que 30 mV (em moddulo) sdo consideradas estaveis (GUTERRES et al., 2016; TAVARES,
2013). Por outro lado, existe relacdo direta entre a caracteristica de superficie de
nanocarreadores coloidais e sua interagdo com diferentes superficies biologicas (VIEIRA,
TAVARES, REDRIGUIERI, 2013). A esse respeito, com o intuito de prolongar o tempo de
permanéncia de ativos na superficie da pele (negativamente carregada), alguns estudos tém
proposto o revestimento de sistemas nanoestruturados, que em sua maioria possuem carga de
superficie negativa, com materiais que promovam a inversao de cargas para valores positivos
(SIQUEIRA, 2008). Dessa forma, o revestimento das nanocapsulas contendo o OM com a
quitosana seria interessante para incrementar o tempo de permanéncia da formulagao no local
de administragdo, contribuindo, consequentemente, para a eficacia do tratamento antiacneico.

Por meio dos resultados descritos na Tabela 4, bem como nas Figuras 13a e 13b, pode-

se constatar que as NC e as NC-OM apresentam potencial Zeta negativo, com valores iguais a
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-32,7 £2,0 e -29,5 £ 1,3 mV, respectivamente. Esses valores sdo atribuidos a presenga dos
grupos carboxilatos (-COO-) na cadeia principal da poli (e-caprolactona) (CALVO et al.,
1997; FLORES et al., 2011; SCHAFFAZICK et al, 2003) e apresentam-se similares aos
obtidos em outros estudos (ANGELI, 2007; MARCO, 2009). Pode-se perceber, ainda, que a
encapsulacdo do Oleo essencial de M. alternifolia nas nanocapsulas ndo alterou
consideravelmente o valor do potencial de superficie comparado as nanocapsulas “brancas”.
Deste modo, pode-se supor que os constituintes do 6leo estejam, de fato, encapsulados no
interior do nticleo oleoso e ndo adsorvidos a parede polimérica. Entretanto, outras analises sao
necessarias para confirmagao dessa hipotese, tais como a avaliacdo da liberagdo in vitro do
ativo encapsulado (considerando seu marcador quimico), técnicas termoanaliticas e/ou
espectroscopicas. Por fim, ressaltado-se que, em ambos os casos, existe o indicativo de
estabilidade satisfatoria para as formulagdes, ja que os valores de potencial Zeta encontram-se
proximos de -30 mV.

Em relagdo a formulagdo revestida, observou-se uma inversdao do potencial Zeta para
valores mais positivos (31,0 £ 1,8 mV) (Tabela 4 e Figura 13c), o que pode reforcar a
ocorréncia da adsor¢do da quitosana a superficie das particulas. De fato, a literatura aponta
que a determina¢do do potencial Zeta ¢ uma das técnicas mais amplamente utilizadas para a
comprovagdo do revestimento de nanoestruturas (LEMARCHAND, GREF, COUVREUR,
2004; PYELL et al., 2015). Diferentes estudos descrevem que tal revestimento ¢ alcancado
devido ao ancoramento do polimero catidnico a superficie das particulas, por meio do
enredamento das cadeias poliméricas, resultando em uma estrutura do tipo core-shell
(CALVO et al.,, 1997, SEDEKY et al., 2018; WANG et al., 2010). Adicionalmente,
consideramos que o revestimento também possa ser devido as interagdes eletrostaticas entre
as cargas negativas presentes na superficie do nanosistema e as cargas positivas da cadeia do
polimero cationico. Explicacdo semelhante foi proposta no estudo de Park e colaboradores
(2015). Pelo exposto, a justificativa para a obtencdo da carga de superficie positiva nas NC-
OM-QT reside nas caracteristicas da quitosana, a qual, depois de dissolvida em solugdo 4cida,
tem seus grupamentos amino protonados (MARINI, 2014). Nesse sentido, resultado similar
ao encontrado em nosso trabalho foi obtido no estudo de Nagarwal (2011) quando da
preparacdo de nanoparticulas compostas por quitosana (30,0 £ 4 mV). Por fim, ¢ importante
mencionar que as particulas revestidas podem ser consideradas estaveis, ja que o valor

absoluto do potencial Zeta encontra-se acima de 30 mV.
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Figura 13 — Gréfico de distribui¢do do potencial Zeta das nanocapsulas (n = 3).

a) NC; (b) NC-OM; (c) NC-OM-QT
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Em relagdo ao pH, a avaliacdo desse parametro ¢ relevante na caracterizacdo fisico-
quimica de nanoestruturas, pois alteragcdes nos valores podem estar associadas a degradagado
do polimero ou de outros componentes da formulacio (ANGELI, 2007). Além disso, ¢
importante que o valor de pH das formulagdes apresente compatibilidade com a via de
administracao pretendida, visando minimizar a ocorréncia de efeitos indesejaveis.

Analisando os resultados obtidos, € possivel observar que as suspensdes de
nanocapsulas “brancas”, bem como aquelas contendo o o6leo essencial de Melaleuca
apresentaram valores de pH ligeiramente acido (6,11 & 0,50 para as NC e 5,58 £+ 0,10 para as
NC-OM) (Tabela 4). Esses resultados sdao concordantes aos obtidos no estudo de Flores
(2011) quando da preparacao de nanocapsulas de poli (e-caprolactona) para a encapsulacao do
6leo essencial de Melaleuca e podem ser justificados com base no cardter acido desse
polimero devido a presencga do grupo éster (SCHAFFAZICK et al, 2003). Por outro lado, as
particulas revestidas (NC-OM-QT) apresentaram um valor de pH mais baixo (5,06 = 0,17)
(Tabela 4), o que pode ser devido a presenga dos grupamentos amino protonados na estrutura
da quitosana. Em relagdo aos valores de pH obtidos, ¢ importante considerar que os mesmos
sdo adequados para o uso topico dessas formulagdes, ja que o pH da pele ¢ ligeiramente 4cido
(4,6-5,8), o que reduz a possibilidade de irritagdo cutanea (LEONARDI, GASPAR,
CAMPOS, 2002).

5.3.2 Determinacio da Eficiéncia de Encapsulacio (EE)

O Oleo essencial de Melaleuca tem sido utilizado em diversas preparacdes
farmacéuticas, incluindo as destinadas ao tratamento antiacneico, em concentragdoes de 5 a
10% (p/v) (GARCIA et al., 2009; OLIVEIRA, 2009). Diante disso, priorizamos nas
formulacdes desenvolvidas nesse trabalho, a encapsulagcdo do referido 6leo em uma menor
concentragdo (2,5% p/v), uma vez que os pilares da aplicagdo da nanotecnologia na éarea
farmacéutica pressupdem o direcionamento do ativo ao sitio alvo, bem como o controle de sua
liberacdo e a minimizacao de possiveis degradacdes quimicas ou enzimadticas permitindo,
consequentemente, a reducdo da dose administrada.

Para a avaliacdo da EE do o6leo essencial de M. alternifolia nas nanocapsulas foi
empregada a técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas para a
quantificagdo do Terpinen-4-ol, marcador quimico desse 6leo. Os resultados encontrados sido

descritos nos subitens a seguir.
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5.3.2.1 Quantifica¢do do Terpinen-4-ol no residuo da rotavaporag¢do

No método de precipitagdo do polimero pré-formado, o qual foi utilizado para o
preparo das NC-OM, o solvente organico e parte da quantidade de agua sdo retirados do
sistema por meio do processo de rotavaporagdao. Nesse caso, a suspensao de nanocapsulas ¢
submetida a aquecimento sob pressdao reduzida e, dessa forma, haveria a possibilidade de
perda dos constituintes volateis presentes no 6leo, especificamente o Terpinen-4-ol, marcador
quimico de escolha para a avaliagdo do processo de encapsulacdo e essencial para as
atividades bioldgicas pretendidas. Assim, a quantificagdo desse marcador foi realizada no
residuo de rotavaporacao por meio da técnica de CG-EM, de acordo com a metodologia

descrita no item 4.2.3.3.1. Os dados obtidos estdo demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores* referentes a concentragao do Terpinen-4-ol no residuo de rotaevaporagao

Amostra Aamostra Apadrio Cpadrio Camostra
1 29924137 46474871 0,14 mg/mL 0,45 mg/mL
2 34171224 46474871 0,14 mg/mL 0,51 mg/mL
3 30095786 46474871 0,14 mg/mL 0,45 mg/mL

Legenda: A mosira: drea do pico do Terpinen-4-ol na amostra; A,gmo: drea do pico do Terpinen-4-ol no
padrio; Cpaame: concentragdo do padrdo de Terpinen-4-ol; Cymosa: concentragdo de Terpinen-4-ol na
amostra.

Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Por meio dos resultados apresentados, pode-se constatar uma pequena perda de
Terpinen-4-ol durante o processo de rotavaporagao, o que equivale a 0,47 + 0,03 mg/mL ou

aproximadamente 5,1% da quantidade total desse constituinte adicionado a formulagao.

5.3.2.2 Quantificagdo do Terpinen-4-ol nas nanocdpsulas

A partir da andlise dos perfis cromatograficos dos ultrafiltrados (Figura 14a e 14c)
referentes as amostras das NC-OM e NC-OM-QT por CG-EM, pode-se verificar a auséncia
do pico referente ao Terpinen-4-ol, quando em comparagao aos cromatogramas obtidos no

caso da adi¢@o do padrdo de Terpinen-4-ol nessas amostras (14b e 14d).
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Figura 14 — Perfil cromatografico do ultrafiltrado referentes as NC-OM (a), NC-OM apds
adi¢do do padrdo de Terpinen-4-ol (b), NC-OM-QT (c) e NC-OM-QT apés adi¢do do padrao
de Terpinen-4-ol (b)
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Deste modo, a fragao nao encapsulada do dleo essencial de M. alternifolia, estimada
pela quantificacdo do Terpinen-4-ol, foi calculada levando-se em considera¢do apenas a
quantidade desse marcador obtido no residuo da rotavaporagdo. Portanto, a eficiéncia de
encapsulacao foi igual a 94,9 + 0,38%. Esse resultado pode sugerir que o método de
deposicao interfacial do polimero pré-formado foi eficiente para a incorporagdo do OM nas
nanocapsulas e ¢ similar ao encontrado no estudo de Flores (2011), no qual foi obtida EE
igual a 96%. No trabalho citado, os autores desenvolveram, similarmente ao nosso estudo,
nanocapsulas poliméricas para a encapsulagio do OM por meio da técnica de
nanoprecipitacdo e citam que a perda de Terpinen-4-ol possa ter acontecido, de fato, durante o

processo de rotavaporagao.
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5.3.3 Avaliacio morfologica

A avaliacao morfoldgica das NC-OM e NC-OM-QT foi realizada por Microscopia de
Forca Atomica (MFA). Essa técnica fornece informagdes topograficas da amostra com alta
resolucdo em trés dimensdes em escala nanométrica, sendo capaz de mostrar detalhes de
superficie a nivel atdmico, possibilitando caracterizar simultaneamente o contorno das
particulas, sua estrutura e organizagdo entre estas (LARA 2008; LEITE, 2006).

As imagens mostram particulas esféricas com tamanho nanométrico e homogeneidade
em relacao ao formato, entretanto pode-se observar variagao entre as diferentes nanocéapsulas.
Examinando as imagens relativas as NC-OM (Figuras 15a e 15¢) notam-se sombras ao redor
das nanoparticulas, indicando que houve rompimento da estrutura e extravasamento do nucleo
oleoso. Tal observagdo pode sugerir que as NC-OM apresentam um filme polimérico fino
envolvendo o nucleo oleoso de caracteristica maleavel, e dessa forma, as particulas podem ter
sofrido deformacao devido ao processo de secagem ou mesmo pelo contato intermitente com
a ponta do microscopio (LARA, 2008; LEITE et al., 2005).

Diferentemente, as NC-OM-QT apresentaram morfologia altamente esférica e
rodeadas por um halo-like (HAAS et al., 2005) (Figuras 15b e 15d), sugerindo a presenga de
quitosana na superficie das particulas. Essa estrutura caracteristica parece contribuir para a
maior estabilidade das mesmas em relagdo a deformacdo devido ao processo de secagem ou
pela interagao com a ponta do equipamento. Ademais, por meio das imagens obtidas, tem-se

mais um indicio do revestimento das nanocapsulas contendo OM pelo polimero catidnico.
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Figura 15 — Imagens de MFA das NC-OM (a) e das NC-OM-QT (b) vistas do topo (escala:
10x10 pum). Imagens de MFA em 3D das NC-OM (c) e das NC-OM-QT (d) (escala: 6x6 um).
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Como ja descrito, a estrutura das nanocapsulas ¢ maleavel devido ao nucleo oleoso,
sendo estas mais sujeitas as deformacdes (ARAI'JJO, 2009; FIEL et al., 2011; LEITE et al.,
2005; LARA, 2008). Assim, com o intuito de confirmar o possivel achatamento ocorrido
durante a obtencdo das imagens, calculou-se, com o auxilio do software do equipamento, a
relacdo didmetro/altura (D/h) das nanocapsulas em estudo (n = 3) (MONTASSER, FESSI,
COLEMAN, 2002). De acordo com a literatura, o valor obtido para essa relagdo pode se
alterar conforme a espessura da parede polimérica, a heterogeneidade da deposi¢ao do
polimero sobre as nanoparticulas durante o seu desenvolvimento (LEITE et al., 2005), bem

como em relacdo a associacdo do ativo as nanoestruturas (ARAUJO, 2009). Nesse contexto, o
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esquema a seguir representa os possiveis fendmenos de achatamento/deformacdo de

nanoestruturas em relacao aos valores de D/h (Figura 16).

Figura 16 - Esquema representativo dos possiveis fenomenos que contribuem para o

achatamento das particulas durante a obtengdo de imagens por MFA.
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Legenda: (a) Representacdo de particulas de nanoemulsdes, as quais ndo apresentam parede
polimérica, depositadas sobre a superficie da mica tendem a se agregar. (b) Representacdo de
nanocapsulas com espessuras diferentes de parede polimérica. (b1) parede polimérica descontinua;
(b2) parede polimérica continua com espessura fina; (b3) parede polimérica continua com espessara
grossa; Nas trés situagdes representadas, as nanocapsulas se deformam, sendo em (b1) o efeito mais
pronunciado, onde estas se comportem como nanoemulsdes. Em (b2), as nanocéapsulas tendem a se
achatar mais que em (b3), devido a menor espessura da parede polimérica. (¢) Representacdo de
nanoesfera cuja estrutura ¢ uma matriz polimérica, a qual confere maior rigidez, portanto ocorre
auséncia de deformacgao.

Fonte: ADAPTADO DE LEITE, 2006.

Para as NC-OM, a relagdo D/h foi igual a 20,8, apresentando comportamento tipico de
nanoemulsdes, o que pode corroborar a presenca de parede polimérica fina e ruptura da
estrutura durante a aquisi¢ao das imagens. Por outro lado, para as NC-OM-QT essa relagao

foi de 7,7, o que explica o menor achatamento quando em comparacdo as NC-OM,
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possivelmente devido ao revestimento com a quitosana que aumentou a espessura da parede
polimérica provendo maior resisténcia a particula.

Quanto ao diametro, as nanocapsulas apresentaram valores que variaram de 104 a 244
nm (NC-OM) e 123 a 241 nm (NC-OM-QT), diferentemente dos valores médios obtidos pela
técnica de Espalhamento Dinamico de Luz, especificamente 243,9 + 1,6nm para as NC-OM e
268,0 + 3,8nm para as NC-OM-QT (Tabela 4). Este fato pode ser atribuido a diferenca entre
as técnicas. Na MFA, as medi¢des sdo realizadas diretamente nas imagens obtidas e as
amostras s3o desidratadas, o que pode induzir a agregacdo ou ao achatamento das
nanocapsulas apos sua deposi¢ao sobre a superficie da mica, além da possibilidade da
interacdo com a sonda ocasionar alteracdes nas mesmas. Ao passo que, na técnica
espectroscopica, mede-se o raio hidrodindmico das nanocapsulas em suspensdo e, portanto,
ndo ha quaisquer alteragdes na amostra. Além disso, um nimero limitado de particulas foi
medida pela técnica de microscopia, o que pode ter influenciado na distribuicdo de tamanho
observado por essa técnica em comparagao as analises no Zetasizer. No entanto, a partir da
avaliagdo dos graficos de distribui¢ao de tamanho por niimero das NC-OM e das NC-OM-QT
(Figuras 17a e 17b, respectivamente) obtidos pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz,
pode-se constatar faixas de distribui¢do compativeis com os valores observados quando da

determinag¢do do didmetro por MFA.

Figura 17 — Gréafico de distribui¢do de tamanho das nanocapsulas por nimero fornecida pelo

Zetasizer. NC-OM (a) e NC-OM-QT (b)
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Fonte: Elaborada pela autora (2019)

5.4 CARACTERIZACAO BIOLOGICA IN VITRO
5.4.1 Avaliacao da viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada por meio da exposi¢ao de linhagem de
fibroblastos (NIH/3T3) e queratindcitos (HaCaT) ao 6leo essencial de M. alternifolia, bem
como as diferentes formulacdes de nanocapsulas (NC, NC-OM e NC-OM-QT). Essas
linhagens celulares foram escolhidas diante da intengdo de utilizagdo da formulagdo
desenvolvida pela via topica. As células foram cultivadas e tratadas com as amostras nas
concentragdes de 0,1 a 0,006% (v/v) em relagdo a quantidade de OM e a viabilidade celular
foi determinada utilizando-se o sal de tetraz6lio (MTT) apds 24 e 48 horas de tratamento.
Como controles foram utilizados meio DMEM (controle negativo), meio DMEM acrescido do
solvente [soluc¢do de polissorbato 80 a 0,5% (v/v)] e solugdo de DMSO a 5% (v/v) (controle
positivo).

De acordo com os resultados dispostos na Figura 18, pode-se perceber, quando da
incubacdo da linhagem de fibroblastos com o OM por 24h ou 48h, que a reducdo da
viabilidade celular ocorreu de maneira significativa apenas na concentracao inicial (0,1% v/v).
Apesar de empregarem linhagem celular diferente, estudos publicados obtiveram resultados
proximos aos encontrados em nosso trabalho apds exposicdo (24-48h) de fibroblastos
humanos ao 6leo essencial de M. alternifolia. Nesses casos, concentragoes de 300 pg/mL
(SODERBERG et al., 1996) e 1000 pg/mL (ASSMANN et al., 2018; SODERBERG et al.,
1996) foram capazes de diminuir significativamente a viabilidade das células. De acordo com
SODERBERG e colaboradores (1996), tais resultados podem ser atribuidos as interacdes dos

constituintes do 6leo com as membranas celulares, de modo semelhante ao que ocorre em
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relacdo a atividade antimicrobiana dessas substancias. Nessa perspectiva, embora bem
tolerado apos aplicacdo tdpica, estudos cientificos apontam que possiveis efeitos toxicos do
OM sao dose dependente e salientam que a ocorréncia de irritacdo cutdnea pode estar
relacionada a utilizagdo de concentracdes elevadas desse 6leo. Além disso, ¢ relatado que
reacdes alérgicas em individuos predispostos podem acontecer devido aos vérios produtos de
oxidagdo que podem ser formados quando da exposi¢ao do 6leo a luz e ao ar (HAMMER et
al., 2006). Esse dado contribui para a justificativa de encapsulagdo do OM em sistemas

nanoestruturados, o que possibilitaria a diminuigdo de possiveis efeitos toxicos desse bioativo.

Figura 18 — Avaliagdo do OM, NC, NC-OM, NC-OM-QT sobre a viabilidade celular de
linhagem celular de Fibroblasto NIH/3T3 apds 24 (A) e 48 (B) horas de tratamento exposicao.
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*Diferenca estatisticamente significativa da amostra em relacdo ao controle negativo
(ANOVA/DUNNET, p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Por outro lado, considerando o tempo de incubacdo de 24h, foi observado um
incremento na porcentagem de viabilidade celular quando em comparag¢do ao grupo controle
para as concentragdes de 0,025 e 0,012% (v/v). Esse resultado pode sugerir que, nessas
concentracdes, o Oleo esteja induzindo a proliferacdo de fibroblastos, podendo estar
relacionada com a suposta atividade cicatrizante do OM. Nesse contexto, tal propriedade ja
foi relatada em estudos anteriores (FLORES et al., 2015). Além disso, resultado semelhante
foi obtido no estudo de Assmann e colaboradores (2018) quando da exposicao (72 h) de 300
ng/mL do OM (contendo 34% de Terpinen-4-ol) em linhagem celular de fibroblasto humano
HFF-1. Adicionalmente, esse mesmo comportamento foi observado em nosso estudo apds
48h de incubacdo das células com concentragdes de OM variando entre 0,025 a 0,006% (v/v).
Essa observacdo pode corroborar a atividade indutora da proliferacdo de fibroblastos pelo
OM.

Para as nanocdpsulas “brancas” (NC), os resultados evidenciam que a viabilidade
celular se equipara a obtida para o grupo controle negativo para as concentragdes de 0,05 a

0,006% (v/v) no tempo de 24h e 0,025% (v/v) no tempo de 48h (Figura 18). Além disso, para
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o tempo de 24h, a concentracdo de 0,1% (v/v) manteve a viabilidade celular acima de 70% o
que, de acordo com a ISO 10993-5/2009, ndo caracteriza efeitos toxicos significativos. Assim,
os dados obtidos podem refletir em uma adequada tolerabilidade da linhagem NIH/3T3 as
nanocapsulas de poli (g-caprolactona), o que possivelmente contribui para a seguranca da
utilizacao desse carreador pela via topica. Por outro lado, interessantemente, apos 48h de
incubagdo da linhagem de fibroblastos com concentracdes de NC iguais a 0,012 e 0,006%
(v/v), houve um aumento estatisticamente significativo na viabilidade celular
comparativamente ao grupo controle negativo. Essa observagdo pode ser explicada a partir da
capacidade de regeneragao tecidual por parte dos triglicerideos de cadeia média (FERREIRA
et al., 2012), os quais fazem parte do ntcleo oleoso das particulas. E possivel que tal efeito se
mostre mais pronunciado apos 48h, devido a um maior tempo requerido para a
desestabilizacdo das nanocéapsulas e consequente exposi¢ao da totalidade do nucleo oleoso no
meio de cultivo. De modo oposto, nota-se uma redugdo de viabilidade nos fibroblastos apos
sua incubacao por 48h, com concentracdes de NC iguais a 0,1 e 0,05%(v/v). Nesse caso, 0s
valores de viabilidade celular encontram-se abaixo de 70%, indicando a possibilidade de
aparecimento de efeitos toxicos (ISO, 2009). Sob essa perspectiva, Trindade e colaboradores
(2018) citam em seu trabalho que a citotoxicidade de nanocapsulas a base de PCL ¢
incrementada com o aumento da dose e esta associada, sobretudo, a interagdo do polimero
hidrofébico com a membrana das células.

No que diz respeito as NC-OM (Figura 18), os resultados evidenciam, apds 24 h de
incubacdo, porcentagem de viabilidade celular semelhante a obtida para o grupo controle
negativo para as concentragdes de 0,025 a 0,006% (v/v). Além disso, na concentragdo de
0,05% (v/v) a viabilidade celular encontra-se acima de 70%, situacdo na qual ndo hé indicios
de citotoxicidade (ISO, 2009). Comparando-se esses resultados com os obtidos, paras as
mesmas concentracdoes, no tempo de 48h, observa-se um incremento significativo da
viabilidade celular na faixa de concentracdo compreendida entre 0,025 a 0,006% (v/v). Tal
resultado pode ser explicado pela possivel liberagdao de quantidade significativa do OM a
partir das nanocapsulas apdés 48h de incubagdo, o que contribuiria para a indugdo da
proliferacao dos fibroblastos por parte dos constituintes do 6leo. No entanto, ensaios de
liberacao in vitro devem ser conduzidos visando confirmar essa hipotese.

Confrontando os resultados obtidos para as NC-OM com aqueles encontrados para as
NC, percebe-se um comportamento diferente em relagdo as concentragdes 0,1 € 0,05% (v/v)
apos 24h de exposi¢do. Nesse caso, pode indicar que a diminui¢do da viabilidade na NC-OM

seja decorrente do OM, devido a maior viabilidade observada nas NC. No tempo de exposi¢ao
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de 48h, ocorre uma inversao na concentragao de 0,5% (v/v), sendo o NC-OM causando menor
reducdo na viabilidade dos fibroblastos, podendo sugerir um controle na liberagcdo do OM, o
que levaria a uma menor exposic¢ao das células a grande concentragdo de OM em um mesmo
momento.

Em relagdo as NC-OM-QT (Figura 18), as concentragdes 0,025 a 0,006% (v/v) ndo
diferiram significativamente do grupo controle negativo, salientando que, assim como as NC-
OM, as nanoparticulas revestidas ndo reduziram a viabilidade dos fibroblastos em rela¢do ao
6leo livre nos tempos de 24h e 48h. Além disso, no caso da concentracdo de 0,05% (v/v), a
viabilidade celular encontra-se acima de 70% para ambos os tempos de incubagdo. Ainda,
para a concentracdao de 0,1% (v/v) no tempo de 24h pode ser observado um ligeiro aumento
de viabilidade quando comparado ao resultado obtido para as NC-OM e o OM. Nesse caso,
sugerimos que a presenca do revestimento reduziu a taxa de liberacdo do OM através da
nanocdpsula e também pode advir das as propriedades cicatrizantes da quitosana
(PATRULEA et al., 2015). Dessa forma, os resultados sugerem que o carreador desenvolvido
pode ser promissor para a administracdo topica.

No que se refere a viabilidade celular em queratindcitos (Figura 19), pode-se verificar
que estes se mostraram mais sensiveis as amostras quando em comparagdo aos fibroblastos.
Assim, quanto ao OM, houve redugdo de viabilidade em todas concentragdes em 24h de
tratamento comparado ao grupo controle negativo. No entanto, a partir da concentragdo de
0,025% (v/v) os valores de viabilidade se encontram acima de 70%. Sob essa perspectiva,
resultados semelhantes foram obtidos em estudos publicados (LAN et al., 2014; CASALLE,
2016). Ja para o tempo de 48h, ¢ possivel perceber que as concentragdes de 0,025 a 0,006%
(v/v) ndo diferiram estatisticamente do grupo controle negativo. Esse resultado pode indicar
inducdo de proliferacdo dos queratindcitos apartir dos constituintes do OM liberados mais
tardiamente ou uma concentracao mais significativa para esse efeito sobre as células.

Por outro lado, as NC ndo diferiram do grupo controle negativo das concentragdes
0,025 a 0,006% (v/v) no tempo de 24h e apresentaram uma ligeira reducdo da viabilidade
apenas na concentracao 0,05% (v/v) no tempo de 48h, demonstrando uma boa tolerabilidade
das células a essa amostra. Nesse sentido, existe na literatura o relato do baixo potencial

citotoxico de nanocdpsulas a base de PCL em linhagem celular de queratindcitos

(BRUINSMANN, 2016).
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Figura 19 - Avaliacio do OM, NC, NC-OM, NC-OM-QT sobre a viabilidade celular de

linhagem celular de Queratinocito (HaCaT) apos 24 (A) e 48 (B) horas de tratamento.
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Para as NC-OM, em ambos os tempos de incubagdo e apartir da concentragdo de
0,025% (v/v), os valores de viabilidade celular encontram-se acima de 70%, o que ndo
configura potencial citotoxico (ISO, 2009). Além disso, pode-se perceber que nao houve
diferenca estatistica significativa na concentracdo de 0,006% (v/v) comparado ao grupo
controle negativo com 24h de exposicao e nas concentracdes 0,012 e 0,006% (v/v) com 48h
de exposicdo. No caso especifico da concentragdo de 0,012% (v/v), pode-se sugerir que, em
48h, devido a maior libera¢do do 6leo a partir da formulagdo, houve a indugdo da proliferagcao
das células impulsionada pelos constituintes do OM. Por fim, ¢ relevante mencionar que,
quando da comparacdo das NC-OM com o oleo livre, verifica-se que o carreador
nanoestruturado nao incrementa a citotoxicidade do OM, o que demonstra que a estratégia de
nanoestrutura¢ao desse composto ¢ potencialmente promissora.

Apds 24h de incubacdo com a linhagem celular, as NC-OM-QT propiciaram
viabilidade celular comparada a do grupo controle negativo para as concentragdes de 0,025 a
0,006% (v/v). Esse dado ¢ de extrema relevancia, sobretudo quando consideramos que, na
concentragdo de 0,025% (v/v), o OM e as NC-OM levam a uma diminui¢do significativa da
viabilidade das células em relacdo ao grupo controle negativo. Dessa forma, ¢ possivel inferir
que a formulagdo revestida é capaz de diminuir o potencial citotéxico do 6leo essencial de M.
alternifolia, o que refor¢a uma das premissas basicas da aplicagdo da nanotecnologia para a
liberagdo de bioativos: a diminui¢do da toxicidade da substancia encapsulada. Sugerimos que
esse resultado possa ser devido as propriedades cicatrizantes da quitosana. No entanto, apds
48 h de exposicdo, foi observado uma reducao na viabilidade celular em todas as
concentragdes testadas. Nesse caso, a elevada densidade de cargas decorrentes da protonagdo
dos grupamentos amino da quitosana, pode, ao longo do tempo, interagir de maneira mais
pronunciada com a membrana plasmaticas das cé€lulas, levando ao aumento da permeabilidade
celular com consequente perda da integridade da membrana. Essa mesma teoria foi relatada
por Thakur e co-autores (2018) quando da avaliagdo da citotoxicidade de formulacdo

nanoestruturada a base de quitosana frente a linhagem HaCaT (THAKUR et al., 2018).

5.4.2 Determinac¢iao da Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

Viérias publicagdes relatam a atividade antimicrobiana do oleo essencial de
Melaleuca alternifolia para inimeras cepas de bacterianas (FLORES, 2011; TABASSUM,;
VIDYASAGAR, 2013), incluindo Propionibacterium acnes (CARSON; HAMMER; RILEY,
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2006; HAMMER, 2015; LEE et al., 2013) recentemente renomeada como Cutibacterium
acnes. Nesse contexto, ¢ descrito que o grande potencial antimicrobiano desse 6leo essencial
se deve a dificuldade que os microrganismos encontram em modificar seu sistema enzimatico
visando estabelecer mecanismos de resisténcia ao mesmo. Esse fato € explicado pela
composi¢do quimica complexa do OM, o qual apresenta mais de 100 constituintes (JESUS,
2007). A esse respeito, cabe salientar que o Terpinen-4-ol ¢ considerado o principal
responsavel pela atividade do 6leo frente aos microrganismos. Partindo desse pressuposto, um
dos objetivos desse trabalho diz respeito a nanoestruturacdo do 6leo de Melaleuca em sistema
inédito objetivando possibilitar o incremento de seu efeito antimicrobiana. Assim, nessa parte
do trabalho, avaliamos a eficacia antimicrobiana do 6leo livre e nanoestruturado frente a C.
acnes. Sob essa perspectiva, a CIM, menor concentracdo do 6leo (encapsulado ou ndo) capaz
de inibir o crescimento visivel microbiano, foi avaliada utilizando o método de macrodiluigao
em caldo e foi detectada visualmente com auxilio do corante INT (cloreto de
iodonitrotetrazélio). O INT ¢ um sal de monotetrazdlico que apresenta capacidade de ser
reduzido na presenca de desidrogenases. Estas enzimas em células vivas transformam o
reagente incolor de INT em INTF (cloreto de iodonitrotetrazolio formazan) de coloragdo
vermelha (SILVA, 2018). A concentragdo das amostras variou entre 0,56 a 0,004% (v/v) e,
especificamente para o antimicrobiano sintético, foi de 0,03 a 4 pg/mL. Os resultados

encontrados estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentragéo inibitoria minima (CIM) e efeito das amostras frente a C. acnes.

oM NC NC-OM NC-OM-QT | Clindamicina
CIM 0,56% v/v -— 0,56% v/v 0,14% v/v 0,5 pg/mL
EFEITO Bactericida —— Bactericida Bactericida Bactericida

Fonte: Elaborada pela autora (2019)

Primeiramente, observou-se que a CIM para a clindamicina, antimicrobiano
amplamente utilizado no tratamento topico da acne, foi compativel com o descrito na
literatura (ZHU et al., 2018) e demonstra a sensibilidade do microrganismo a esse farmaco.
Além disso, o efeito bactericida ¢ concordante com dados cientificos (HAN et al., 2018).

A CIM para o OM apresentou-se proximo ao reportado por Carson e colaboradores
(2006) ao avaliarem o Oleo frente a C. acnes obtida de isolados clinicos (CIM = 0,05-0,63%
v/v). O 6leo essencial de M. alternifolia possui cerca 100 constituintes, os quais podem variar

em relacdo a origem do 6leo utilizado. Isso pode explicar a variagao de atividade bioldgica
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entre os trabalhos da literatura. Lee et al. (2013) verificaram a atividade antibacteriana de
alguns terpenos presentes no oleo essencial de M. alternifolia em C. acnes e relataram que o
efeito mais pronunciado se deve ao Terpinen-4-ol. No entanto, o estudo demonstrou que
outras substancias presentes no 6leo também possuem a¢do sobre o microrganismo, tais como
a-terpineol, a-terpineno, limoneno, p-cimeno, a-pineno ¢ 1,8-cineol. Estes constituintes estao
presentes em concentragdes significativas no OM avaliado nesse trabalho e, portanto, podem
contribuir para a atividade antimicrobiana do 6leo em estudo.

Adicionalmente, o 6leo, na CIM estabelecida, apresentou efeito bactericida frente ao
microrganismo, sendo esse efeito também observado para as formulagdes NC-OM e NC-OM-
QT. Esse resultado ¢ condizente com o estabelecido na literatura (CARSON; HAMMER;
RILEY, 2006).

As nanocépsulas brancas ndo apresentaram atividade frente ao microrganismo. Esse
resultado era esperado, uma vez que ndo foram encontrados na literatura relatos de atividade
antimicrobiana dos constituintes dessas particulas frente a C. acmnes. Por outro lado, a
encapsulacdo do OM nas nanocapsulasde PCL manteve o valor de CIM obtido para o dleo
livre, sugerindo que a nanoestruturacdo ndo resultou na perda de atividade do OM. Isso
demonstra que o método de preparo, bem como os constituintes das nanocapsulas ndo
interferiram na atividade antimicrobiana do mesmo. Consideramos levantar essa discussio,
uma vez que existem relatos de que a eficacia do OM pode sofrer interferéncia negativa de
excipientes presentes em preparagdes farmacéuticas (HAMMER; CARSON; RILEY, 1999).
Ainda, ¢ possivel supor que, devido a liberagao gradual do OM a partir do ntcleo oleoso das
nanocapsulas, ndo tenhamos conseguido observar um incremento da atividade do mesmo
frente a0 microrganismo. No entanto, essa teoria deve ser comprovada a partir de ensaios de
liberagao in vitro.

Diferentemente, as NC-OM-QT propiciaram maior atividade antimicrobiana frente ao
microrganismo testado, com reducdo de 4x no valor da CIM para o 6leo livre. A partir desse
dado, pode-se constatar que o revestimento com quitosana melhorou a atividade do OM.
Como ja descrito, a quitosana apresenta atividade antimicrobiana devido a grupos amino
protonados que permitem o estabelecimento de interagcdes desse polimero com membranas
celulares. A capacidade de interagir eletrostaticamente com sitios anidonicos presentes na
parede celular de microrganismo, como os acidos teicoicos e lipoteicoicos presentes em
bactérias Gram positivas, impedem a entrada de nutrientes ou, ainda, contribui para a perda da
integridade da membrana plasmatica do microrganismo, ocasionando distirbios no

metabolismo, inibigdo do crescimento e at¢é mesmo a morte da bactéria (CARONI, 2009;
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VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017). Adicionalmente, o didmetro reduzido das estruturas
pode favorecer a deposi¢do de um maior niimero de particulas na superficie da membrana do
microrganismo, contribuindo para a penetracdo de maiores quantidades da substancia ativa
(FLORES et al., 2013). Sob outra perspectiva, ¢ importante mencionar que, na forma
nanoestruturada, a quitosana apresenta maior relacao superficie/volume, o que implica em
maior densidade de carga superficial, possibilitando o incremento da afinidade pela superficie
celular dos microrganismos e, consequentemente, maior atividade bioldgica (FRIEDMAN et
al., 2013). Ademais, a atividade bactericida observada é condizente ao efeito da quitosana
frente a essa bactéria (FRADE, 2018; KIM et al., 2017).

Diante dos resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que as nanocéapsulas revestidas por
quitosana constituem ferramenta promissora para a veiculacio do OM visando o tratamento
topico da acne vulgar. Nesse sentido, ¢ importante destacar que os protocolos atuais para o
tratamento dessa patologia preconizam a utilizagdo da associagdo de ativos em detrimento a
monoterapia, objetivando minimizar a ocorréncia de resisténcia microbiana. Assim, a
associagdo entre 0 OM e a quitosana pode contribuir para uma maior eficacia terapéutica, bem

como para contornar o inconveniente da resisténcia.
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6. CONCLUSAO

o O ¢leo essencial de M. alternifolia foi caracterizado quali-quantitativamente por
CG-EM, sendo confirmada a presen¢a do quimiotipo Terpinen-4-ol, bem como dos
demais constituintes, em conformidade com os padrdes de qualidade descrito na ISO
4730/2017,

o As nanocapsulas foram desenvolvidas pelo método de deposicdo interfacial do
polimero pré-formado e exibiram parametro fisico-quimicos adequados e compativeis
com outros estudos cientificos, com didmetro médio entre 200 ¢ 300nm, pZ negativo,
IP < 0,3, pH ligeiramente acido (5-6), morfologia esférica e eficiéncia de encapsulacao
de aproximadamente 95% (considerando a concentracdo do marcador quimico
principal, Terpinen-4-ol);

J O revestimento das nanocépsulas com a quitosana foi confirmado pela variagdo no
diametro médio, inversao no valor do pZ e morfologia das particulas quando em
comparagao as nanoparticulas ndo revesidas;

o O ensaio de viabilidade mostrou boa tolerabilidade das linhagens celulares testadas
frente as nanocapsulas desenvolvidas e sugere que a nanoestruturagdo pode ser capaz
de reduzir possiveis efeitos citotéxicos do oleo livre;

o A avaliacdo da eficdcia antimicrobiana indica que as nanocapsulas revestidas com

quitosana sao capazes de incrementar a atividade do 6leo encapsulado.

Diante disso, consideramos que o carreador desenvolvido possa ser promissor para
futuras aplicagdes no tratamento topico da acne vulgar. No entanto, ensaios adicionais
deverdo ser realizados a fim de avaliar outros parametros relativos a formulagdo
nanoestruturada. Dentre esses, sugere-se a investigacdo do perfil de liberagdo in vitro do dleo
a partir das nanocépsulas, sua permeagdo cutanea em ensaios ex vivo, a avaliagdo do potencial
anti-inflamatério do o6leo nanoestruturado, bem como a estabilidade da formulacao sob

diferentes condigdes de armazenamento.
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ANEXO I — Laudo Técnico do oleo essencial de Melaleuca alternifolia Cheel

Loty L

= LAUDO TECNICO
FERQUIMA Oleo Essencial de Melaleuca (Tea Tree)

{Melalenca alternifolia )

\Ll:ltei 198 CAS Number: 68647-73-4
[
I Fabricac8o: Margco/2016 Validade: Margo/2015
Itens Controlados | Resultados Especificactes

Aparéncia i Liguide Limpido Liguido Limpido

Cor ' Amarelo Palha Incolor @ Amarelo Claro

Impurezas Isento Isento

Odaor Caracteristico Caracleristico

Densidade (20°C) 0,836 0,885 - 0,906

Indice de Refragao (20°C) 1,478 1,470 —1,482
Rotagao Otica + 5,22° [+5° : +157]

Data da Analisa 11/04/2015

Aesultado __Aprovadp

Crigem Australia

Principais Componentes | Terpinen-4-of = 42% Gamma terpinens = 22%

(aprox.) Alpha terpinene = 10%  Cineol = 1,5 %

| Extragao Destilacéo a vapor das folhas
Recomendagbes Especiais

Manuseio Parigos minimes.

M&o ingerir. Evitar sontato do produto puro com alhes & mucosa. Se 880 ocorrss, laver
Imedialaments com Sgua impida em aburdancis

Emn caso b= derramamants, absorver o material deramads som material sbsorvents (areia,
Lerra).

Riscas Produto inflamével a temperatura achma de B0oC. Perigo de fogo se exposto ao calor ou jonte
de igniglie. O liquide pede provacar iritagio nos olhos, aparelho respisalina & digestiva, Polui
asléguas £ 0 solo. O envio ao esgoio & proiblde, A5 dguas de combate ao fogo podam causar
Doy, -

Incéreio Caso haja fogo, ulilizar extindor de pd quimico sece e gua em forma de nebiing, nao uilizando
j2los de Agus par ndo espaihar o produto

Explosividade MNanhum perige am eondiches normais.

Lizn Este produie destina-se an uso profissional / industnal & coma & slaborado & partir de
substancias naturais pedo apresonior pequenas variacies da cor e Gromatogialia sem cgisar
Ouzsquer problema na perlormance do produta,

Armazanamento Armazenar em local seco, longe de umiklade & do calor, protegics da iz , em reciplents
arigiral bam vedado. Nie reutilizar 8 embalagem vagia,

Tr e Mismern da Onu 168 £ Classe: 3 1 LIQUIDD INFLAMAVEL |

As informactes conlidas nesta publicagao representam o melhor de nosso conhecimenta, Enretanta.
nada aqui mencionada deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem afeluar seus
proprios enszios para daterminar a wabilidade da aplicagao,
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