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DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE v-TERPINENO E AVALIACAO
DAS ATIVIDADES CARDIOVASCULAR E ANTIOXIDANTE. KASSIA KAROLINE
LEAL BARROS GOMES. Orientador: HERCILICA MARIA LINS ROLIM. 119p
Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.
Centro de Ciéncias da Saude. Departamento de Farmacia, UFPI, 2016.

RESUMO

O y-terpineno (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4) (GT) € um monoterpeno constituinte
dos Oleos essenciais de inUmeras plantas aromaticas com diversas propriedades
farmacoldgicas tais como: atividade antimicrobiana, citotoxica, antioxidante, antinoceptiva e
anti-inflamatoria. Realizou-se uma busca de artigos cientificos sobre os efeitos bioldgicos dos
Oleos essenciais aplicados na nanotecnologia e uma prospeccdo tecnoldgica sobre as
propriedades biologicas do y-terpineno. No intuido de identificar os estudos utilizando 6leos
essenciais aplicados na nanotecnologia ¢ buscar o que ha patenteado sobre o y-terpineno. A
prospeccdo cientifica apontou um recente interesse na abordagem de nanoformulagdes
contendo Oleos essenciais. As formulagdes mais pesquisadas foram as nanoemulsdes,
nanocapsulas e nanoparticulas de prata. A prospec¢do tecnoldgica mostrou 54 pedidos de
patente que se referiam ao y-terpineno. N&o ha& depdsitos de patentes com aplicagdo na
nanotecnologia e suas principais aplicagdes sdo para fins médicos, odontoldgicos e/ou
higiene. Essa pesquisa corresponde ao primeiro estudo que se obteve nanocépsulas contendo
y-terpineno. O segundo capitulo apresenta o encapsulamento do y-terpineno em nanocéapsulas
(NC-GT) seguido da caracterizagdo da formulacao obtida. Tais formulagdes foram preparadas
pelo método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado. Em relacdo ao aspecto
microscopico a formulacdo mostrou-se estavel apresentando tamanho de particula 173,43
+4,5, indice de polidispersao 0,197 + 0,03, potencial Zeta - 16, 33 mV e pH 7,6+0,01. O teor
de y-terpineno foi de 109% e a taxa de encapsulacdo, 97%. Assim, obteve-se uma formulagéo
com alta taxa de encapsulacdo. O terceiro capitulo traz a avaliacdo da atividade da NC-GT
sobre a presséo arterial e frequéncia cardiaca de ratos Wistar normotensos, ndo anestesiados, e
24 h antes da administracdo os animais foram submetidos a uma cirurgia para canulacdo da
veia e artéria femoral. Houve administracdo intravenosa de nitroprussiato de sédio (NPS),
nanocépsula vazia (NC-vazia), y-terpineno (GT) e NC-GT (1,5; 3; e 4,5 mg/kg para os dois
ultimos). Observou-se que o GT ndo mostrou efeito nas doses administradas e a NC-GT
promoveu um efeito hipotensor nas trés doses utilizadas. N&o existe diferenca significativa
entre a maior dose e o controle positivo, NPS. Avaliou-se, também, a atividade antioxidante
do complexo NC-GT via inibicdo dos radicais: nitrito, substancias reativas com o acido
tiobarbiturico (TBARS) e contra o radical 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTSe+).
O Trolox foi utilizado como controle positivo. De acordo com o calculo de suas
concentracdes efetivas medianas (CE50) é possivel observar que a NC-GT exibiu um maior
potencial antioxidante em relacdo a sua forma isolada (GT), um resultado promissor no que se
refere a nanotecnologia aplicada a produtos de origem natural. Os resultados dessa pesquisa
enriquecem a literatura sobre este monoterpeno e trazem perspectivas para a realizacdo de
novos testes a fim de permitir o uso farmacoldgico do NC-GT.

Palavras-chave:  y-terpineno;  Nanotecnologia;  Nanocapsulas;  Monoterpenos;
Antioxidante; Hipertensao.
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DEVELOPMENT OF y-TERPINENE NANOCAPSULES AND EVALUATION OF
CARDIOVASCULAR AND ANTIOXIDANT ACTIVITY. KASSIA KAROLINE LEAL
BARROS GOMES. Orientador: HERCILICA MARIA LINS ROLIM. 119p Master's
Thesis Defense. Post-. Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Health Science
Center. UFPI, 2016.

ABSTRACT

y-terpinene (1-lsopropyl-4-methyl-1,4-cyclohexadiene) (GT) is monoterpene constituent of
essential oils of numerous aromatic plants with diverse pharmacological properties such as:
antimicrobial, cytotoxic, antioxidant, antinociceptive and anti-inflammatory activity . In first
chapter was sought journal articles on biological effects of essential oils applied in
nanotechnology and technological prospection on biological properties y-terpinene in order
to identify studies using essential oils applied in nanotechnology and look for y-terpinene
patents. Scientific prospecting pointed a recent interest in approaching nanoformulations
containing essential oils. The most researched formulations were nanoemulsions,
nanocapsules and silver nanoparticles. Technological prospecting showed 54 patent
applications referring to y-terpinene. Main applications are for medical, dental and/or hygiene
purposes. There are no patent applications with application in nanotechnology. This research
corresponds to first study to obtain nanocapsules containing y-terpinene. Second chapter
presents encapsulation of y-terpinene in nanocapsules (NC-GT) followed by characterization
obtained formulation. Such formulations were prepared by interfacial deposition method of
preformed polymer. Regarding microscopic aspect, the formulation was stable with a particle
size of 173.43 + 4.5, polydispersion index 0.197 + 0.03, zeta potential -16,33 mV and pH f
7.6 = 0.01. y-terpinene content was 109% and encapsulation rate was 97%. Thus,
formulation with high encapsulation rate was obtained. The third chapter presents the
evaluation of NC-GT activity on blood pressure and heart rate of normotensive,
unanesthetized Wistar rats. 24h prior to administration animals underwent surgery for
cannulation of femoral vein and artery. There was intravenous administration of sodium
nitroprusside (NPS), empty nanocapsule (NC-empty), y-terpinene (GT) and NC-GT (1,5; 3
and 4,5 mg/kg for last two). Was observed that GT had no effect on doses administered and
the NC-GT promoted a hypotensive effect in three doses used. There is no significant
difference between highest dose and the positive control, NPS. The antioxidant activity of
NC-GT complex was also evaluated by inhibiting radicals nitrite, thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and the 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS
+). Trolox was used as positive control. According calculation of median effective
concentration (EC50), observed that NC-GT exhibited higher antioxidant potential in relation
to isolated form (GT), a promising result regarding nanotechnology applied to products of
natural origin. The results of research enrich literature on this monoterpene and provide
perspectives for realization of new tests in order to allow pharmacological use of the NC-GT

Keywords: y-terpinene; Nanotechnology; Nanocapsules; Monoterpene; Antioxidant;
Hypertension.
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1 INTRODUCAO

Transportadores de farmacos podem ser definidos como particulas de tamanho inferir
a 1um que carreiam um farmaco. Estas particulas tém sido aplicadas com vérias finalidades
(ALI et al., 2014). Devido o pequeno tamanho das nanoparticulas tornou-se possivel o
direcionamento de farmacos para o cérebro, tumores, e em outros 6rgaos (MUTHU; SINGH,
2009). As nanoparticulas sdo aplicadas também para estabilizar e proteger os farmacos
instaveis, tais como proteinas, peptideos, moléculas de DNA ou da degradacdo, abrindo novas
possibilidades para a distribuicdo de farmacos (POURMAND et al., 2012). A Terapia
medicamentosa moderna tem como objetivo otimizar as acGes farmacoldgicas dos farmacos,
juntamente com a reducgdo aos seus efeitos secundarios toxicos.

Nanocapsulas poliméricas (NC) sdo nanoparticulas compostas de um nucleo oleoso
rodeado por um invélucro polimérico com surfactantes lipofilicos e/ou hidrofilicos montados
na interface. As principais vantagens de NC poliméricas incluem a possibilidade de uma carga
elevada de moléculas de farmacos insollveis para o0 nicleo oleoso, a sua estabilidade fisico-
quimica, e a protecdo contra a degradacdo enzimatica devido a presenca da parede polimérica.
Propbe-se também que as NC poderiam reduzir a toxicidade e melhorar o perfil
farmacocinético de farmacos hidrofobos (EL-GOGARY et al., 2014).

Os 6leos essenciais (OE) despertaram interesse em varias areas pelas diferentes
aplicacdes e atividades bioldgicas relevantes. Eles sdo utilizados na agricultura, na industria
de alimentos, inddstria farmacéutica, industria cosmética dentre outras, (MAYAUD et al.,
2008; TIWARI et al., 2009). Por sua composi¢do quimica complexa, muitas vezes comporta
mais de 100 compostos terpénicos diferentes, os OE tém um amplo espectro biolégico, séo
conhecidos pela atividade antimicrobiana (MAYAUD et al., 2008), analgésica (NOBREGA;
MOTTA; LEITE, 2003), anticonvulsivante (SOUSA et al., 2006) anti-inflamatéria
(JUERGENS et al., 2003) e cardiovascular (GUEDES et al., 2002). Na industria os OE estao
presentes em um numero crescente e em variedade de formas farmacéuticas (ASBAHANI et
al., 2015).

Os OE sdo os metabolitos secundarios e podem ser biossintetizados em diferentes
orgdos da planta (flores, folhas, frutas, casca, raizes etc.) que podem ser extraidos através de
diferentes métodos. Devido a sua natureza hidrofobica e densidade menor do que a agua, eles
sdo geralmente lipofilicos, sollUveis em solventes organicos o que pode comprometer a
absorcdo e biodisponibilidade do farmaco (ASBAHANI et al., 2015).

O v-terpineno (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4) é um hidrocarboneto terpénico

constituinte de varios 0leos essenciais isolados a partir de uma variedade de fontes vegetais
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como Thymus vulgaris, Protium icicariba, Citrus deliciosa Tenore, Origanum onites,
Origanum hirtum, Satureja thymbra entre outras. (GEDARA, 2008; PASSOS; LOPES; DE
SOUSA; et al., 2015; PIARU et al.,, 2012). Foram identificadas diversas propriedades
farmacologicas como: atividade antimicrobiana e citotoxica (GEDARA, 2008; PIARU et al.,
2012), antioxidante de lipoproteinas de baixa densidade e potencial protecdo de doencas
cronicas e cardiovasculares (CHOI et al., 2000) e anti-inflamatdria e analgésica (PASSOS;
LOPES; ARAUJO; et al., 2015).

Conforme o0 exposto acima e sabendo da existéncia da necessidade de novos
medicamentos eficazes, seguros e acessiveis para o controle e tratamento de doencas, uma das
principais justificativas para a realizagdo desse trabalho consiste na obtencdo de um
nanocarreador que permita encapsular o monoterpeno y-terpineno direcionados futuramente
ao tratamento de doencas cardiovasculares.

O trabalho foi dividido em 04 capitulos. No capitulo | foi realizada uma prospecgao
cientifica e tecnoldgica sobre as propriedades bioldgicas dos éleos essenciais aplicados na
nanotecnologia e um levantamento das propriedades bioldgicas do y-terpineno nos depdsitos
de patentes em bancos nacionais e mundiais. O capitulo Il teve como objetivo obter e
caracterizar uma nanoformulagdo utilizando o vy-terpineno. No capitulo 1Il avaliou-se a
atividade cardiovascular utilizando ratos normotensos. No capitulo IV avaliou-se a atividade
antioxidante in vitro via inibicdo dos radicais nitrito, especies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS%+).
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2 OBJETIVOS

&»

OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma nanoformulacdo contendo y-terpineno para testes de atividades

bioldgicas.

»

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Realizar uma prospeccao cientifica sobre as atividades bioldgicas de 6leos essenciais

aplicadas na nanotecnologia em algumas bases de dados.

4 Realizar uma busca das atividades biologicas do y-terpineno nos bancos de patentes.

4 Obter nanocépsulas contendo y-terpineno e avaliar os parametros obtidos que sejam

adequados para a realizagao de teste in vivo.

Investigar a acdo cardiovascular in vivo e atividade antioxidante in vitro dos
nanossistemas obtidos.

Verificar a influéncia da formulacdo encapsulada sobre a Pressdo Arterial Média e a
Frequéncia cardiaca.

Fazer um comparativo das atividades do y-terpineno e da sua forma nanoencapsulada

nos sistemas aplicados.



20

3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OE) tem grande relevancia por suas diversas aplicabilidades,
devido as variadas propriedades bioldgica. Eles também sdo denominados de 6leos volateis,
de 6leos etéreos ou de esséncias, em funcdo de suas propriedades fisicas. De maneira geral,
sdo definidos como misturas complexas de substancias aromaticas, volateis e liquidas (REIS
etal., 2007).

Os OE podem ser obtidos de diferentes partes do vegetal, podendo variar em cada
espécie. Assim como a localizagdo, o teor desses 6leos pode modificar-se sob a influéncia: da
floracdo, horério de colheita, fatores geograficos, irrigacdo, variacdo sazonal, tipo de estrutura
secretora dentre outros (FIGUEIREDO; BARROSO; PEDRO, 2007). Os OE provenientes de
diferentes partes da mesma planta podem ter aroma e propriedades completamente diferentes.
(BOSCARDIN, 2012). A composi¢do e concentracdo dos compostos quimicos no 0leo
essencial dependem do controle genético e dos estimulos em resposta aos fatores do ambiente,
mudando continuamente com o tempo e o espaco. Além disso, ainda ha a estabilidade destes
compostos apos a extracdo, sendo que alguns ndo sao usados pelas industrias devido a sua
baixa estabilidade (TAVARES, 2009).

Varios compostos organicos compdem os 6leos essenciais sendo os terpendides e 0s
fenilpropandides as classes de compostos mais encontradas (REIS et al., 2007). Os
fenilpropandides se formam a partir do acido chiquimico, que é a unidade basica dos acidos
cindmicos e p-cumarico. Ja os terpendides resultados da condensacdo de unidades de isopreno
(Cs), originado pela via do acido mevalénico (MANN, 1987) e séo classificados de acordo
com o numero de unidades de isopreno em sua formula molecular de (CsHg)n (n é o nimero
de unidades de isopreno). Consequentemente, hd monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, e tetraterpenos com dois, trés, quatro, seis unidades, e oito isopreno,
respectivamente (ALDRED, 2009).

A maioria dos constituintes volateis pertence ao grupo dos terpenos, sendo que 0S
componentes terpénicos mais frequentemente encontrados nos Oleos essenciais sdo 0S
monoterpenos e os sesquiterpenos (REIS et al., 2007). Os monoterpenos possuem diversos
esqueletos de base variavel e também exibem estereocisomerismo. Além disso, ha uma vasta
gama de derivados oxigenados (&lcoois, aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos), essas formas
oxigenadas sdo também conhecidas como terpendides (CLARKE, 2009).
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A forma de extracdo € um fator importante para o sucesso da obtencdo dos 0leos
essenciais. Eles podem ser extraidos por meio de diversos processos, de acordo com a
localizagé@o do 6leo volatil no vegetal, da quantidade e do proposito de uso do mesmo.

Os metodos mais frequentes para sua extracdo sdo: enfloracdo ou enfleurage,
prensagem ou expressao, extracdo com solventes organicos, extracdo por fluido supercritico e
destilacéo por arraste de vapor (REIS et al., 2007).

A analise da composicdo quimica de 6leos essenciais é geralmente efetuada por meio
da cromatografia gasosa (CG) e da cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massa (CG-
EM). A CG € um método usualmente empregado para a separacao e para a analise de misturas
de substancias volateis. O cromatdgrafo gasoso separa a mistura de compostos em picos de
substancias quimicas puras e 0 espectrdmetro de massa identifica e faz a quantificacdo dos
compostos quimicos (HAMID; AIYELAAGBE; USMAN, 2011).

3.2 DOENCAS CARDIOVASCULARES

As Doencas Cardiovasculares (DC) sdo responsaveis por acometer milhares de
pessoas anualmente e é uma das principais causas de morte (GIELEN; LANDMESSER,
2014). Causam impactos na salide humana e também no campo social e econémico, pela
perda de produtividade no trabalho e a diminuicdo da renda familiar. Ja sdo conhecidas como
os fatores de riscos que acometem uma populagcdo cada vez mais jovem, com frequentes
complicacdes e mortes prematuras (WHO, 2005).

Dentre as DC esta a Hipertensao arterial sisttmica (HAS) corresponde ao principal
fator de risco para complicacGes, como o acidente vascular encefalico, o infarto agudo do
miocardio e a doenca renal cronica. A HAS é uma condicéo clinica multifatorial caracterizada
pelo nivel elevado e sustentado da pressdo arterial, associada frequentemente as alteracfes
funcionais e/ou metabdlicas em 6rgdos alvos com aumento do risco de eventos
cardiovasculares, fatais ou ndo fatais (SBC, 2010). Entre as doengas associadas & HAS, a
arteriosclerose € uma das mais importantes e € caracterizada pelo acimulo de lipidios na
parede das artérias devido ao seu espessamento e endurecimento dificultando o fluxo
sanguineo. A presenca de altos niveis de gordura no sangue pode acelerar essa condicdo
(FONSECA et al., 2002).

Em crises hipertensivas preconiza-se a rapida diminuicdo da presséo arterial (PA) no

prazo de minutos a, no maximo, algumas horas, evitando-se o agravamento funcional dos
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0rgdos e o consequente risco de morte. Dentre os quadros relacionados a estes atendimentos, a
emergéncia hipertensiva é a entidade clinica grave que merece cuidados intensivos, sendo
caracterizada por PA marcadamente elevada e sinais de lesdes de érgdos-alvo (encefalopatia,
infarto agudo do miocéardio, angina instavel, edema agudo de pulmao, eclampsia, acidente
vascular encefalico) (FEITOSA-FILHO et al., 2008; RODRIGUES, 2002).

Mesmo com a existéncia de diversas classes de medicamentos para o tratamento da
HAS e outras doencgas associadas, ha sempre uma necessidade na pesquisa por novos
farmacos com melhor eficacia e menos efeitos adversos. Pela grande variedade de plantas
existente no Brasil, o pais apresenta grande potencial para o desenvolvimento de novos
produtos medicinais, pois as plantas sdo uma importante fonte para a descoberta de novas
substancias biologicamente ativas. Cerca de 48% dos medicamentos empregados na
terapéutica tem origem direta ou indiretamente das plantas medicinais (SOUZA; MELLO;
LOPES, 2011)

3.3 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS DOS MONOTERPENOS E y-TERPINENO

Os monoterpenos chamam atencdo pela variedade estrutural aliada a atividades
farmacoldgicas importantes. Por serem moléculas pequenas, possuem um grande potencial
farmacoldgico, visto que, moléculas grandes ndo sdo aplicadas em diversos modelos
experimentais. H&4 também uma facilidade de obtencéo e identificacdo, que estimula estudos
quimicos e farmacoldgicos (MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

Existe uma busca pelos efeitos bioldgicos dos 6leos essenciais como um todo tem
aparecido um recentemente interesse sobre 0s seus principais constituintes ativos isolados. Os
monoterpenos sdo 0s componentes quimicos mais presentes nos 6leos essenciais, representam
80% dos constituintes. (MACHADO; FERNANDES JUNIOR, 2011).

O 6leo essencial do orégano é bem conhecido por sua atividade antimicrobiana e
apresentam um teor elevado de monoterpenos (como y-terpineno e p-cimeno) e compostos
oxigenados (timol e carvacrol) (CRISTANI et al., 2007). Em um estudo realizado por Cristani
et al, 2007, verificou que os monoterpenos, y-terpineno, p-cimeno, timol e carvacrol agem
modulando as atividades de varios canais idnicos, um importante papel em numerosos estados
patoldgicos.

Uma caracteristica que pode indicar a boa atividade antimicrobiana dos monoterpenos
¢ a sua natureza lipofilica, com a capacidade de desestabilizar a membrana citoplasmatica

microbiana, que assim, perde a sua alta impermeabilidade para prétons e ions maiores. Com a
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perturbacdo da integridade da membrana suas fun¢des sdo comprometidos (CRISTANI et al.,
2007).

Um estudo avaliou a atividade antiparasitaria in vitro dos monoterpenos geraniol e
citronelol sobre as formas epimastigotas e promastigotas de Trypanosoma cruzi e Leishmania
brasiliensis, bem como verificou sua citotoxicidade em células de mamiferos, o estudo
mostrou que apenas o citronelol apresentou uma atividade moderada antipromastigota e baixo
potencial antiparasitario contra T. cruzi e em relacdo a citotoxicidade em células de
mamiferos, ambos 0s monoterpenos revelaram significativo potencial citotoxico
(CARNEIRO et al., 2015).

Em outro estudo foi avaliada a atividade antitumoral do dleo essencial das folhas de
Lippia gracilis Schauer e dos seus componentes majoritarios isolados (timol, p-cimeno, -
terpineno, e mirceno) em ensaio in vitro com células HEpG2 mostrou que estes eram capazes
de induzir a inibicdo da divisdo celular em G1 e a apoptose dependente de caspases nessas
celulas (FERRAZ et al., 2013).

Uma propriedade importante dos compostos bioativos é a proteger do estresse
oxidativo, isto é, possuem capacidade antioxidante. Esta capacidade pode ajudar a prevenir
doenga cardiovascular ou cancer, pelo envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ERO)
por inibir o estresse oxidativo. A reacdo das ERO com biomoléculas como lipidios, proteinas
e DNA pode levar ao aumento do risco de doengas cronicas, como cancer, doengas
cardiovasculares, aterosclerose e doencas degenerativas. Consequentemente, a inativacdo das
ERO por antioxidantes podem ser uma estratégia promissora preventiva (GRASSMANN,
2005).

Na literatura hé estudos utilizando extratos, substancias ativas isoladas provenientes de
plantas para avaliar a atividade cardiovascular.

A planta Lippia alba é uma planta nativa do Brasil, conhecida popularmente como
erva-cidreira. Pela medicina popular suas folhas sdo utilizadas em forma de cha para
tratamento da hipertensdo arterial (ALBUQUERQUE et al., 2007). Apos estudo fitoquimico
relatou a presenca de compostos volateis, principalmente monoterpenos como: citral, linalool,
B-cariofileno, limoneno, carvona e miceno, e varios compostos como alcaloides, taninos e
flavanoides (GAZOLA et al., 2004).

Um efeito hipotensor foi obtido com o a-terpineol. Este foi aplicado com dose
5mg/kg por via endovenosa em ratos (SAITO et al., 1996). Posteriormente, usando o leito
arterial mesentério de rato observou-se a participacdo da NOSintase, indicando um possivel
papel do NO no vasorelaxamento (MAGALHAES et al., 2008).
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No dleo essencial de Nigella sativa estdo presentes o a-pineno e p-cimeno. Em estudo
utilizando o 6leo essencial em ratos e cobaias foi verificado sua atividade hipotensora e
centro vasomotor com a consequente diminuicdo do fluxo simpaético, levando a diminuicao da
pressdo sanguinea arterial e o ritmo cardiaco (EL TAHIR, K.; AL-AJMI; AL-BEKAIRI,
2003).

O y-terpineno (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4) (Figura 1) é um monoterpeno
distribuido em diversas espécies de plantas farmacologicamente ativas, por exemplo, em 6leos
essenciais da Protium icicariba, Thymus vulgaris, Marchand, Citrus deliciosa, Origanum
onites, Origanum hirtum, Satureja thymbra entre outras. O y-terpineno possui uma
insaturacdo na sua estrutura de cadeia ciclica no qual confere a caracteristica lipofilica o que
permite uma facil penetracdo através das membranas bioldgicas, refletindo em uma boa
atividade antimicrobiana, citotoxica e anti-inflamatéria (GEDARA, 2008; PASSOS;
LOPES; DE SOUSA, et al., 2015; PIARU et al., 2012). Em testes de toxicidade aguda, o y-
terpineno mostrou uma DL50 em ratos de 3,65 g/kg e a DL50 dérmica aguda em coelhos
excedeu 5g/kg (PASSOS; LOPES; ARAUJO; et al., 2015).

O y-terpineno mostrou-se ser um antioxidante importante. Um composto antioxidante
de lipoproteinas de baixa densidade, principal envolvida na aterosclerose, essa atividade pode
contribuir na prevencao de ataque cardiaco e acidente vascular cerebral (CHOI et al., 2000).

FIGURA 1: Férmula estrutural do y-terpineno.
H,C CH,

CH,

FONTE: AUTOR
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3.4 NANOTECNOLOGIA, NANOPARTICULAS, METODOS DE OBTENCAO E
CARACTERIZACAO

A nanotecnologia tornou-se uma importante area intensamente estudada nos ultimos
tempos. Nas Gltimas décadas, humerosos nanocarreadores foram pesquisados pela utilizacdo
como agentes terapéuticos, tanto em aplicacbes académicas e industriais. Estes
nanocarreadores incluem lipossomas, conjugados terapéuticos de polimeros, micelas
poliméricas, dendrimeros, nanoparticulas e nanoesferas. Estes nanocarreadores poliméricos
tem grande potencial para aplicagdes biomédicas devido ao seu design biomolecular e
pequeno tamanho (ACHARYA; SAHOO, 2011).

As nanoparticulas poliméricas sdo particulas coloidais sélidas constituidos por
substancias macromoleculares que variam em tamanho de 10-1000 nm. O termo
nanoparticula € um nome utilizado para designar as nanoesferas e as nanocapsulas por ambas
terem um tipo de matriz de estrutura. Nas nanoesferas os farmacos podem ser adsorvidos pela
superficie da esfera ou encapsulados dentro da particula. J& as nanocépsulas sdo sistemas
vesiculares, em que o farmaco estd dentro de uma cavidade que consiste num nucleo oleoso
ou aquoso interior rodeado por uma membrana polimérica. As substancias ativas sdo
normalmente dissolvidas no nacleo interno, mas também podem ser adsorvidos na superficie
da cépsula (ALLEMANN; GURNY; DOELKER, 1993).

O uso de nanocépsulas é relatado para protecdo de diferentes sistemas para aplicacGes
farmacéuticas ou cosmeéticas, especialmente para substancias termossensiveis ou que sao
sensiveis a oxidacdo em presenca de agua e que degradam por variacdo de pH ou por efeito de
luz ultravioleta, garantido pelo isolamento do ndcleo rodeada por um invélucro polimérico
(KULKAMP et al., 2009; SHARIFIMEHR et al., 2015).

Nanoparticulas poliméricas sdo preparadas a partir de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis e tém sido estudados extensivamente como portadores de particulas nas areas
médica e farmacéutica. As nanoparticulas poliméricas biodegradaveis tém uma vantagem
sobre os lipossomas, através da sua maior estabilidade e da sua capacidade Unica para criar
uma liberacdo prolongada desencadeada por mudanca nas condicdes do ambiente, como
alteracdo de pH e temperatura. Nanoparticulas poliméricas atrairam consideravel atengdo
como veiculos segmentados de entrega de farmacos devido a sua biocompatibilidade,
estabilidade fisica, protecdo de farmacos labeis da degradacdo e liberagdo controlada
(MUTHU; SINGH, 2009)
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H& uma variedade de materiais utilizados para a preparacdo das nanoparticulas, as
biodegradaveis como: PLGA poli-(&cido lactico-co-glicélico) e ndo biodegradavel como:
quitosana e alginato de sodio (ALI et al., 2014). Entre os veiculos poliméricos o poli (acido
lactico-co-glicolico) (PLGA) tem um grande potencial em aplicagcbes na terapia
medicamentosa, como é sabido, este polimero pode ser facilmente hidrolisado em mondmeros
individuais (&cido lactico ou acido glicélico), os quais sdo eliminados do corpo através de vias
metabolicas normais (BANDERAS et al., 2012).

Farmacos hidréfobos sdo geralmente encapsulados em polimeros biodegradaveis,
usando diversos métodos. Um método ideal confere nanoparticulas com as seguintes
caracteristicas: tamanho de 100-1000 nm, distribuicdo de tamanho homogénea, capacidade
para alta incorporacdo de farmacos, teor de farmaco controlado no momento da liberagéo, ndo
toxico e relativamente facil de produzir (BUDHIAN; SIEGEL; WINEY, 2007)

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 monémeros dispersos (exemplo: cianoacrilato de alquila) ou na
precipitacdo de polimeros pré-formado, tais como poli(acido latico) (PLA), o co-polimero
poli(acido latico-co-acido glicdlico) (PLGA), poli(e-capro-lactona) (PCL) e, ainda, 0s
copolimeros do acido metacrilico e de um éster acrilico ou metacrilico (SCHAFFAZICK et
al., 2003).

A nanoprecipitacio é um dos métodos mais utilizados. E também conhecido como o
método de deslocamento de solvente. Ele baseia-se na deposi¢do interfacial de um polimero
apos o deslocamento de um solvente semipolar, miscivel com agua, a partir de uma solucéo
lipofilica. A répida difusdo dos solventes para a fase aquosa resulta em diminuicdo da tensdo
interfacial entre as duas fases, 0 que aumenta a area de superficie e conduz a formacao de
pequenas gotas de solvente orgénico, mesmo sem qualquer agitacdo mecanica(FESSI et al.,
1989). Alem disso, este metodo proporciona alta eficiéncia de encapsulagdo (EE) para
farmacos que apresentem baixa solubilidade em dgua (ACHARYA; SAHOO, 2011).

A técnica de coacervagdo pode ser simples ou complexo, se um ou dois polimeros séo
utilizados, respectivamente. E geralmente definida como a separacéo de duas fases liquidas de
uma solucdo coloidal. Uma fase rica em polimero (fase coacervata) e a outra fase que nao
contém polimero (solucdo de equilibrio). Em caso de coacervagdo simples existe apenas um
polimero enquanto que a coacervacdo complexa envolve a interacdo de dois polimeros de
cargas opostas (KAUSHIK et al., 2014)
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Na emulsificagdo com evaporacdo do solvente envolve a preparagdo de uma fase
organica consistindo de polimero (PLGA ou PLA) e da droga dissolvido em diclorometano.
Esta fase organica ¢ adicionada a uma fase aquosa contendo um tensoativo (PVA — Alcool
polivinil) para formar uma emulsdo. Esta emulsdo é quebrada em nanogoticulas por aplicacéo
de energia externa (através de um homogeneizador ou um sonicador) e estas nanogoticulas
formam as nanoparticulas depois da evaporacdo do solvente orgénico altamente volatil. O
solvente é evaporado enquanto agitacdo magnética a 300 Rpm sob condi¢bes atmosféricas
durante 4 h, deixando para tras uma suspensao coloidal de nanoparticulas de PLGA em agua
(BUDHIAN et al., 2007).

Independentemente do método de preparagdo 0s produtos sdo obtidos como
suspensdes coloidais aquosas. Entretanto, durante o tempo de armazenamento, pode ocorrer a
agregacao das nanoparticulas no meio resultando na formacao de precipitados. Os problemas
de estabilidade limitada podem ser minimizados através da secagem das suspensdes. A
liofilizacdo tem sido bastante utilizada para a desidratagdo de sistemas coloidais, realiza-se
empregando um crioprotetor ou lioprotetor, geralmente um carboidrato, para evitar a
agregacao das particulas durante o congelamento das suspensdes. Utiliza-se também o método
de secagem por aspersdo para a obtencdo de po6s nebulizados contendo nanoparticulas
poliméricas, utilizando como adjuvante o dioxido de silicio (Aerosil 200®), esse método pode
produzir uma grande quantidade de material. Os produtos secos podem ser utilizados na
obtencdo de formas farmacéuticas solidas, tais como cépsulas e comprimidos, o que é
interessante sob o ponto de vista tecnoldgico e industrial (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A caracterizacdo das suspens@es engloba a avaliagdo morfoldgica, a distribuicdo de
tamanho de particula, a distribuicdo de massa molar do polimero, a determinagéo do potencial
zeta e do pH, a determinacdo da quantidade de farmaco associado as nanoestruturas, a cinética
de liberacdo do farmaco e, ainda, a avaliacdo da estabilidade em funcdo do tempo de
armazenamento. O conjunto de informacdes obtidas pela caracterizacdo destes sistemas pode
conduzir a modificacdo das formula¢bes e conduzir para uma estabilidade maior dos
nanossitemas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dentre as vantagens da aplicacdo das nanoparticulas consiste na capacidade para
superar os problemas da baixa solubilidade e uma fraca biodisponibilidade. Por exemplo, o
imunossupressor Sirolimus é insolivel em agua e foi reformulado em uma forma de dosagem
solida, utilizando tecnologia NanoCrystal®, onde o tamanho de particula foi reduzido para a
ordem de nanOometros. A reformulacdo do Sirolimus melhorou o0s parametros

farmacocinéticos consideravelmente. Além disso, a nova formulacdo de comprimido
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melhorou a estabilidade de armazenamento, palatabilidade e facilidade de administracéo
(ZOLNIK; SADRIEH, 2009).

Dessa forma a nanotecnologia € uma das areas mais promissoras da pesquisa na
ciéncia moderna. O uso da nanotecnologia pode oferecer uma maneira de desenvolver novas
formulacdes e sistemas capazes de melhorar a eficiéncia de farmacos. O encapsulamento em
nanoformulages poliméricas veio ser uma importante alternativa para farmacos de baixa
solubilidade, de baixa estabilidade etc. Além disso, o sistema de entrega de farmacos pode ser
personalizado para obter um resultado desejado, quanto a taxa de liberacdo do farmaco, o sitio
de acdo e tempo de circulagdo no organismo. O presente trabalho considera o
desenvolvimento de um sistema manométrico de um monoterpeno (y-terpineno) a fim de

avaliar sua atividade sobre o sistema cardiovascular.
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RESUMO

O seguinte estudo teve como objetivo realizar uma prospeccao cientifica a fim de verificar as
atualidades no desenvolvimento de nanoformulagdes atraves de artigos cientificos utilizando
Oleos essenciais e uma prospeccao tecnoldgica no intuito de buscar aplicacdes e atividades
biologicas da substancia y-terpineno. Para a prospeccdo cientifica foi feita uma busca de
artigos utilizando as palavras-chaves “Essential oils and nanotechcology” nas bases de dados
eletrénicas BVS, PubMed, SCOPUS e Web of Science. Na prospec¢do tecnoldgica foi
realizada uma busca de patentes depositados EPO, WIPO, USPTO e INPI. Foram utilizados
como palavras-chave os termos “Essencial oils”, “Essential oils and nanoparticles”, “gamma
and terpinene”, “gamma and terpinene and cardiovascular” e “gamma and terpinene and
nanoparticles”. As palavras de busca foram: essential oils and nanotechnology. Ao fim da
busca bibliografica foram selecionados 39 artigos. A maior parte dos trabalhos € de autores
vinculados a instituicdes localizadas no Brasil e india. Percebeu-se um recente interesse,
abordando nanoformulagdes contendo 6leos essenciais. As formulacBes mais pesquisadas
foram as nanoemulsBes, nanocapsulas e nanoparticulas de prata. A finalidade de avaliar
atividade antibacteriana foi a mais pesquisada. Na prospeccao apenas 54 pedidos se referiam
ao y-terpineno. N&o h& aplicagdo na nanotecnologia, suas principais aplica¢des sdo para fins
médicos, odontoldgicos e/ou higiene em uso convencional. Essa pesquisa corresponde ao
primeiro estudo que se obteve nanocapsulas contendo y-terpineno. Assim, o y-terpineno, um
monoterpeno de diversas atividades farmacoldgicas e aplicacdes pode ser uma possivel fonte

de estudo para a comunidade cientifica.

Palavras-chave: Nanotecnologia; atividades farmacologicas; y-terpineno; antioxidante;
cardiovascular
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4.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de nanoformulagdes fitoquimicas representa um progresso
significativo da abordagem cientifica na pesquisa biomédica. Estes nanocarreadores com alto
teor de compostos ativos vegetal é altamente vantajosa, uma vez que podem complementar ou
mesmo aumentar a atividade bioldgica do farmaco buscando uma eficiéncia méxima do
tratamento e baixos efeitos secundarios (LACATUSU et al., 2015).

Oleos essenciais sd0 uma mistura de varios componentes que nas plantas estdo
envolvidos na defesa contra pragas, herbivoros, fungos e bactérias (HARKAT-MADOURI et
al., 2015). Sabe-se que esses sdo fontes significativas de novas substancias quimicas que
apresentam algum potencial efeito terapéutico. Frequentemente, esses componentes sdo
extraidos de 6leos essenciais de plantas e desempenham alguma atividade farmacoldgica
(DAMASCENO et al., 2014).

Os OE possuem diversas atividades biologicas e a importancia deles e de seus
componentes depende principalmente de suas atividades antimicrobiana e antioxidante, além
de suas propriedades sensoriais. Por isso, eles tém sido utilizados nos aditivos alimentares, na
agropecuaria em substituicdo dos antibiéticos, como aromatizantes e ingredientes cosméticos.
Mais recentemente, 0s 6leos essenciais estdo ganhando ainda mais importancia como fonte de
novos antibidticos ou adjuvantes para combater a resisténcia bacteriana (SANTOS, T. G. et
al., 2013)

O y-terpineno (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4), um monoterpeno constituinte
dos Oleos essenciais de inimeras plantas aromaticas como, Thymus vulgaris, Protium
icicariba, Citrus deliciosa, Origanum onites, Origanum hirtum, Satureja thymbra entre
outras (DAMASCENO et al., 2014; PASSOS et al., 2015) .

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar com diversas aplica¢fes no campo da
eletronica, medicina, engenharia e materiais. A nanomedicina é uma importante aplicacdo da
nanotecnologia que utiliza sistemas de distribuicdo de farmacos, agentes de imagem ou
dispositivos em nanoescala para tratar ou diagnosticar doencas complexas. Estes sistemas em
nanoescala que transportam farmacos incluem: lipossomas, dendrimeros, nanocristais,
nanoparticulas poliméricas, micelas, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas multifuncionais,
dentre outras (ZOLNIK; SADRIEH, 2009).

O encapsulamento de OEs assegura a protecdo do 6leo (susceptivel a degradacao) e a

liberagdo controlada, isto levou ao desenvolvimento de inimeras novas formulagdes com
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diversas aplicagfes. Os transportadores mais comumente preparadas sdo particulas de
polimero, lipossomas e nanoparticulas de lipidos sélidas (ASBAHANI et al., 2015).

A atividade antioxidante em geral esta relacionada diretamente com o efeito
cardioprotetor, pela reducdo do estresse oxidativo, diminuicdo da peroxidacdo lipidica e
supressdo das respostas pro-inflamatérias (ZIAEE et al., 2015). A limitagdo no uso de
antioxidantes sintéticos pela toxicidade inerente levou ao aumento de estudos sobre o
potencial antioxidante de Oleos essenciais que apontaram estes como antioxidantes e
conservantes naturais na industria farmacéutica e de processamento de alimentos (HARKAT-
MADOURI et al., 2015).

A partir disso, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma prospeccao
cientifica a fim de verificar as atualidades na producao cientifica de nanoformulacdes a partir
de Oleos essenciais publicada nos ultimos dez anos com base nos critérios delimitados e
realizar uma prospecc¢do tecnoldgica, fazendo uma busca nos pedidos de patente em nivel
nacional e internacional, a fim de buscar aplica¢des da substancia y-terpineno e verificar uma

possivel atividade cardiovascular e antioxidante e aplicacdo na nanotecnologia.

4.2 METODOLOGIA

A realizacdo da prospeccao cientifica ocorreu através da busca de artigos originais e
obtidos na integra. Foi feita a selecdo das palavras de busca. Em seguida, foram analisados os
artigos nas bases de dados eletronicos Biblioteca Virtual em Sadde (BVS), PubMed, SCOPUS
e Web of Science. Por ter o objetivo de verificar as atualidades na area foram considerados 0s
artigos publicados nos ultimos dez anos (2005 a 2015). Utilizando como critério de inclusao
artigos originais publicados em inglés, com resumo e texto completo e que retratem a relagéo
entre Oleos essenciais e a nanotecnologia. Os critérios para exclusdo foram: artigos que nédo
apresentaram nenhuma relagdo entre 6leos essenciais e a nanotecnologia, artigos publicados a
mais de dez anos, artigos que apresentaram duplicidade, além dos que ndo foram obtidos na
integra ou que eram de revisdo de literatura e de origem ndo experimental. As palavras de
busca utilizadas foram “ essential oils and nanotechnology” e “odleos essenciais e
nanotecnologia”, 0s resultados foram analisados de acordo com a distribuicdo geografica dos
estudos, distribuicdo anual das publicacdes, nanoformulagcfes envolvidas e a finalidade de
obtencéo das nanoformulagdes.

A prospeccdo tecnoldgica foi realizada com base nos pedidos de patentes depositados
no Escritério Europeu de Patentes (European Patent Office — EPO), na Organizacdo Mundial
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de Propriedade Intelectual (World Intellectual Property Organization -WIPO), no Escritério
Americano de Patentes e Marca Registrada (United States Patent and Trademark Office-36
USPTO) e no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do
Brasil. A pesquisa foi realizada em setembro de 2015 e foram utilizados como palavras-chave
os termos “Essencial 0ils” ou 6leos essenciais, “Essential oils and nanoparticles” ou “6leos
essenciais e nanoparticulas”, “gamma and terpinene” ou “gama e terpineno” “gamma and
terpinene and cardiovascular” ou “gama e terpineno e cardiovascular” e ‘“gamma and
terpinene and nanoparticles” ou “gama e terpineno e nanoparticulas”. Os termos em inglés
foram utilizados para as bases internacionais, enquanto que os termos em portugués para a
busca de documentos em base nacional, sendo considerados validos os documentos que
apresentassem esses termos no titulo e/ou resumo. Foram analisados todos os pedidos de

patente existentes até setembro de 2015.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao fim da busca bibliografica foram encontrados 111 artigos nas bases de dados
analisadas, porém apenas 39 atenderam os objetivos e os critérios de inclusdo adotados por
essa revisdo (Tabelal). Os artigos selecionados foram divididos por tdpicos para discussdo,
de acordo com a aplicacéo destinada das formulagdes.

TABELA 1. Artigos encontrados e selecionados de acordo com as bases eletrdnicas e as

palavras-chave utilizadas.

BASES DE DADOS

Artigos 14 42 24 34
Selecionados 4 12 12 11

Fonte: Autor

A anélise dos artigos incluidos mostrou que a maior quantidade de trabalhos € de
autores vinculados a instituicGes localizadas no Brasil e India (Graficol). Esses dois paises
correspondem a 58,5% da nacionalidade de todos os estudos. A grande maioria dos trabalhos
de origem brasileira (16 artigos) representa um vasto interesse das instituicdes desse pais em
busca de fontes alternativas para tratamento de doencas negligenciadas como dengue
(DUARTE et al., 2015) e tripanossomiase (DO CARMO et al., 2015). No Brasil ha uma

grande diversidade, por exemplo o cerrado brasileiro € um dos maiores biomas do pais, perde
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apenas para a Floresta Amazénica e € a mais rica savana tropical do mundo, com mais de
12.000 plantas com flores catalogadas o que estimula a prospeccdo de compostos quimicos
para pesquisa cientifica e valor econdmico para a medicina (RIBEIRO et al., 2016). Estudos
de nanotecnologia no Brasil vem aumentando pelo incentivo de instituicdes governamentais
do pais e ja foram criadas quatro redes de pesquisa em Nanociéncia e Nanotecnologia, nas
seguintes areas: materiais nanoestruturados, interfaces e nanotecnologia molecular,
nanobiotecnologia e nanodispositivos semicondutores. Esta tecnologia, representa
potencialmente um enorme mercado mundial, sendo que 0s paises que mais investem em
nanotecnologia sdo os Estados Unidos da América, Europa e Japdo, entretanto paises como a
Russia, China, india e Brasil tém feito investimentos significativos no setor nos ultimos anos
(CARELLI HERMES; HAIDAMUS DE OLIVEIRA BASTOS, 2014)

A india é um pais com grande interesse pela fitoterapia, explicada pela prética da
medicina ayurvédica que corresponde a uma das praticas mais antigas do mundo. Essa
medicina inclui dieta e fitoterapia e enfatiza o uso do corpo, da mente e o espirito no
tratamento de doencas (FERNANDEZ et al., 2015). Iniciativas na area da nanotecnologia
comecaram muito mais tarde que em outros paises e também o financiamento foi muito
menor. O governo indiano colocou a nanotecnologia como uma area prioritaria apenas em
2001 com o lancamento de um programa de incentivo. Entretanto, tem feito progressos
significativos de grande impacto na pesquisa cientifica e ja € o sexto pais mais ativo publicar
neste campo com aumento constante da producéo publicacdo (BHATTACHARYA; SHILPA,
BHATI, 2012).

GRAFICO 1- Numero de artigos com as respectivas nacionalidade das instituigbes

vinculadas aos autores
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Percebeu-se que entre 2005 e 2008 ndo existiu estudos e a partir de 2009 cresceu o0
interesse em pesquisar as nanoformulagdes contendo 6leos essenciais (Grafico 2). Verifica-se
um crescimento ao longo desses cinco anos, principalmente entre 2014 e 2015, mostrando o

qudo emergente é o crescimento de pesquisas no tema.

GRAFICO 2 - Distribuic&o anual do nimero de artigos publicados.
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Os estudos na sua maioria utilizaram dleos essenciais para o desenvolvimento das
formulacGes. Dos quarenta artigos selecionados apenas quatro utilizavam compostos isolados
de 6leos essenciais. As formulacdes mais obtidas foram as nanoemulsdes, nanocépsulas e
nanoparticulas de prata (Grafico 3). Foi possivel contatar que na maior parte dos estudos as
nanoformulagdes foram obtidas com a finalidade de avaliar atividade antibacteriana. Uma
importante finalidade foi de obter novas formulagbes para futuras pesquisas e aplicacdes
(Grafico 4). Isso demonstra o crescente interesse pela area da nanotecnologia e pelas
potenciais aplica¢fes dos 6leos essenciais.

GRAFICO 3 - Nanoformulag@es desenvolvidas nos artigos publicados.
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GRAFICO 4. Finalidades das formulagdes obtidas nos artigos publicados.
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Todos os dados da andlise dos artigos podem ser vistos na Tabela 2, esta apresenta

uma caracterizagdo dos artigos selecionados de acordo com 0s respectivos autores, anos de

publicacdo, substancias encapsuladas, nanoformulacdo, método de obtencdo (quando

disponivel) e a finalidade do estudo.



TABELA 2: Caracterizacdo dos artigos selecionados no estudo.

41

AUTOR E ANO PAIS OLEO ESSENCIAL NANOFOR- METODO FINALIDADE
MULACAO DE
OBTENCAO
(NUCHUCHUA et al., Tailandia Citronela (C. nardus), Nanoemulsdo Emulsificacdo  Atividade repelente
2009) manjericdo peludo de alta energia  contra Aedes aegypti
(Ocimum americanum),
e vetiver (Vetiveria
zizanioides)
(JAYASEELAN et al., india Oleo essencial da folha  Nanoparticul Atividade
2011) de T. Cordifolia. as de prata pediculocidal e
larvicida dos vetores
do mosquito malaria
e filariose.
(DIAS et al., 2012) Brasil Oleo essencial Nanoemulsdo Homogeneiza¢ Otimizacdo e
Copaifera multijuga do de alta validacdo de um
Hayne (componente pressao método SPME-GC
majoritario p- para a analise de -
cariofileno) cariofileno em
nanoemulsdes
(VIJAYARAGHAVAN et india Oleo essencial de Nanoparticua Desenvolviento  de
al., 2012) Trachyspermum ammi s de Prata Rotas de Biossintese
(y-terpineno, timol e p- das nanoparticulas
cimeno) e Somniferum
Papaver (morfina e
codeina)
(CHRISTOFOLI, Brasil Oleos essenciais das Nanoesferas  Nanoprecipitac Acdo inseticida
MARCELA; COSTA,; folhas de Zanthoxylum do do polimero contra B. Tabaci
BICALHO; DE CASSIA rhoifolium pré-formado
DOMINGUES; et al.,
2015)
(CARMO et al., 2015) Brasil Oleo essencial de Nanocapsulas Nanoprecipitag Acdo antiprotozoaria

A. satureioides

do do polimero

(Trypanosoma
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11.

12.

13.

14.

(SAGAVE, L. etal.,
2015b)

(WERDIN GONZALEZ et Argentin

al., 2014)

(BALASUBRAMANIAN;

KODAM, 2014)

(BALDISSERA et al.,
2014)

(ABDEL-AZIZ et al.,
2014)
(BALDISSERA et al.,
2013)

(SHAH; DAVIDSON;
ZHONG, 2012)

(MISHRA et al., 2012
)

Brasil

a

india

Brasil

Egito

Brasil

EUA

India

Oleo essencial de
Melaleuca alternifélia e
composto majoritario
terpinen-4-ol

Oleo essencial de
geranio e bergamota

Oleo  essencial  de
lavanda
Oleo  essencial  de

Melaleuca alternifolia

Oleo  essencial  de
Chenopodium murale

Oleos  essenciais de
andiroba (Carapa
guaianensis) e aroeira
(Schinus molle)

Timol

Oleo  essencial  de
Hippophae rhamnoides,
sementes (Vitis

Nanocépsulas
e
Nanoemulsde
S

Nanocapsulas

Nanofibras

Nanocapsulas

Nanoparticul
as de parta

Nanoemulsée

S

Nanocéapsulas

Nanoparticul
as Lipidicas
Sélidas

pré-formado

Nanoprecipitag

do do polimero
pré-formado e

Emulsificacao

espontanea

Emulsificacéo
espontanea

Emusificacédo
o/a

evansi)

Atividade
antibacteriana contra
isolados de R. equi

Atividade inseticida
contra R. dominica e
T. Castaneum
Atividade
antibacteriana
Staphylococcus
aureus e Kilebsiella
pneumoniae
Atividade
antiprotozoaria
(Trypanosoma
brucei brucei)
Atividade
antioxidante e
antibacteriana
Atividade
antiprotozoaria
(Trypanosoma
brucei brucei)
Atividade
antimicrobiana
contra  Escherichia
coli O157: H7 e
Listeria
monocytogenes
Tratamento da Acne
vulgaris
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

(SINGHAL et al., 2011)

(PAZINATO et al., 2014)

(MOGHIMIPOUR;
RAMEZANI; HANDALLI,
2013)

(GOMES et al., 2013)

(DONSI et al., 2011)

(NATRAJAN et al., 2015)

(WU; LUO; WANG,
2012)

(MUNIYAPPAN;

india e
Coréia
do Sul
Brasil

Irad

Brasil

Italia

Iindia

EUA

India

venifera) e extrato de
Calendula officinalis.
Oleo essencial Ocimum
sanctum

Oleo  essencial  de
Melaleuca alternifolia
Oleo essencial de Z.
multiflora

Oleo  essencial  de
Drimys angustifolia
Miers e D. brasiliensis
Miers (“casca-de-
anta”)

Oleo  essencial  de

Melaleuca alternifolia e
d-limoneno

Oleo  essencial  de
Carcuma (Curcuma
longa) e capim-liméo
(Cymbopogon citratus)
Timol e carvacrol.

Oleo  essencial  de

Nanoparticul
as de prata

Nanoparticul
as Lipidicas
Sélidas
Nanoparticul
as Lipidicas
Solidas
Nanoemulséo
do de
pressao

Nanoemulsdo

do de
pressao
Nanocapsulas Gelificacdo
de quitosana- ibnica
alginato
Nanoparticul — Dispersao
as de zelna liquido-liquido

Nanoparticul

Homogeneizag

Homogeneizag
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Atividade
antibacteriana  (E.
coli e S. aureus)
Atividade inseticida
contra Rhipicephalus
microplus
Obtencdo de um
nanocarreador

Citotoxicidade in
vitro sobre a U-138
MG  (glioblastoma
humano) e T24
(carcinoma da
bexiga humana)
Atividade
antibacteriana
Saccharomyces
cerevisiae,
Escherichia coli,
Lactobacillus
delbrueckii.
Aplicacdo alimentar.
Atividade
antiproliferativa

Atividade
antioxidade a
antibacteriana  (E.
Coli)

Atividade
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

NAGARAJAN, 2014)

(DUARTE et al., 2015)

(ZHAO et al., 2010)

(SANTOS, R.C. V. etal.,
2014)

(DIAS et al., 2014)

(SAKULKU et al., 2009)

(SATHISHKUMAR et al.,

2009)

(MURUGAN;
SAMIDOSS; et al., 2015)

(MURUGAN;
LABEEBA; et al., 2015)

Brasil

China

Brasil

Brasil

Tailandia

Coréia

Italia

Italia

Curcuma
pseudomontana
Oleo  essencial de
Rosmarinus officinalis
L.

Oleo  essencial  de
Curcuma zedoaria

Oleo  essencial da
arvore do cha TTO
(Melaleuca alternifolia)

Oleo  essencial  de
copaiba (Copaifera
multijuga Hayne)

Oleo  essencial  de
citronela Cymbopogon
nardus

Oleo  essencial  de
Cinnamon zeylanicum

Extrato de Ulva lactuca

Extrato de Aristolochia

as de ouro

Nanoemulsdo

Nanoemulsdo

Nanoparticul
as Lipidicas
Sélidas

Nanoemulsoe
S

Nanoemulséo
Nanoparticul
as de prata

Nanoparticul
as de prata

Nanoparticul
as de prata

Método de

baixa energia

Homogeneizac

do de alta
presséo e
emulsificacdo
espontanea

Homogeneizag
do de alta
pressao

antioxidante

Atividade larvicida
Aedes aegypti
Obtencéo do sistema
nanocarreador e
estudos de pre-
formulacéo
Atividade

antibacteriana
(Paenibacillus sp) e
estudo de toxicidade
em Apis mellifera.
Obtencdo do sistema

nanocarreador e
estudos de pre-
formulacéo.

Atividade repelente.

Atividade
antibacteriana ( E.
Coli)

Atividade contra
larvas e pupas do
vetor da malaria

Anopheles stephensi
e atividade contra
Plasmodium
falciparum.
Atividade contra
larvas e pupas do
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31.

32.

33.

34.

&5

36.

37.

38.

(MARYAM; SHAKERI;
KIANI, 2015)

(PEREIRA et al., 2015)

(CHRISTOFOLI, M.
COSTA; BICALHO;
DOMINGUES; et al.,
2015)

(VAUCHER et al., 2015)

(RODRIGUES et al.,

2014)

(HU et al., 2014)

(MORSY et al., 2014)

(BALASUBRAMANIAN;

KODAM, 2014)

Portugal

Brasil

Brasil

Brasil

China

EUA

india

Nanoparticulas de
albumina sérica humana
carregados de
carvacrol. (HSA
carvacrol)

Extrato metandlico de
L. stoechas ssp. luisieri
e L. pedunculata

Oleos essenciais de
folhas Rhoifolium
zanthoxylum

6leos de andiroba e
copaiba

Oleo de  Copaiba
(Copaifera duckei)

Evodiamine (EVO) e
6leo Brucea javanica

Oleos essenciais de
orégano (O.
minutiflorum) e alecrim
(R. officinalis)
Oleo de Lavandula
angustifolia

Nanoparticul
as

Nanocépsulas
de PLGA

Nanoesferas
PCL

Nanoemulsoe
S

Nanoemulsdo

Nanoemulsdo

Nanoparticul
asem
biofilmes

Nanofibras
de
poliacrilonitri
lo

Dessolvatagédo
e emulséo/
dessolvatacédo

Emulsificacéo
espontanea

Nanopreciptac
do do polimero
pré-formado

Homogenizaca
0 de alta
presséo

Homogenizaca
0 de \alta
presséo

vetor da maléria
Anopheles stephensi
Atividade contra
cancer de estomago.

Atividade
antioxidade

avaliar seu efeito
inseticida em
populacgdes de
Bemisia tabaci
contra especies
Paenibacillus larvae
(doenca de loque
americana)

Avaliar o potencial
de acdo inseticida
contra larvas de
Aedes aegypti.
Desenvolvimento de
nanoemulsao e
caracterizacdo fisico-
quimica.

Atividade
antibacteriana contra
patdgenos
alimentares
Atividade
antibacteriana contra
S. aureus e K.
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pneumoniae
(SALVIA-TRUJILLO et Espanha  Oleo essencial Nanoemulsdo Homogenizaga Desenvolvimento de
al., 2013) Cymbopogon citratus de Alginato 0 de alta nanoemulséo e
pressao caracterizacdo fisico-

quimica.
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As nanoparticulas de prata (NPSAG) tem as propriedades de elevada area superficial,
tamanho muito pequeno (<20 nm) e de alta dispersdo. A prata é um metal bactericida seguro e
eficaz, porque ndo é toxico para células de animais, enquanto é altamente toxico para as bactérias
(ABDEL-AZIZ et al.,, 2014). As nanoparticulas tém sido utilizados para direcionar agentes
antimicrobianos para o local da infecgdo, a fim de que doses do farmaco possam ser administrado
no local da infecgéo, superando assim a resisténcia e com menos efeitos adversos sobre o paciente
(PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013).

Em um estudo foram sintetizadas NPSAG utilizando extrato derivados de folhas de Murale
chenopodium compostas principalmente de a-terpineno, (Z) e cis-Ascaridole. A quantificacdo de
compostos fendlicos totais e flavonoides totais foi maior na nanoformulacdo de prata quando
comparado com o extrato da planta livre. A formulacdo de NPSAG mostrou ter atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana superior gquando comparada a fomulagdo com o extrato da
folha de Murale chenopodium (ABDEL-AZIZ et al., 2014). Neste estudo concluiu que o 6leo
essencial da folha C. murale pode ser usado efetivamente na produgdo de nanoparticulas de prata
para aplicacdo comercial com potencial antioxidante e antimicrobianos.

Melaleuca alternifolia, também conhecida como "arvore do chad", é uma planta nativa da
Austrélia, e o seu 6leo essencial possui comprovada acdo antibacteriana, antifingica e antiviral. Na
composicdo do 6leo estdo presentes monoterpenos, sesquiterpenos e seus alcoois correspondentes.
Estratégias visando aperfeigoar as caracteristicas fisico-quimicas de substancias bioativas
envolvem, também, inovacbes tecnoldgicas, como a nanotecnologia (CARSON; HAMMER,;
RILEY, 2006; SAGAVE, L etal., 2015a)

Sagave et al, 2015 utilizou Melaleuca alternifolia nas seguintes formulagdes: 6leo livre,
nanocapsula, nanoemulsdo e a combinagdo de dleo livre com nanocépsula e com nanoemulsdo,
além de seu composto majoritario, terpinen-4-ol, a fim de verificar a atividade antimicrobiana frente
a isolados de Rhodococcus equi de diferentes origens. Verificou-se baixo potencial para atividade
antibacteriana de M. alternifolia na formulacdo de oOleo livre. Todavia, essa atividade foi
potencializada quando se incorporou o 6leo essencial as nanoformulacdes.

Nanofibras poliméricas foram desenvolvidas utilizando éleo essencial de lavanda. A
atividade antibacteriana foi avaliada por testar o material contra as bactérias Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae. As nanofibras exibiram eficaz atividade bactericida. A libertacdo in vitro
do farmaco foi avaliada e verificou uma atividade antibacteriana duradoura. Dessa forma, esse

estudo propés um nanomaterial antibacteriano aplicavel em varios campos como industria
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farmacéutica, industria téxtil e aplicacbes no tratamento de agua, mostrando a versatilidade da
ciéncia nanotecnolégica (BALASUBRAMANIAN; KODAM, 2014).

A nanotecnologia tem sido considerada uma area promissora aos pesticidas ecoldgicos,
incluindo aqueles com produtos naturais incorporados como ingredientes ativos. O 06leo de copaiba
extraido de espécies do género Copaifera sp. muito difundida no Brasil pelas regiGes norte e
nordeste e vérias propriedades biologicas tém sido atribuidas a copaiba, incluindo atividade
antinoceptiva, anti-inflamatéria e leishmanicida. Em um estudo obteve-se uma série de
nanoemulsdes de 6leo em agua contendo o 6leo de capaipa. Um deles foi considerado um agente
eficaz contra 0 A. aegypti. E pode ser usado como um potencial larvicida (RODRIGUES et al.,
2014).

H& uma grande procura por inseticidas para serem usados na agricultura que nao cause
danos ao meio ambiente e que ndo sejam resistentes as pragas. Os esforcos de investigacao
intensiva tém se dedicado a busca de compostos naturais, como os 0Oleos essenciais, com acao
inseticida. Entretanto, a maioria deles sdo conhecidos por serem biologicamente instaveis, podem
facilmente sofrer degradacdo e sdo fracamente solGveis em agua, o que torna o estudo de suas
atividades bioldgicas e aplicacdo em culturas uma tarefa muito dificil. Assim, 0 nanoencapsulacéo
de 6leos essenciais com acdo inseticida seria otimizar o sistema de controle de pragas pela liberacao
gradual do principio ativo, reduzindo a necessidade de altas doses consequentemente a toxicidade e
efeitos indesejaveis em organismos ndo-alvo e oferecer prote¢do contra a degradacdo ambiental
(SHERRY et al., 2013).

Alguns estudos foram identificados com essa finalidade, como o caso em que Oleos
essenciais de Zanthoxylum rhoifolium foram encapsulados na tentativa de desenvolver um inseticida
eficiente contra populagbes de Tabaci b. menos agressivo ao meio ambiente. Os resultados
apresentados forneceram evidéncias convincentes de que nanoesferas com 6leos essenciais de Z.
rhoifolium otimizaram o sistema de controle contra a B. tabaci, oferecendo melhor prote¢do contra
0s processos de degradacdo e oxidacdo destes Oleos essenciais. Melhorou a solubilidade aquosa o
que foi associado com a reducdo do numero de aplicacbes necessarias e a concentracdo de doses
aplicadas, consequentemente o impacto ambiental e o potencial inseticida deste 6leo essencial
melhorou em comparagéo com a forma em livre favorecendo assim estudos para suas aplicagfes no
campo.

Os estudos de pré-formulacdo podem fornecer informagdes sobre potenciais

incompatilidades fisicas ou quimicas entre o farmaco e adjuvantes. Estudos de pré-formulacéo
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poderiam propiciar uma maior compreensdo das caracteristicas da formulacéo e permitir vislumbrar
alternativas para melhorar a estabilidade das nanoformulacbes, consequentemente sua agéo
terapéutica.

Com o objetivo de produzir uma nanoformulacdo com 6leo essencial de copaiba estavel e
eficiente foi desenvolvido um estudo de pré-formulacéo utilizando um método de planejamento
fatorial. Com variagdo nos pardmetros como: o nucleo oleoso, surfactantes na composicdo de
propriedades fisico-quimicas de nanoemulsbes e método de obtencdo. A formulacéo foi produzida e
caracterizada, assim manteve-se as propriedades ao longo do periodo de avaliacdo (DIAS et al.,
2014) para aplicacdo em estudos farmacol6gicos futuros.

Da mesma forma, na producdo de nanoemulsdo do 6leo essencial de Acafrdo Zedodari
(Curcuma zedoaria seco), foi desenvolvido um diagrama de fases para identificar as regides
eficientes auto-emulsificacdo. Alterou a carga oleosa da formulacgéo, a concentracéo de surfactantes,
afim de modular o tamanho da goticula, através do aumento do tempo de emulsificacdo, ou do
aumento da concentracdo de co-tensioativo (ZHAO et al., 2010). Os estudos de pré-formulacao
foram finalizados com o estudo de biodisponibilidade oral relativa in vivo.

Desta forma, é possivel inferir por meio da analise dos artigos selecionados as diversas as
atividades farmacoldgicas propostas pelos 6leos essenciais, principalmente as atividades
antibacterianas e inseticidas (Tabela 2). E importante ressaltar que atualmente o nimero de
trabalhos publicados em periddicos internacionais envolvendo 6leos essenciais em nanoformulacdes
estd em constante ascensdo. A aplicacdo da nanotecnologia estd sendo uma forte estratégia para

contornar os problemas de solubilidade e instabilidade dos 6leos essenciais

Prospeccdo Tecnoldgica

A Prospeccdo Tecnologica é de fundamental importancia e constitui uma ferramenta béasica
para orientar os esforgos aplicados no desenvolvimento de novas tecnologias, pois sdo a base para
ampliar a capacidade de antecipacdo e estimulam a organizacdo dos sistemas de inovagédo, néo
somente no ambito empresarial, mas, também, no meio académico. Como a informacao tecnoldgica
é um dos requisitos indispensaveis para a realizacdo de estudos de prospeccao, ela deve ser obtida
através de fontes confiaveis e continuas, como as encontradas nos bancos de dados de patentes
(AMPARO; RIBEIRO; GUARIEIRO, 2012)
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A prospec¢do tecnoldgica tem como principal objetivo identificar as areas de pesquisa
estratégica e as tecnologias genéricas emergentes que tem a maior propensao de gerar maiores
beneficios econdmicos e sociais. E que seja capaz de identificar oportunidades e necessidades mais
relevantes para pesquisas futuras, estabelecer prioridades, avaliar possiveis impactos e subsidiar o
processo de tomada de decisdes em ciéncia, pesquisa e inovacdo (TEIXEIRA, 2013).

Em primeiro lugar, foi avaliada a quantidade de patentes existentes em cada base de dados,
segundo os descritores citados (tabela 3). Foram encontradas um total de 3990 patentes: WIPO
(3354), EPO (182), USPTO (309) e INPI (145).

Na pesquisa efetuada, foram encontrados muitos documentos envolvendo oS termos
“essencial oils” e 6leos essenciais com maior destaque na Organizacdo Mundial da Propriedade
Intelectual (WIPO). Entretanto, quando  confrontados  os  termos “essential oils and
nanoparticles” ou “dleos essenciais e nanoparticulas” observou-se que 0 numero de pedidos de
deposito de patentes ¢ bruscamente reduzido. O mesmo acontece quando se utiliza o termo “gamma
and terpinene” ou gama e terpineno e em seguida busca-se por atividade biologicas “gamma-
terpinene and cardiovascular” “gama-terpineno e cardiovascular” e ‘“gamma-terpinene and
nanoparticles” e “gama-terpineno ¢ nanoparticulas”. Quando restringe o termo de busca da
substancia estudada (y-terpineno) com a &rea de aplicacdo (nanotecnologia) ndo é verificado

nenhum pedido de depdsito de patente.

Tabela 3: Numero de depdsitos de patentes por base de dados envolvendo os diferentes termos

utilizados.
BASES DE DADOS

TERMOS DE BUSCA INPI WIPO EPO USPTO
“Essential oils” ou “Oleos essenciais”’ 145 3305 173 301
“Essential oils and nanoparticles” ou “0leos essenciaise | 0 9 1 0
nanoparticulas”’
“gamma and terpinene” OU “gama e terpineno” 0 38 8 8
“Gamma and terpinene and cardiovascular” ou “gama e | 0 1 0 0
terpineno e cardiovascular”
“Gamma e terpinene and antioxidant” ou “gama e |0 1 0 0
terpineno e antioxidante ”
“Gamma and terpinene and nanoparticles” ou “gama e | 0 0 0 0
terpineno e nanoparticulas”

Fonte: Autor
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E vélido destacar que os 6leos essenciais possuem composi¢do quimica complexa, podem
acumular mono e sesqui-terpenos assim como fenilpropanoides, muitas vezes composta de mais de
cem compostos diferentes, desta forma podem ter multiplas atividades biologicas devido a
diversidade de seus componentes (ASBAHANI et al., 2015). Ao analisar os resultados de pedidos
de patentes encontrados observa-se que estudos utilizando o dleo essencial sdo superiores em
nmero quando comparado ao estudo de substancias isoladas de 6leos essenciais, como é o caso do
monoterpeno y-terpineno. E possivel afirmar através dos pedidos de patentes identificados que
estudos envolvendo nanoparticulas de 6leos essenciais, foram identificados em discreto nimero na
WIPO (9) e EPO (1). Quando restringe 0 monoterpeno y-terpineno, composto isolado presente em
varios 6leos essenciais, em aplicacdo na nanotecnologia ndo foi encontrado pedidos de depésito de
patente em nenhuma base. Apontando como uma area nova de pesquisa e carente de inovacao. Foi
identificado na WIPO um pedido de patente quando relacionou o y-terpineno com as atividades
biol6gicas pesquisadas (cardiovascular e antioxidante).

O foco da prospeccédo foi verificar os depositos de patentes do monoterpeno y-terpineno,
suas possiveis areas de aplicacdes, atividades bioldgicas e seu uso na escala nanométrica. Com isso,
todos os graficos foram obtidos de acordo com o somatdrio da quantidade encontrada dos depdsitos
obtidos quando se pesquisou “gamma and terpinene” ou “gama e terpineno”, ja que as demais
palavras apareceram poucos resultados (“Gamma and terpinene and cardiovascular” ou “gama ¢

9% ¢

terpineno e cardiovascular” “gamma e terpinene and antioxidant” ou ‘“gama e terpineno e

antioxidante”
GRAFICO 5 - Total de depésitos de patentes pesquisados nas bases do WIPO, INPI, EPO e

USPTO.

amma and terpinene and nanoparticles” ou “gama e terpineno e nanoparticulas”).
dt d rticles” ou t rticulas”
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Fonte: Autor

A maior proporgao encontrada no WIPO (Grafico 5) pode ser justificada pelo fato de que o

WIPO administra os depositos de patentes através do TCP (Tratado de Cooperacdo de Patentes). O
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TCP ¢ formado por 148 paises, entdo, mediante um pedido de patente no TCP, os candidatos podem
procurar simultaneamente a protecdo de uma invencao em todos os paises envolvidos no tratado. Os
demais escritorios tratam das patentes localizadas nos Estados Unidos (USPTO), Europa (EPO) e
Brasil (INPI) (HASENCLEVER et al., 2010). Apesar do Brasil ter demonstrado um grande
potencial para desenvolvimento na area, por ser detentor de imensa biodiversidade e recursos
minerais abundantes, possuir uma industria quimica razoavelmente diversificada, o Brasil ainda é
carente de detencdo patentes; essa caréncia pode ser explicada pelas atividades de pesquisas
cientificas e tecnoldgicas se restringirem ao meio académico e pela falta articulagcdo entre os agentes
dos sistemas de inovagdo. Faltam politicas publicas e incentivo financeiro (VIEIRA; OHAYON,
2008).

GRAFICO 6 — Distribui¢do do nimero de pedidos de dep6sitos patentarios por ano.

NUumero de Depébsitos
D
L

Fonte: Autor

Ao agrupar os depdsitos de patentes em um arranjo temporal é possivel perceber que ha um
crescimento na uUltima década do nimero de patentes (Grafico 6). O ano de 2008 obteve um
destaque no cenario mundial em numero de depdsitos mostrando um interesse crescente dos
inventores por este monoterpeno. Porém, o processo de protecdo tecnologica em diversos setores de
aplicagdo industrial do y-terpineno ainda é discreto.

A maioria dos depdsitos de patentes é de origem asiatica, a maior parte deles correspondem
a quatro paises, sendo quatorze depdsitos de origem chinesa, treze norte-americanos, nove sul-

coreanos, sete japoneses. Sao paises com certa tradicdo na protecao patentaria de suas pesquisas.
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GRAFICO 7: Representagdo do nimero de patentes depositadas por paises.
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=
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1

Numero de Depdsitos

Fonte: Autor

O cddigo internacional de patentes consiste em um sistema hierarquico de simbolos e
classifica patentes de invencdo e de modelo de utilidade de acordo com as diferentes areas
tecnoldgicas a que pertencem. Essa classificacdo é adotada por mais de 100 paises e coordenada
pela Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual -OMPI. A classificacdo internacional de
patentes possibilita facilitar a busca de um determinado tipo de tecnologia especifica e o transito de
documentos entre paises, com isso podemos identificar as areas em que o objeto de pesquisa em

questdo esta sendo explorado.

GRAFICO 8: Patentes depositadas nos bancos tecnoldgicos por codigo de classificacio

internacional.

NUmero de Depdsitos

Fonte: Autor
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A classificagdo internacional de patentes dos 54 pedidos de depositos encontrados nas bases
utilizadas, mostraram que as principais aplicagdes do y-terpineno foram nos codigos A61K, CO7C e
CO8F (Grafico 8). A classificacdo A61K obteve 0 maior nimero de patentes, esta relacionada a
aplicacGes para fins médicos, odontoldgicos e/ou higiene se refere a medicamentos ou outras
composigdes bioldgicas. Demonstrando que o y-terpineno apresenta diversas aplicaces na industria
farmacéutica, na industria de cosméticos por exemplo, como fragrancias.

Para exemplificar a atividade terapéutica desse monoterpeno, o depdsito de patente de
Hazan Zadik (n° de patente US20120213727) mostrou a polimerizacdo de varios monoterpenos,
incluindo o vy-terpineno, e uma dessas formas polimerizadas tem atividade na indugdo da
diferenciacdo em células do epitélio pigmentado da retina. Foi também descoberto que as linhas
celulares de melanoma e neuroblastoma foram induzidas a diferenciar-se, por conseguinte, reduzir o
seu potencial maligno. Ja a EP1569629 traz preparacdes topicas de y-terpineno com comprovada
atividade anti-inflamatoria do monoterpeno.

Além dessa classificacdo também aparece a classe “C”, que representa aplica¢do quimica e
metaldrgica, cujas subclasses patenteadas foram CO7C, que se refere a quimica organica e sintese de
compostos aciclicos ou carboxilicos na preparacdo de macromoléculas e a subclasse CO8F que se
referem com a sintese de compostos macromoleculares obtidos por reacbes compreendendo apenas
ligagdes insaturadas carbono-carbono.

Os depdsitos de patentes que se referem a atividade antioxidante e cardiovascular estdo
relacionados e referem-se a ensaios enzimaticos. O deposito KR1020020037434, codigo
internacional de patente GO1N confirma através de testes antioxidantes utilizando o radical DPPH
que uma mistura contendo 6leo essencial atua em alimentos sem modificar sabores de alimentos e
mostrou um excelente efeito antioxidante. O depdsito CN104705533, mostra a administragdo em
porco de um aditivo de Oleo vegetal contendo varios terpenos de propriedades antioxidantes,
incluindo o y-terpineno, com isso eles inibem o dano oxidativo do corpo do animal.

O Brasil vem investindo cada vez mais em nanotecnologia. A producdo cientifica em
Nanociéncia e Nanotecnologia (N&N) no Brasil desfruta de certo prestigio no cenario mundial, com
a melhor infraestrutura da América Latina. Entretanto, quando se trata de producdo de inovacoes
percebe-se que o pais precisa melhorar, um maior investimente que visem fortalecer o potencial
inovador brasileiro (CARELLI HERMES; HAIDAMUS DE OLIVEIRA BASTOS, 2014).

Na prospeccdo cientifica ndo foi encontrado nenhum artigo que correlaciona a

nanotecnologia com o y-terpineno. Entdo, consequentemente foram protegidas pesquisas
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relacionadas na area, como ndo foi encontrada na proscpeccao tecnologia, sendo uma opcao para
novos estudos a fim de fornecer futuramente novos produtos a sociedade e de novos conhecimentos

a comunidade cientifica.

4 CONCLUSAO

Foi visto que a producdo cientifica de preparac6es nanofarmacéuticas com 0leos essenciais
nos ultimos 10 anos tem sido crescente, apresentando resultados promissores referentes a
otimizacdo das atividades farmacoldgicas como antibacteriana, antioxidante, antiprotozoéria e
estudos de obtencédo para novas preparacGes nanofarmacéuticas. Estes dados reforcam a hipotese da
utilizacdo da nanotecnologia como instrumento de enorme potencial para producdo de novas
alternativas terapéuticas para o tratamento e prevencao de diversas patologias e aplicacBes em
diversas tecnologias.

Quando analisou a atividade patentaria do monoterpeno y-terpineno foi observado que nédo
ha utilizacdo da nanotecnologia. Pouco se tem de informacdo em relacdo as atividades
cardiovascular e antioxidante do y-terpineno, sendo suas principais aplicacbes com outros fins
médicos, odontoldgicos e/ou higiene. E no Brasil é necessario estimular uma cultura de incentivo a
protecdo dos resultados de pesquisa por meio de patentes, este fato poderia estimular o meio
académico na tentativa de ampliar o crescimento econdmico cientifico e tecnolégico de um pais

com énfase na descoberta de um maior nimero de moléculas derivadas de produtos naturais.
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RESUMO: As nanocépsulas poliméricas (NCs) tém por vantagem transportar uma carga
elevada de moléculas em um nucleo oleoso e garantir estabilidade fisico-quimica e protecdo
contra a degradacdo enzimatica devido a presenca da parede polimérica. O estudo teve como
objetivo encapsular o y-terpineno (NC-GT), um monoterpeno lipofilico de potencial atividade
farmacoldgica em nanocapsulas de PLGA e caracterizar esse sistema a fim de determinar e
selecionar uma formulacdo estavel para ser testada em modelo de atividade cardiovascular por
via intravenosa utilizando Rattus novergicus. As nanocapsulas foram preparadas pelo método
de deposicdo interfacial de polimero pré-formado. No aspecto microscopico a formulacéo
mostrou-se estavel apresentando tamanho de particula 173,43 +4,5 nm e indice de
polidispersdo 0,197 + 0,03 nm, Potencial Zeta -16,33 mV e pH 7,6 + 0,01. Essas
caracteristicas apontam uma populacdo monodispersa, de carga negativa e uma formulacéo
que pode ser aplicada por via intravenosa. O tamanho das particulas das NC produzidas foi
significamente afetado pela concentracdo do y-terpineno, isso € comprovado quando se
analisa a média dos grupos de diferentes concentracdes pelo teste ANOVA one-way (p<0,05).
Quando se utiliza o teste de T-Student comparando os grupos de diferentes concentragGes
com as NC vazias verifica-se também diferenca significativa, apontando o aumento do
tamanho médio das particulas com o aumento da concentragdo do principio ativo. Obteve-se o
teor pela espectroscopia derivativa na primeira ordem (UV-vis-ED-120Ordem) em 259,8 nm e a
taxa de encapsulacdo atraves da técnica ultrafiltracdo utilizando unidades Ultrafree para
centrifugacdo. O teor de y-terpineno foi de 109% e a taxa de encapsulacdo foi de 97%. Estes
dados atendem aos parametros exigidos pela resolucdo 899/2003 da ANVISA. Dessa forma,
apresenta resultados promissores que ampliam as perspectivas para a realizagdo dos testes in
vivo, com intuito de verificar a influéncia da do y-terpineno nanoencapsulado sobre o sistema
cardiovascular.

PALAVRAS-CHAVE: oOleos essenciais; vy-terpineno; nanoparticulas poliméricas;
nanocapsulas.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve expansdo da nanotecnologia ndo s6 nas areas que
envolvem sistemas eletrdnicos, mas também na area farmacéutica, trazendo uma nova
perspectiva em saude e medicina. H4 um grande interesse em utilizar as propriedades fisico-
quimicas unicas de nanoparticulas em sistemas de distribuicdo de fA&rmacos para o transporte e
direcionamento para compartimentos especificos, normalmente inacessiveis para alguns
produtos farmacéuticos, como no tratamento de varios tipos de cancer, bem como o sistema
nervoso central (SNC) (KNUDSEN et al., 2015)

Vaérios sistemas de liberacdo de farmacos sdo constantemente desenvolvidos. As
nanoparticulas sdo nanocarreadores de grande aplicacdo e possuem tamanho entre 1-1000 nm
(Ium). As nanoparticulas referem-se a dois tipos de estruturas diferentes: as nanoesferas e
nanocapsulas, nas quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacao estrutural
(BARBOSA,; MAGALHAES, 2011; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012a). Nas
nanoesferas o farmaco encontra-se disperso ou solubilizado na matriz polimérica, obtendo-se
um sistema homogéneo, nao sendo possivel identificar um nucleo diferenciado (Figura 1). As
nanocapsulas sdo um sistema vesicular de diametro inferior a 1um, sdo organizadas como um
nacleo lipidico, contendo uma dispersdo de um lipidio sélido, em geral um tensoativo de
baixo equilibrio lipdfilo-hidréfilo (EHL) em um lipidio liquido, envolto por uma parede

polimérica constituida por um polimero (JAGER et al., 2009).

FIGURA 1: Representacdo esquematica nanocapsulas poliméricas

Nucleo Farmaco adsorvido
. ] ) nas paredes
Farmaco dissolvido poliméricas

no nucleo oleoso
Parede Polimérica

FONTE: AUTOR
As nanocéapsulas sdo potenciais carreadores de farmacos, pois confere uma adequada

protecdo ao principio ativo frente a degradagdo no meio bioldgico, permite a veiculagdo de
moléculas hidrofobicas, apresentam maior estabilidade quando em contato com os fluidos
bioldgicos e é possivel obter propriedades desejadas a fim de modificar e direcionar a
liberacdo de farmacos (BARBOSA; MAGALHAES, 2011). As nanocapsulas sdo carreadores
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de escolha para a administracdo intravenosa de farmacos altamente lipofilicos, pois sdo
constituidas por polimeros estaveis, com baixa toxicidade e degradacdo no organismo
(MISRA; SAHOO, 2010).

A capacidade de degradacdo no organismo deve-se as propriedades do polimero
escolhido. Estes podem ser naturais ou sintéticos. Os mais utilizados sdo os sintéticos, como o
PLGA (Copolimero de acido latico e glicdlico). Este requer um menor tempo para sua
completa degradacdo, implicando menor probabilidade de reacGes adversas além de ser
versatil, biocompativel e boa viabilidade comercial (MOTTA; DUEK, 2006).

Os 6leos essenciais (OE) sdo substancias aromaticas produzidas como metabolitos
secundarios de algumas plantas. Os OE sé&o substancias de grande interesse devido as diversas
propriedades apresentadas por muitos deles, tais como acdo antimicrobiana, antioxidante,
acao farmacoldgica e contra o cancer (MARINI, 2014).

O vy-terpineno (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4) é um monoterpeno componente
de vérios Oleos distribuido em diversas plantas com atividade bioldgicas como:
antimicrobiana e citotoxica (GEDARA, 2008; PIARU et al., 2012), antioxidante de
lipoproteinas de baixa densidade e potencial protecdo contra doencas cronicas e
cardiovasculares, como a aterosclerose (CHOI et al., 2000). E uma substancia considerada
segura apos testes de toxicidade aguda oral (ASTANI; REICHLING; SCHNITZLER, 2010;
PASSOS; LOPES; DE SOUSA, et al., 2015; VARDAR-UNLU et al., 2003). O y-terpineno
mostrou ser um farmaco promissor analgésico, tendo em consideracdo a combinacdo de
eficAcia e seguranca, apds apresentar atividade de antinocicep¢do pronunciada quando
avaliada em modelos de nocicepgdo induzida quimicamente em ratos. Além disso, y-terpineno
tem efeito antinociceptivo quando administrado no nervoso central (intracerebroventricular e
intratecal) e vias periféricas, e esta acdo ocorre possivelmente com envolvimento do sistema
opidide através de canais K* sensiveis ao ATP e sistema colinérgico (PASSOS; LOPES;
ARAUJO; et al., 2015).

Os OE séo hidrofdbicos, possuem baixa estabilidade por serem volateis a temperatura
ambiente, facilmente degradavel dependendo das condicBes de luz e temperatura o que tem
dificultado e limitado a sua aplicagdo (WU; LUO; WANG, 2012). Neste estudo, foi utilizado
o polimero biodegradavel PLGA para formar nanocapsulas contendo o y-terpineno (NC-GT).
Dessa forma, procurou-se obter uma formulacdo estavel, que fosse capaz potencializar as

propriedades bioativas do monoterpeno.
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2 MATERIAIS E METODOS

y-terpineno (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4) é liquido incolor a amarelo fraco
de aroma forte, volatil, baixa solubilidade em agua (5%) e teor de 97% (Sigma-Aldrich®,),
Poloxamer 407, Trealose e 6leo de soja foram obtidos da Sigma-Aldrich®, Copolimero de
acido lactico e glicdlico (PLGA) da Lactel ®, Fosfatidilcolina de soja (PC de soja) (Epikuron
® 200), acetona e metanol (Merck®), Tampao PBS pH 7,4.

2.1 Preparacdo das Nanocapsulas

As nanocépsulas foram preparadas pelo método de deposicédo interfacial de polimero
pré-formado (FESSI et al., 1989). Uma mistura organica constituida pelo polimero PLGA
50:50 (0,150 mg), fosfatidilcolina de soja (0,150mg), oleo de soja (0,100mg) e y-terpineno
(nas concentracdes de 1; 1,5; 2; 5; 6; 10 mg/mL) solubilizados em acetona (15ml) e
introduzida lentamente na fase aquosa constituida de Tampédo Fosfato pH 7,4 (30ml) e
poloxamer (0,150 mg) sob agitacdo moderada. A suspenséo foi rotaevaporada para eliminagao
dos solventes até obtencdo de um volume final de 10 ml (Figura 2). Nanocapsulas vazias
foram preparadas seguindo o mesmo método, sem a incorporacdo da substancia ativa (NC-
Vazia).

FIGURA 2 — Esquematizacdo do método de deposicéo interfacial de polimero pré-formado.
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Evaporagdo do Solvente e
excesso de agua

Agitacdo Leve

Liofilizacdo e
Armazenagem

FONTE: AUTOR
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2.2 Caracterizacgao das formulacoes

ApoGs a preparacdo, os nanossistemas NC-GT e NC-Vazio foram caracterizados. Os
parametros avaliados foram: aspecto macroscopico, pH, tamanho das particulas (TP), indice
de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (PZ).

O pH das nanocépsulas foi aferido utilizando um medidor de pH digital (bioblock
cientifico 99.622, Prolabo, Paris, Franca) a temperatura ambiente. O tamanho de particulas e
indice de polidispersdo das nanocapsulas foram determinados através da espectroscopia de
correlacdo de fétons (analisador de particula Beckman Coulter Delsa ™ Nano S). Nesta
analise 300uL da suspensdo de nanocapsulas foi diluida em 1,7 mL de 4gua ultra-pura. O
potencial zeta das nanocépsulas, que corresponde a carga de superficie das vesiculas, foi
determinado diluindo 50 pL da suspensdo em 5 mL de agua ultra-pura e lendo a solucdo
resultante em aparelho Zetatrac NC-148 (Microtrac). Para monitoramento das formulacdes ao
longo do tempo, a estabilidade em longo prazo foi iniciada 24h apds preparadas e ao longo de
do tempo ate aparecimento de sinais de desestabilizagdo. Os parametros avaliados foram:
aspecto, coloracdo, separacdo de fases, variacdo do pH, tamanho das particulas e indice de
polidispersdo (PDI) das formulacdes em suspensdo (MORENO et al., 2014). De acordo com o
resultado das analises foi selecionada a formulacdo que apresentou melhor perfil e foi
submetida aos testes de teor e taxa de encapsulacao.

2.3 Determinacio do teor de y-terpineno nas nanocapsulas

Para a determinacdo do y-terpineno na nanocapsula foi utilizada a técnica de
espectroscopia derivativa na primeira ordem (UV-vis-ED-120Ordem) em 259,8 nm, utilizando
0 espectrofotbmetro UV-1800 (Shimadzu). Todas as varreduras espectofotométricas foram
realizadas na faixa de 200 a 400 nm, com cubeta de quartzo de 1 cm.

Para a quantificagdo do farmaco foi construida uma curva de calibragdo, a partir de
solucBes-mae de 4000 pg.mL™ (solucdo metandlica), com cinco pontos de concentracéo (800,
1.600, 2.400, 3.200, 4.000 pg.mL™), diluidos a partir da solugdo-méae com o mesmo solvente.
Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através do calculo de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de correlagdo (r),
adotando r > 0,99 como valor minimo para aceitacdo. Para a quantificacdo das amostras de
nanocapsulas contendo o y-terpineno utilizou-se diluicdes em triplicata na concentragdo

tedrica de 1560 ug.mL™ e posteriormente calculado o teor em porcentagem.
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2.4 Eficiéncia da encapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada apds a aplicacdo da técnica ultrafiltracdo
usando unidades Ultrafree (Millipore, USA) com centrifugacdo (Ultracentrifuge KT-20000,
Kubota, Japan) a 8,776 g por 1 h a 4°C (MORENO et al., 2014). A concentracdo de principio
ativo encapsulado foi determinada usando a técnica de espectroscopia derivativa na primeira
ordem (UV-vis-ED-120rdem) em 259,8 nm, no qual a taxa de encapsulacédo foi calculada em
relacdo ao conteudo inicial dosado nas formulacdes (Figura 3) de acordo com a equacao 1.

Equacéo 1: % de y-terpineno encapsulado = Teor total — Teor do ultrafiltrado x 100
Teor Total

FIGURA 3 — Método para obtencdo da taxa de eficiéncia de encapsulagdo
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2.5 Analises estatisticas

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.).
Os dados obtidos foram avaliados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste t-Student. Os dados foram analisados utilizando o Software GraphPadPrism (verséo 5.0)

e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, com o objetivo de contornar as limitacdes do farmaco foram

desenvolvidas varias formulages, diferenciando-se apenas na concentragdo do farmaco nas
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nanocépsulas (1; 1,5; 2; 5; 6 e 10 mg/ml). As formulagdes foram analisadas e foi selecionada
a formulacdo que pode incorporar a maior quantidade de principio ativo mantendo a
estabilidade (6mg/ml).

Ap0s 24 horas de formuladas as preparaces foram observadas quanto ao seu aspecto
fisico. Elas apresentaram um reflexo azulado tipico das nanocépsulas e ndo apresentavam
indicio de separacao de fases.

O processo de obtencdo das nanoparticulas também é um fator importante, pois pode
afetar a eficiéncia, seguranca, disponibilidade e biodistribuicdo final do nanocarreador
(FORNAGUERA et al.,, 2015). Quanto ao método de obtencdo utilizou a técnica de
nanoprecipitacdo do polimero. A técnica consiste na mistura de uma fase organica contendo
um solvente organico, 6leo (6leo de soja), surfactante lipofilico e polimeros e uma fase
aquosa (contendo surfactante hidrofilico). Apos a mistura das duas fases, o polimero precipita
na interface pela reducdo da sua solubilidade na mistura de solventes, sendo que a difusdo
mutua dos solventes fornece uma energia favoravel para a formagdo de nanogotas. Notou-se,
imediatamente, o surgimento de uma suspensdo leitosa, opalescente azulada, devido a
formacdo das nanocapsulas. Em seguida, o solvente e parte da agua sdo removido através da
evaporacédo de sob pressao reduzida e a suspenséo torna-se concentrada (FESSI et al., 1989).

As caracteristicas das nanocapsulas sdo influenciadas pela natureza e concentracao de
seus componentes.

Os tensoativos sao componentes fundamentais na preparacao das nanoparticulas para
evitar a agregacdo das particulas durante a estocagem, sendo que a combinacdo de um
tensoativo com elevado Equilibrio Hidrdfilo-lipéfilo (EHL), no caso o poloxamer, com um de
baixo EHL, como a fosfatidilcolina fornece formulagdes mais estaveis. Tensoativos
hidrofilicos ou polares possuem um valor de EHL elevado, enquanto os valores baixos
indicam caracteristicas lipofilicas ou apolares. Justificando assim a presenca do Poloxamer na
fase aquosa e a Fosfatidilcolina de soja na fase orgéanica (FALQUEIRO et al., 2012).

Os fosfolipideos como a Fosfatidilcolina possuem grande eficiéncia em manter a
estabilidade da emulsdo, pois estabilizam a fase oleosa da emulsdo 6leo/agua formada na
primeira etapa de preparacdo, reduzindo a energia de superficie na interface e, devido a
grande afinidade pela fase oleosa e aquosa, dispbe-se na interface juntamente com o
poloxamer utilizado como agente estabilizante que é capaz de proporcionar aumento na
viscosidade da fase externa aquosa aumentando a estabilidade da dispersdo coloidal
(FALQUEIRO et al., 2012). O Poloxamer revestindo a superficie das particulas de modo

uniforme prolonga a cadeia de polimero para meio circundante fornecendo assim, um
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impedimento estérico entre as particulas, evitando, assim, a agregacdo das particulas
(KITTITHEERANUN et al., 2015).

O polimero utilizado, PLGA, requer um menor tempo para sua completa degradacao,
implicando menor probabilidade de reacdes adversas, geradas muitas vezes pelos fragmentos
cristalinos liberados por polimeros, cujo tempo de degradacdo seja excessivamente longo. 1sso
ocorre, pois, sua cadeia polimérica existe o acido glicdlico, que possui um impedimento
menor, comparado a outros polimeros, ao ataque das moléculas de H,O (MOTA; DUEK,
2006). Os copolimeros de PLGA (polimero escolhido para a formulacdo) tém sido
intensamente aplicados como sistemas de entrega potencial devido as suas caracteristicas
desejaveis, como um bom comportamento mecéanico, ndo-toxicidade e degradacdo controlada
(OTHMAN; VLADISAVLJEVIC; NAGY, 2015).

Para a escolha do 6leo utilizado deve ser levada em consideracao, tais como auséncia
de toxicidade, elevada estabilidade fisico-quimica, incapacidade de solubilizar o polimero e
alta afinidade pelo farmaco (BOUCHEMAL et al., 2004). O dleo selecionado devera ser um
solvente adequado para o principio ativo, de modo a prevenir a sua difusdo e cristalizacdo na
fase externa aquosa, durante a preparacdo das nanocapsulas (FU et al., 2010). Os principios
ativos hidrossoluveis sofrem difusdo para a fase aquosa, originando nanocéapsulas com
eficiéncia de encapsulagdo muito reduzidas. Quanto maior for a quantidade de principio ativo
dissolvida na solugdo oleosa, maior serd a capacidade de carga das nanocépsulas (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012b) . O y-terpineno consiste em um liquido oleoso e foi
solubilizado no éleo de soja.

A acetona é o solvente organico normalmente utilizado, devido as suas propriedades
solubilizantes e ao fato de ser facilmente removida de solugcdes saturadas de eletrolitos
(SOUTO et al., 2012b).

A fim de verificar sinais visiveis de instabilidade nas formulagdes, amostras das
preparacfes foram observadas em microscopio optico (objetivas de 10 e 40x) e néo
apresentaram gotas de lipidios ou precipitacdo de polimero e principio ativo, com excecédo da
formulacdo com maior quantidade de principio ativo. Considerando que nanocéapsulas de
nacleo lipidico podem apresentar uma tendéncia para a sedimentacdo, cremacdo, floculagdo
ou coalescéncia, 0 acompanhamento da estabilidade fisica € um pardmetro importante que
deve ser analisada (CORADINI et al., 2014) e 0 monitoramento mesmo que por microscopia
oOptica revela o perfil de estabilidade por observacdo dos pardmetros citados. Segue na tabela
1, os parametros de caracteriza¢do das nanocapsulas selecionadas para estudo.



70

TABELA 1: Caracteristicas das nanoparticulas formuladas.

Paréametro NC-GT 6mg/ml NC-Vazia
TP 173,43 £4,5 nm 137,43 £1,01 nm
PDI 0,197 £ 0,03 nm 0,220 £ 0,02 nm
pH 7,6 £0,01 6,81 + 0,02
Potencial Zeta - 16, 33 mV -9,07 mV

LEGENDA: NC: nanocapsula; TP: Tamanho de Particula (nm), PDI: Indice de Polidispersio (nm), pH:
Potencial de Hidrogénio,.
FONTE: AUTOR

O tamanho e a polidispersdo de nanoparticulas lipidicas podem ser afetados por
diversos parametros como: a constituicdo da formulacéo (tipo de lipidio, tipo de ativo, tipo de
surfactante, entre outros), o0 método e as condi¢des de preparo (temperatura, agitacdo, pressao,
entre outros) e armazenamento (MARCATO, 2008).

A técnica que visualiza o tamanho das particulas e o indice de polidispersdo baseia-se
na determinacdo das flutuac@es na intensidade da luz espalhada pelas particulas, em funcéo do
tempo. Essa técnica permite a determinacdo da distribuicdo do didmetro das particulas e ndo
apenas um valor médio de diametro. Além do didmetro médio das nanoestruturas, fornece
através de calculo, o indice de polidispersdo (PDI) das formulaces. O PDI é utilizado para
determinar a distribuicdo de tamanho das particulas nas amostras. Formulacdes com valores
de PDI menores ou iguais a 0,3 apresentam-se monodispersas, ou seja, uniformes
(FALQUEIRO et al., 2012).

Através da determinacdo do tamanho das nanoestruturas é possivel acompanhar a
estabilidade das formulacdes e a tendéncia das particulas presentes na suspensao coloidal de
se agregarem e de sedimentarem. E uma importante determinacdo, uma vez que o tamanho
das particulas representa um aspecto essencial na sua biodistribuicdo e depuracdo sanguinea,
visto que particulas acima de 300 nm sdo mais facilmente reconhecidas pelo sistema
fagocitario mononuclear e retirada mais brevemente de circulacdo (OWENS; PEPPAS, 2006).

As formulagdes obtidas tiveram um excelente tamanho de particula com pequeno PDI
(Tabela 1): 173,43 £4,5 para NC-GT 6mg/ml e 137,43+1,01 para a NC-vazia, apontando uma
formulacdo com caracteristicas que podem ser utilizadas para uma administracdo intravenosa.
A presenca do surfactante (Poloxamer) tem levado a particulas menores, com um PDI
satisfatorio e isto pode ser atribuido ao fato de que o surfactante garante um bom processo de
emulsificacdo e, por conseguinte, leva a formacdo de particulas menores com uma
distribuicdo de tamanho uniforme (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).
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Alguns trabalhos encontrados na literatura, BARRETO, 2012; SAGAVE et al., 2015;
SOUZA et al., 2015, apresentaram tamanhos de particulas semelhantes ao encontrado nesse
estudo, em condicBes semelhantes, com o mesmo método de obtengdo com um 0leo essencial
ou farmacos oleosos.

Ao mencionar que a concentracdo do principio ativo encapsulada pode alterar
significamente tamanho das particulas, foi feito um estudo comparativo entre as formulacGes
previamente testadas para que apenas uma fosse selecionada. O tamanho das particulas das
NC produzidas foi significamente afetado pela concentragdo do y-terpineno, comprovada pelo
teste ANOVA one-way (p <0,05). Quando se utiliza o teste de T-Student a NC-vazia é
significamente diferente de todos os grupos. Ao comparar pelo mesmo teste a formulagéo
selecionada para estudos (6mg/ml) com as demais formulacdes apenas a de 10 mg/mL néo
apresentou diferenca significativa entre os tamanhos das particulas (Grafico 1). Acredita-se
que houve uma saturacdo da NC, no qual a NC-10 mg/ml ndo foi capaz de incorporar todo
6leo utilizado para preparacdo da formulagdo surgindo goticulas do farmaco em suspenséo.

Quanto ao PDI todas as formulacdes apresentaram-se monodispersas.

GRAFICO 1 - Variacdo do tamanho de particula em nanocapsulas de diferentes
concentragdes do y-terpineno. Os valores sdo expressos por média + EPM analisadas por
One-way ANOVA seguida de Teste t de Student pareado p<0,05 para todos 0s grupos.
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LEGENDA: NC: Nanocépsula, NC-GT: Nanocapsula y-terpineno . a - N&o ha diferenca significativa em relacéo
a NC-6mg/ml ( p<0,05). b - Ha diferenca significativa em relacdo a NC-6mg/ml.

Para avaliar a influéncia do farmaco na superficie das particulas realiza-se o potencial

zeta. A intensidade da carga pode ser determinada pela medida da mobilidade eletroforética
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das particulas em um campo elétrico aplicado gerado pelas mudancas dos grupos funcionais
ou da adsor¢éo de substancias idnicas no meio de dispersdo. A determinacdo do potencial zeta
pode ser uma maneira efetiva de controlar o comportamento das particulas, ja que indica uma
mudanca na superficie das particulas e a forca de repulsdo entre as particulas. Quando o
potencial zeta é inferior a +30mV e superior a - 30mV, a atracdo excede a repulsdo e a
dispersdo tem mais chances de flocular, portanto, nanoparticulas com potencial zeta de
aproximadamente +30mV sdo mais estaveis em suspensdo (SILVA; CERQUEIRA;
VICENTE, 2012).

A carga do potencial pode ser positiva ou negativa, dependendo do polimero e do
material utilizado para modificagdo da sua superficie. Influenciam fortemente no potencial os
fosfolipideos, os poloxameres e os polimeros, visto que, estdo envolvidos no envoltério
adsorvidos a ele. Os fosfolipideos e polimeros sdo responsaveis por conferir carga negativa e
os poloxamer um surfactante n&o-ionico tende a reduzir, em valor absoluto, o potencial
(SOUTO et al., 2012Db).

GRAFICO 2 — Influéncia do y-terpineno e do tempo sobre o Potencial Zeta. Os valores s3o
expressos por média £ EPM analisadas por One-way ANOVA seguida de Teste t de Student

pareado p<0,05 para todos 0s grupos.
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Bl NC-Vazia apos 24h

B8 NC-6mg/ml apoés 24h
B3 NC-Vazia apos 30 dias
@ NC-6mg/ml apo6s 30 dias

Potencial Zeta (mV)

LEGENDA: NC: Nanocépsula, NC-GT: Nanocapsula y-terpineno.

De acordo com os resultados do potencial Zeta ha diferenca estatistica quando se
compara a formulagdes NC-vazia e a NC-GT 6 mg/mL, mostrando que o y-terpineno exerce
influéncia sobre o potencial. Assim como ha diferenca estatistica entre os resultados de 24
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horas e 30 dias ap6s a manipulacdo, percebe-se a queda em modulo do potencial zeta,
refletindo na queda da estabilidade e separacdo de fases pela coalescéncia das goticulas da
emulsdo, ocasionada pela queda da repulsdo entra as particulas. A adsorcdo de moléculas
ativas as superficies das nanoparticulas, a presenca de tensoativos adsorvidos, estabilidade
quimica do polimero utilizado na sua obtencdo dentre outros podem influenciar na
estabilidade das emulsdes (FALQUEIRO et al., 2012).

O monitoramento do pH das formulacdes em funcdo do tempo pode indicar a
degradacdo do polimero, que pode ser atribuida tanto a ionizacdo de grupos carboxilicos
presentes no polimero, quanto a hidrélise de algum componente da formulagdo. Em relacéo ao
pH houve diferenca significativa entre as formulagfes NC-vazia e a NC-GT 6mg/ml.
Mostrando que o farmaco na formulacéo exerce influéncia sobre o pH.. Também ha diferenca

significativa na variacdo do pH ap6s 30 dias da obtencdo da formulacéo (Gréafico 3).

GRAFICO 3 — Influéncia do y-terpineno e do tempo sobre o pH sobre a NC-vazia e a NC-GT
émg/ml. Os valores sdo expressos por média £ EPM analisadas por One-way ANOVA

seguida de Teste t de Student pareado p<0,05 para todos 0s grupos.
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LEGENDA: NC: Nanocépsula, NC-GT: Nanocapsula y-terpineno

N&o houve variagdo significativa na formulacdo selecionada de caracterizacdo de
tamanho de particula nem no PDI ao analisar pelo teste ANOVA one-way 0s resultados.
Dessa forma a populacdo de nanoparticulas manteve-se monodispersa (PDI < 0,3). Nao houve

também variacdo de pH nesse intervalo de tempo.
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Ao final dos 30 dias em que a formulacdo de NC-GT 6 mg/mL foi acompanhada,
observou-se que a formulacdo apresentava separagdo de fases gerada pela perda de
estabilidade, provavelmente decorrente da diminuicdo do potencial Zeta e variacéo do pH.

Os problemas com a estabilidade das suspensdes foram solucionados com a
liofilizacdo das formulagdes, que passaram a ser armazenadas na forma de po e ressuspensos
com tampdo fosfato pH 7,4 somente no momento da administracdo. A liofilizagdo é utilizada
para a desidratacdo de sistemas coloidais, consiste, empregando-se um crioprotetor, um
carboidrato, no caso a trealose na concentracdo de 10% no total da formulacéo, a fim de evitar
a agregacao das particulas durante o congelamento das suspensdes.

Para provar que houve a formacdo dos nanossistemas com farmaco incorporado foi
preciso procurar técnicas que possam avaliar de forma quali/quantitavamente a presenca do
destes sistemas nano em suspensdo. O pico maximo de absor¢do do y-terpineno sofre
interferéncia de outros compostos presentes na nanocapsula, devido a composi¢do quimica
das nanocéapsulas, formadas por lipideos, como o 6leo de soja e a fosfatidilcolina de soja,
conforme o Grafico 4. A sobreposicdo das bandas de transicdo eletrdnica da
espectrofotometria convencional na regido do ultravioleta reduz de forma significativa o uso
desta ferramenta na andlise de associacdo de farmacos sem a prévia separacdo dos
constituintes. Portanto, impossibilitou sua quantificacdo pela espectroscopia Uv-vis por
ordem zero. Uma alternativa para contornar o problema da sobreposicdo de espectros é a
espectrofotometria derivada (ED). E um método que ndo requer a separacdo prévia dos
componentes, é acessivel a maioria dos laboratérios e € menos dispendiosa se comparada ao
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (DONATO et al., 2010).

Na sobreposicdo de espectros de derivadas dos componentes de uma mistura,
puderam-se individualizar melhor os constituintes e até eliminar a interferéncia entre
excipientes e principios ativos. Com as varreduras abaixo pode perceber-se que a NC-vazia
interfere na absor¢ao do y-terpineno, conforme sinalizado no Gréafico 4, necessitando de uma
metodologia que possibilite a quantificacdo do composto, sem prévia separacdo da
formulacdo (PASCHOAL et al., 2003).
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GRAFICO 4- Varreduras em espectrofotdmetro Uv-vis do y-terpineno, NC-vazia e NC-GT
6mg/mL.
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A espectrofotometria derivada consiste na transformacdo do espectro normal por
derivacdo. Os espectros derivados sdo obtidos utilizando apenas as informacdes contidas no
espectro classico ou de ordem zero. A técnica individualiza os constituintes pelo aumento do
namero de bandas de absorcdo, permitindo a eliminacdo de bandas largas e melhorando a
detectabilidade das pequenas caracteristicas espectrais (DONATO et al., 2010).

Existem diversas técnicas ou métodos de derivadas, entretanto a técnica do ponto de
anulacdo ou zero crossing € a técnica mais utilizada para a quantificacdo de misturas binarias
de farmacos com sobreposicao de espectros. Essa técnica mede o valor absoluto da amplitude
de absor¢do de um componente da mistura no comprimento de onda do ponto de anulagdo do
outro componente, diminuindo o erro sistematico quando comparado & determinagéo gréfica.
Nessa técnica o ponto de anulacdo a leitura da amplitude do analito é efetuada no
comprimento de onda em que os interferentes apresentam absorbancia zero ou néo
significativa. Apresenta como desvantagem a necessidade de efetuar a leitura da absorbancia
em comprimentos de onda, muitas vezes criticos, causando consideravel perda da
sensibilidade e precisio do método. E a técnica de escolha, salvo quando houver perda de
sensibilidade ou exatidao nos resultados (EL-SAYED; EL-SALEM, 2005). Esse foi 0 método

escolhido no estudo.
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A primeira derivada é a razdo entre a variacao da absorvancia (dA) versus variagao do
comprimento de onda (dA). Assim, plotando-se dA/dA versus A obtém-se 0 espectro de
absorcéo de primeira derivada onde a anulacdo ocorre no ponto referente ao comprimento de
onda méaximo do espectro de absorcéo de ordem zero (Gréafico 5). E negativo onde a absorgéo

decresce e positivo onde a absor¢do aumenta (DONATO et al., 2010).

GRAFICO 5 — Espectroscopia Derivada mostrando o Ponto de anulagio (Zero-crossing)
escolhido (259,8nm).
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Os espectros da varredura na ordem zero do y-terpineno foram analisados na primeira
derivada pelo método zero-crossing no qual verifica nos pontos de anulacéo da interferéncia
(indicado pela seta), o comprimento de onda escolhido foi 259,8nm, foram utilizadas

concentragdes crescentes, conforme Grafico 6, a fim de obter-se a curva de calibrag&o.
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GRAFICO 6 - Espectro de varredura do y-terpineno em concentragdes na 1° derivada (y =
259,8nm)
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A curva de calibragdo corresponde ao modelo matematico que estabelece uma relacao
entre a resposta instrumental (area/altura da banda cromatografica) e a concentracdo do
analito. E necesséario elaborar uma curva de calibracio para cada analito que se deseja
analisar. Para selecionar uma curva de calibracdo esta deve possuir um coeficiente de
correlacdo minimo de (r) 0,99 (BRASIL, 2003). Neste estudo, essa solicitacdo foi cumprida,

conforme grafico 7.

GRAFICO 7- Curva analitica do y-terpineno (259,8 nm) na 12 Derivada.
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A eficiéncia de encapsulagdo € um importante pardmetro a ser avaliado durante a
caracterizagdo das nanocapsulas, uma alta taxa de encapsulacdo é altamente desejavel, ja que
garante que o principio ativo estara protegido no interior da nanoparticula e disponivel para
atingir o local de acdo desejado. O tamanho reduzido das nanoparticulas dificulta a
determinacdo da quantidade de fArmaco complexada a elas, uma vez que dificulta a separacéo
da fracdo de farmaco livre da fracdo associada. Uma técnica de separacao bastante utilizada é
a ultracentrifugacdo, na qual a concentracdo de farmaco livre, presente na suspensao, €
determinada no sobrenadante, apds a centrifugacdo. A concentragdo total de farmaco, por sua
vez, é geralmente determinada pela completa dissolucdo das nanoparticulas em um solvente
adequado. Por conseguinte, a concentragdo de farmaco associada as nanoestruturas é
calculada pela diferenca entre as concentracdes de farmaco total e livre (MORENO et al.,
2014; SANTOS-MAGALHAES et al., 2000).

Para avaliar a recuperacéo e eficiéncia do método utiliza-se a comparacdo entre a
concentracdo teodrica para o analito adicionado na amostra representando 100% com a
resposta obtida para o analito em amostras preparadas em solvente (concentracdo pratica). De
acordo com a Resolucdo 899/2003 da ANVISA existem limites porcentuais do teor do analito
que devem estar contidos no intervalo de linearidade para alguns métodos analiticos, na
determinacdo quantitativa do analito em matérias-primas ou em formas farmacéuticas é de
80% a 120% da concentracdo tedrica do teste (BRASIL, 2003). Dessa forma, o resultado do
teor obtido de 109%z0,0 na formulacdo teste NC-GT 6mg/ml esta dentro da faixa
estabelecida pela resolucgéo.

No presente trabalho a eficiéncia de encapsulagdo foi calculada através da técnica de
ultrafiltracdo/ultracentrifugacéo, de acordo com a equacdo 1. A eficiéncia de encapsulacao
encontrada foi de 97,5%+0,0001 o que indica uma excelente capacidade do sistema em
incorporar o y-terpineno.

Quando se utiliza a técnica de precipitacdo do polimero pre-formado sdo obtidas
nanocapsulas com alta capacidade de encapsulacdo de farmacos lipofilicos de um modo
efetivo e reprodutivel, devido a sua cavidade central oleosa. A incorporacdo de farmacos
lipofilicos em nanocéapsulas tem demonstrado ser altamente dependente do grau de lipofilia do
farmaco e de sua afinidade pelo 6leo (no caso, 6leo de soja) empregado na preparacdo das
nanocapsulas, além do pH do meio (CAUCHETIER et al., 2003) . O resultado de eficiéncia
de encapsulacdo da formulacgdo obtida tornar-se expressivo quando comparado, por exemplo,
com o resultado do estudo que obteve nanocapsulas do éleo essencial de Zanthoxylum
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rhoifolium pelo método de nanoprecipitacdo, no qual obteve uma eficiéncia de encapsulagdo
de 96%; (CHRISTOFOLI et al., 2015).

4 CONCLUSAO

A formulacdo apresentada neste estudo demonstrou ter caracteristicas favoraveis
como: tamanho de particula, carga de superficie, elevado teor e eficiéncia de incorporagdo do
y-terpineno em nanossistemas polimeéricos do tipo nanocépsulas. Dessa forma, estes
nanossistemas apresentaram resultados promissores com perspectivas para a realizacdo dos
testes in vivo para verificar a influéncia do monoterpeno nanoencapsulado sobre modelos

experimentais de sistema cardiovascular.
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RESUMO

A hipertensdo arterial sisttmica é uma doenca multifatorial caracterizada pelos niveis altos
sustentados da pressao arterial. Atualmente varios componentes de 6leos essenciais, como 0s
monoterpenos, sao estudados por suas atividades no sistema cardiovascular. O y-terpineno
(GT) (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4) € um monoterpeno presente em diversos 6leos
essenciais, como, Thymus vulgaris, Protium icicariba, Citrus deliciosa, Origanum onites.,
entre outras. Apresenta atividade antioxidante e anti-inflamatdria descrita na literatura,
entretanto por ser muito lipofilico e instavel hd uma limitacdo na sua aplicacdo terapéutica.
Desta forma, em um primeiro momento foi obtida uma formulagdo nanoencapsulada do y-
terpineno (NC-GT) com o objetivo de avaliar a atividade sobre o sistema cardiovascular em
ratos normotensos ndo anestesiados. Para tanto, a atividade hipotensora foi investigada atraves
da medida direta da pressdo sanguinea em ratos Wistar (230 £ 30 g) apds administracdo
intravenosa de Nitroprussiato de sodio (NPS), NC-vazia, GT e NC-GT (1,5, 3 e 4,5 mg/kg
para os dois Ultimos). Observou-se que o GT ndao mostrou acdo hipotensora doses
administradas (-0,88+1,9; -0,29+4,1; -2,35 1,2, mmHg, respectivamente), a NC-GT
promoveu um efeito hipotensor nas trés doses (-13,72+2,7; -20,54+2,37; -29,89+3,2 mmHg,
respectivamente) e o controle positivo NPS (-29,23+9,1). N&o houve alteracdo na frequéncia
cardiaca apds administracdo do GT (4,9+3; 7,9+3,1; 5,11 +1,2, respectivamente), a NC-GT
promoveu uma elevacdo da frequéncia cardiaca apenas na maior dose testada (-9,3%2,5; -
13,81+3,1; -18,5+2,2 mmHg, respectivamente), enquanto que o NPS promoveu uma
taquicardia (34,85+11). A nanocapsula polimérica foi determinante para que o y-terpineno
chegasse ao sitio de acdo, mostrando ser um nanocarreador vantajoso e promissor. Portanto a
NC-GT apresenta potencial farmacoldgico para aplicacdo no tratamento da hipertensdo

arterial.

Palavras-chaves: Nanocapsulas; Cardiovascular; y-terpineno; hipotensao.
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1 INTRODUCAO

A hipertenséo arterial sisttmica € uma doenca multifatorial caracterizada pelos niveis
altos sustentados da pressao arterial, associada a varias alteracdes funcionais dos 6rgdos com
aumentado risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (ALWAN, 2011). E uma das
principais causas da diminuigdo da qualidade de vida e da esperanca de vida e leva a altos
custos socioecondmicos, afetando diretamente os individuos, as familias, o sistema de salde e
a economia (MALTA et al., 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 25% da populagédo
mundial tem pressdo arterial elevada, e preveem crescimento de 60% no numero de casos
desta doenca em 2025. No Brasil, as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 30% das
mortes com causas conhecidas, assim como a maior causa de internacdo no Sistema Unico de
Saude (SUS) (MALTA etal., 2016).

Atualmente ha varios farmacos no mercado para controle da hipertensdo arterial de
diferentes mecanismos de agdo como: betabloqueadores, inibidores da Enzima Conversora de
Angiotensina, bloqueadores dos canais de Ca®*, antagonistas dos receptores de Angiotensina
I1, entretanto estas classes de medicamentos possuem significativos efeitos colaterais, como
depressdo do sistema nervoso central (betabloqueador), hipertensdo de rebote em caso de
retirada abrupta do medicamento (agonista a-adrenérgico), dentre outras que podem levar
abandono do tratamento e ate o aumento dos custos com despesas hospitalares (FRAGA,
2013), por isso, é frequentemente alvo nos estudos de desenvolvimento de novos farmacos,
nos quais sdo utilizados modelos experimentais em animais que apresentam alteracfes
fisioldgicas semelhantes aquelas encontradas em humanos.

H& um grande interesse na pesquisa de novos produtos bioativos para encontrar
alternativas ao tratamento de hipertensdo. Estudos experimentais e clinicos indicam que
produtos naturais possuem um importante papel no desenvolvimento de novos farmacos e
sugerem que metabdlitos secundarios obtidos de plantas apresentam um desempenho em
melhorar a fungdo dos vasos sanguineos e, portanto, proteger o sistema vascular (RIBEIRO,
THAIS PORTO, 2012).

Sobre os efeitos farmacoldgicos apresentados pelos terpenos destacam-se as atividades
sobre sistema cardiovascular. Varios estudos relatam o potencial de terpenos em ensaios
farmacoldgicos no qual agem na diminui¢do da frequéncia cardiaca, como vasorelaxante e
atividade hipotensiva (BARCELOS et al., 2010; BASTOS et al., 2010; PEIXOTO-NEVES
etal., 2010; RIBEIRO, THAIS PORTO, 2012).
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O y-terpineno (GT) é um monoterpeno que mostrou ser um farmaco promissor
analgésico, tendo em considera¢do a combinacdo de eficicia e seguranca, apds apresentar
atividade antinoceptiva pronunciada quando avaliada em modelos de nocicepcdo induzida
quimicamente em ratos (PASSOS et al., 2015). Existem registros que o y-terpineno apresenta
atividade antimicrobiana e citotoxica (GEDARA, 2008; PIARU et al., 2012) e uma
importante atividade antioxidante de lipoproteinas de baixa densidade (CHOI et al., 2000).
Mostrou nos testes de toxicidade aguda uma DL50 em ratos de 3,65 g/kg (PASSOS et al.,
2015). Demonstrando ser um composto natural seguro.

Apesar de demonstrar boas atividades farmacoldgicas, a aplicagdo do y-terpineno livre
apresenta algumas limitacBes, como a baixa solubilidade em &gua, baixa estabilidade,
volatilidade e facil degradacdo (WU; LUO; WANG, 2012). Esses fatos justificam a busca por
técnicas que protejam a substancia ativa. A agregacdo de tecnologias como a nanotecnologia,
pode constituir uma alternativa viavel para minimizar essas caracteristicas desfavoraveis dos
terpenos visando seu emprego terapéutico.

O grupo de estudo realizou estudos in vivo avaliando a atividade do y-terpineno por
via oral no qual apresentou uma insignificante atividade. Desta forma, em um primeiro
momento o grupo de estudo obteve uma formulagdo nanoencapsulada do y-terpineno (NC-
GT) com o objetivo de avaliar a atividade do nanoencapsulado sobre a pressdo arterial e

frequéncia cardiaca em ratos.

2 MATERIAIS E METODOS

O y-terpineno (1-metil-4-isopropilciclohexadieno-1,4) 97%, Poloxamer 407, Trealose
e Oleo de soja foram obtidos da Sigma-Aldrich®, Copolimero de &cido lactico e glicdlico
(PLGA) da Lactel ®, Fosfatidilcolina de soja (PC de soja) (Epikuron® 200), acetona e
metanol (Merck®), Tampéo PBS pH 7,4.

2.1 Preparacgdo das Nanocapsulas

As nanocépsulas foram preparadas pelo método de deposicédo interfacial de polimero
pré-formado (FESSI et al., 1989). Uma mistura organica constituida pelo polimero PLGA,
fosfatidilcolina de soja, 6leo de soja e y-terpineno na concentracdo de 6 mg/mL, todos
solubilizados em acetona, foi introduzida lentamente na fase aquosa constituida de tampé&o
fosfato pH 7,4 e poloxamer sob agitacdo moderada. A suspensdo foi rotaevaporada para
eliminacdo dos solventes e obtengdo do volume de 10 mL. Nanocépsulas vazias, para serem

usadas como controle negativo, foram preparadas seguindo o mesmo método, sem a
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incorporacdo da substéncia ativa. Apds a obtencdo, as formulagbes passaram por testes de
caracterizagdo que consistem em: avaliacdo do tamanho de particula, indice de polidisperséo,

pH, potencial zeta, teor e taxa de encapsulacao.

2.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, com aproximadamente 3 meses de vida, pesando 230 +
30 g. Os animais foram mantidos em gaiolas e separados por grupo experimental, cada grupo
composto por cinco animais. A temperatura ambiente do biotério (Bioterio Setorial do NPPM
/ UFPI) foi mantida entre 22 e 24 °C, com luz controlada em ciclo de claro-escuro de 12 em
12 horas. Agua e comida foram administradas ad libitum. Este estudo transcorreu sob a
orientacdo da médica veterinario Profa. Jamylla Mirck Guerra de Oliveira (CRMV-PI 1048) e
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da Universidade
Federal do Piaui sob o parecer 069/14.
2.3 Eutanésia dos animais

A eutanasia dos animais apds a realizacdo dos protocolos experimentais, transcorreu
conforme o exigido pela Resolucdo n° 1000, de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria — CFMV, a qual dispde sobre procedimentos e métodos de eutanasia em
animais e d& outras providéncias. Para a eutandsia, foi administrado sobre dose de 75 mg/kg
Tiopental Sédico por via intraperitoneal.

2.4 Efeito hipotensor das nanocapsulas contendo y-terpineno (NC-GT)

Medida da pressao arterial média apds administracéo intravenosa da NC-GT

Apos anestesia com cetamina e xilazina (50 mg/kg e 30 mg/kg i.p, respectivamente),
realizou-se canulagéo das artéria e veia femurais utilizando cateteres de polietileno, sendo um
segmento de PE-10 (4 cm - diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente),
soldado a um segmento de PE-50 (20 cm -diametro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm,
respectivamente), em seguida a insercdo e fixacdo, os catéteres foram encapsulados por
via subcutanea e exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical posterior do animal
(scapulae) e foram mantidos com solucdo salina heparinizada (100 U/mL) imediatamente
apos a colocacdo e antes do registro do sinal da PA (Figura 1) (OLIVEIRA; MEDEIROS;
MUKHERJEE, 1996). A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
medidas 24 horas ap0s recuperacdo da anestesia, conectando o catéeter arterial a um transdutor
de pressao pré-calibrado (Statham P23 ID, Gould, Cleveland, OH, EUA) e acoplado a um
sistema de aquisicdo de dados (AECAD 04H, AQCAD 2.3.9, AVS Projetos, Sao Paulo, SP,
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Brasil) (Figura 2). Para cada ciclo cardiaco, o software fornece dados de pressdo arterial

sistolica, diastdlica e média, e o intervalo de pulso (referido como frequéncia cardiaca).

FIGURA 1 - Protocolo de medida direta da pressdo arterial média e frequéncia

cardiaca em ratos ndo anestesiados.

Cetamina e
Xilasina L.
(50mgl/kg e Artéria
30mg/kg, i.p.)
—

Fonte: Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular — UFPI.

Apos estabilizagdo dos pardmetros hemodinamicos, administrou-se nitroprussiato de
sodio (10 pg/kg) por via intravenosa (i.v.), a fim de verificar-se a eficiéncia da canulacéo.

Ap0s nova estabilizacdo dos parametros hemodindmicos, foi administrado a NC-vazia,
o0 controle negativo . Apds 30 minutos o y-terpineno foi administrado por via intravenosa nas
doses de 1,5, 3,0 e 4,5 mg/kg (n = 5), com intervalos de tempo suficiente (+ 30 min) para que
0s parametros cardiovasculares retornassem aos seus valores da linha de base. A

administracdo da NC-GT seguiu a mesma metodologia (Figura 3).



89

FIGURA 2 - Aparato para registro de pressdo arterial média apds administracéo
intravenosa da NC-Vazia, GT e NC-GT em ratos normotensos nao anestesiados.

Fonte: Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular — UFPI.

FIGURA 3 — Esquema mostrando os grupos e doses utilizadas nesse estudo.

Controle NC-Vazia
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/30
( mg/kg ) \ mg/kg ) K mg/kg |

15 3,0 4,5

mg/kg | | mg/kg mg/kg
NGGT _NC-GT /' NGCGT
N N— ~—

Fonte: Autor. Legenda: NPS: Nitroprussiato de sddio, NC: nanocapsula, NC-GT: nanocapsula de y-terpineno.
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Para o registro correto dos efeitos observados sobre a PAM e FC, foram computados
os valores da linha de base e os valores imediatamente apds a administracdo das substancias.
As variaces de PAM (APAM) e FC (AFC) foram expressas como diferenca da pressdo
arterial média final (PAMT) ou frequéncia cardiaca final (FCf) menos a pressao arterial média
inicial (PAMI) ou frequéncia cardiaca inicial (FCi): APAM=PAMf-PAMi / AFC=FC{-FCi.

2.5 Analise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como MEDIA+EPM entre PAM, PAS ou FC
medidas apos e antes os tratamentos. Os dados obtidos foram avaliados por meio da anélise de
variancia (ANOVA) seguida do teste t-Student. Os dados foram analisados utilizando o
Software GraphPadPrism (versdao 5.0) e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito hipotensor da NC-GT em ratos normotensos ndo anestesiados

A procura por novas alternativas de farmacos que atuam sobre a pressdo arterial é
frequente. Um estudo revelou que o tratamento cronico com 6leo essencial de A. zerumbet foi
capaz reduzir a PAM e a hipertrofia cardiaca, no modelo de hipertensdo experimental
provavelmente pela presenca dos componentes terpinen-4-ol e 1,8-cineol, o que poderia
determinar melhoria da hemodinamica cardiovascular dos animais (BARCELOS et al., 2010)

Em outro estudo verificou-se que os efeitos cardiovasculares induzidos pelo citronelol
utilizando anéis intactos de artéria mesentérica pré-contraido de ratos. O citronelol inibiu as
contragOes induzidas pela fenilefrina 10 mM ou cafeina 20 mM. Os resultados deste estudo
sugerem que citronelol reduz a pressdo arterial por um efeito direto sobre o musculo liso
vascular levando a vasodilatagdo (BASTOS et al., 2010).

A metodologia utilizada nesse estudo foi a administragdo intravenosa de NC-Vazia,
GT e NC-GT em ratos normotensos ndo anestesiados. A utilizacdo de ratos ndo-anestesiados
se da pois, a anestesia pode influenciar nos sistemas de regulagdo da pressdo arterial,
alterando assim as respostas autondmicas (RIBEIRO, THAIS PORTO, 2012).
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FIGURA 4: Registro original mostrando o efeito do GT sobre a PA de ratos

normotensos

o GT 1,5 mg/k;
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Fonte: Autor
O registro original mostra a administragdo de doses do GT e observa-se uma discreta

resposta do GT (Figura 4) quando comparada a resposta do NPS, enquanto que a NC-GT

(Figura 5, Grafico 1) mostra uma resposta hipotensora acentuada.

FIGURA 5: Registros originais mostrando o efeito do NC-GT sobre a PA de ratos
normotensos.
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GRAFICO 1 - Efeito da administragio IV do GT ou da NC-GT sobre a Pressdo Arterial
Média (A) e Frequéncia Cardiaca (B). Os valores sdo expressos por media + EPM. Teste

t de Student pareado p<0,05 para todos 0s grupos.

A) B)
GT - (mghkg) i
? NC-GT (mgkg) 50 b.c,d
NCVaia (15 30 45| |
- gkg = 404
1,5 30 45 o
+ ! ! ! I
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b £
el 2 20
l:l: q L)
.II. 10- ab.cd
v N(C') (+) |15 30 as5] |L5 30 45|
= En'f;icg) GT - (mgke) NC-GT - (mgke)

Fonte: Autor
Legenda: IV: intravenosa; NC: nanocapsula; NPS: nitroprussiato de sodio; GT: y-terpineno;

NC-GT: nanocépsula de y-terpineno. a) Quando comparado com o grupo tratado com NPS; b)
Quando comparado com o grupo tratado com NC-GT 1,5mg/kg; ¢) quando comparado com o
grupo tratado NC-GT 3 mg/kg; d) Quando comparado com o grupo tratado NC-GT 4,5
mg/Kkg.

A PAM basal consistia em 108,85 mmHg, apds administracdo do controle negativo
NC-Vazia houve uma discreta variacdo da PAM -0,86+0,4mmHg. J&, o GT nas doses
estabelecidas reduziu a PAM para: -0,88+1,9; -0,29+4,1; -2,35 1.2 mmHg,
respectivamente. Enquanto que ap6s a administragdo da NC-GT a redugdo de -13,72+2,7; -
20,54+2,37 e -29,89+3,2 mmHg, respectivamente. O controle positivo Nitroprussiato de
sodio reduziu -29,23+9,1 mmHg. N&o houve alteracdo na frequéncia cardiaca apos
administracdo da NC-vazia (3,1 %1,3), também n&do houve apds administrar GT (4,9£3;
7,943,1; 5,11 +1,2 respectivamente) e a NC-GT promoveu uma elevagdo da frequéncia
apenas na maior dose testada (-9,3+2,5; -13,81+3,1; -18,5+2,2 mmHg, respectivamente) com
0 NPS houve uma taquicardia (34,85+11).

Ao analisar o grafico da APAM (Graficol-a) nota-se que quando se trata da NC-vazia

esta ndo é diferente significativamente das doses de GT. Enquanto que ha diferenca
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significativa da NC-Vazia com o NPS e as doses da NC-GT. Isto é, o GT livre administrado
por via IV (1,5 mg/kg, 3 mg/kg e 4,5mg/kg) ndo apresentou atividade sobre a pressao arterial
média dos animais, assim como as nanocapsulas vazias utilizadas como controle positivo.
Enquanto que o NPS e as doses de NC-GT demonstraram alguma atividade sobre a pressao
arterial.

N&o hé diferenca significativa entre as doses NC-GT 3mg/kg e 4,5mg/kg. Também
ndo héa diferenca significativa entre o grupo controle NPS e as NC-GT 3 mg/kg e 4,5 mg/kg.
Fato que demonstra a boa resposta das formas encapsuladas do monoterpeno, demonstrando
que elas sdo responsaveis por proteger o y-terpineno e responsaveis diretos pela atividade do
y-terpineno sobre a pressdo média arterial dos animais.

Ao analisar o grafico da ABpm (Gréficol-b), observa-se que a NC-vazia sO é
significativamente diferente do NPS e NC-GT 4,5mg/kg. Quanto aos grupos de doses de GT
sdo diferentes significativamente apenas da formulacdo NC-GT 4,5 mg/kg. Esses resultados
demonstraram que a substancia livre ndo tem acao sobre a frequéncia cardiaca dos animais e
na encapsulacdo do GT o aumento da frequéncia cardiaca é dependente da dose. Essa
taquicardia reflexa observada ao administrar por via iv as doses de NC-GT € observada em
menor intensidade que quando comparada ao NPS. Uma vantagem para a formulacéo
encapsulada, pois apresenta atividade sobre a pressao arterial média sem causar taquicardia.

O NPS ¢ significativamente diferente de todos os grupos, quando se refere ao Grafico
1-b. Este foi escolhido como controle positivo, uma vez que o nitroprussiato de sodio € um
vasodilatador de acdo imediata e curta duracdo, cuja molécula ao interagir com grupos
sulfidrila das hemacias e da parede vascular, libera ions cianetos e grupo 6xido nitrico, agindo
este Ultimo como vasodilatador direto, provocando hipotensdo e taquicardia reflexa, assim
pode-se verificar imediatamente o sucesso da canulacdo (CASTRO et al., 2011).

A encapsulacdo dos Oleos essenciais em matrizes poliméricas visa melhorar a
bionisponibilidade, melhorando a solubilidade no meio. Sabe-se que uma vantagem destes
sistemas poliméricos para liberacdo controlada de farmacos consiste no fato de que, no
processo de complexacdo farmaco-polimero, o farmaco preserva sua atividade farmacologica.
Assim sendo, a parte ativa da molécula ndo é alterada quimicamente. Portanto, o uso destes
carreadores como injetaveis coloidais proporciona uma liberacéo sitio especifica, aumentando
a penetracéo intracelular e protegendo o farmaco da degradacéo.

No estudo, parte-se de uma molécula que na forma livre quando administrada por via
IV ndo apresenta atividade sobre o sistema cardiovascular e quando é complexada na

nanocapsula e administrada nas mesmas condi¢fes apresenta uma excelente atividade. Esse
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comportamento pode ser explicado pelas caracteristicas fisico quimicas do y-terpineno, por
ser altamente lipofilico tem dificuldade de solubilizar-se nos fluidos corpoéreos e tem sua
absorcéo prejudicada, alem do composto ser fotossensivel podendo ser facilmente degradado.

Outro fato que justifica o efeito promovido pela NC-GT, pode ser explicado pelas
caracteristicas da nanocépsula. Com seu nucleo oleoso, é capaz de carrear farmacos altamente
lipofilicos, enquanto seu involucro polimérico é capaz de conferir prote¢do ao farmaco, dando
maior estabilidade por ter caracteristica hidrofilica é responsavel por melhorar a solubilidade
do composto. Além do mais, confinar o farmaco dentro de uma cavidade central e evita o
efeito de explosdo, pois o farmaco ndo esta em contato direto com tecidos, além de que o
farmaco poder ser protegido de degradacdo durante o armazenamento e apds administracdo,
conferindo maior estabilidade a preparacdo (BLOUZA et al., 2006).

Assim como o estudo realizado, outros estudos também obtiveram sucesso na
associacao de 6leos essenciais e nanotecnologia. Em um estudo utilizando o 6leo essencial de
M. Alternifélia verificou que possui baixa atividade quando livre. Porém, quando associado
aos nanocarreadores, sua atividade antimicrobiana foi potencializada, mostrando atividade
bacteriostatica frente aos isolados de R. equi (SAGAVE et al., 2015).

Outro exemplo é o 6leo essencial das folhas de C. Densiflorus, em sua forma
nanoemulsionada possui um alto potencial antibi6tico, sendo, portanto, uma possibilidade real
de aplicacdo deste produto para o tratamento de doencas ocasionadas pelas bactérias E. Coli,
P. aeruginosa e S. Aureus e pelo fungo C. albicans (SEIBERT, 2015).

Um estudo identificou que o monoterpeno a-terpineol submetido aos mesmos testes
realizados nessa pesquisa foi capaz de induz hipotenséo e taquicardia em ratos normotensos
ndo-anestesiados. E esta hipotensdo parece estar envolvida com a via L-arginina-NO-GMPc
(RIBEIRO, THAIS P et al., 2010). O Linalol é um alcool monoterpeno e constituinte de
varias plantas que foi avaliado pelos efeitos cardiovasculares induzidos em ratos normotensos,
também mostrou hipotenséo induzida associada com taquicardia, provavelmente devido a um
efeito directo sobre o musculo liso vascular que conduz a vasodilatagdo (ANJOS et al., 2013).
O monoterpeno carvacrol, também foi submetido a estudos in vivo e foi demonstrado que este
tem efeito hipotensivo seguido de bradicardia, provalemente por conta de uma vasodilatagéo
periférica que envolve, pelo menos, a inibicdo do influxo de Ca®" através de canais Cav e Trp
(DANTAS et al., 2015).

Pelos trabalhos vistos na literatura podemos verificar que os resultados encontrados
nesse estudo sdo similares aos vistos em outras publicacdes. E possivel supor os mecanismos

responsaveis pelos efeitos do y-terpineno. As perspectivas sdo: identificar os mecanismos de



95

acdo, os sistemas responsaveis pela atividade e realizar testes para avaliar a toxicidade aguda

e crnica das particulas.

4 CONCLUSAO

A administracdo de NC-GT em ratos Wistar promoveu hipotensdo pronunciada nas
doses de 1,5, 3 e 4,5 mg/Kg, via IV, o efeito hipotensor foi seguido de taquicardia. N&o
houve efeito na forma livre. Dessa forma, NC-GT apresenta potencial farmacoldgico para o
desenvolvimento de compostos naturais associados a nanotecnologia com aplicacdo no
tratamento da hipertensdo arterial. A nanocapsula polimérica foi determinante para que o y-

terpineno chegasse ao sitio de acdo, mostrando ser um nanocarreador vantajoso e promissor.
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RESUMO: As espécies reativas sdo atomos, moléculas, ou ions derivados do oxigénio e
nitrogénio, que em sua grande maioria possuem alta reatividade. O estresse oxidativo é
resultante de um desequilibrio entre a formacdo de antioxidantes e de radicais livres
produzidos pelo organismo, ocasionando danos ao DNA e proteinas, juntamente com a
peroxidacdo de lipideos. Essas mudancas podem ser responsaveis por diversas doencas
cronicas, envelhecimento precoce, etc. Os Gleos essenciais sdo constituintes volateis organicos
responsaveis pela fragrancia e podem ser obtidos em diversas partes das plantas. A atividade
antioxidante dos 0Oleos volateis tem sido bastante estudada. Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi avaliar a capacidade antioxidante in vitro do monoterpeno y-terpineno (GT) e da
sua forma encapsulada (NC-GT) via inibi¢do dos radicais: nitrito, formas reativas associadas
ao é&cido tiobarbitirico (TBARS) e 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfénico
(ABTSe+). Foram utilizadas concentra¢fes definidas do GT e NG-GT e do Trolox como
padrao antioxidante. O método ABTSe+baseou-se na reacdo direta do radical sintético com os
compostos testes. O Oxido nitrico foi produzido a partir da decomposi¢cdo espontanea de
nitroprussiato de sédio. A capacidade antioxidante por inibicdo da peroxidacdo lipidica foi
baseada no método de substéncias reativas com o acido tiobarbitarico. De acordo com o0s
resultados obtidos dos testes antioxidantes in vitro, tanto o GT livre quanto a sua forma
nanoencapsulada NC-GT foram efetivos em inibir a formagdo de radicais livres. Ambas
exibiram significativo potencial antioxidante frente a peroxidacao lipidica por TBARS, frente
ao radical nitrito e ao radical sintético ABTS. De acordo com o calculo de suas concentracfes
efetivas medianas (CEsg) é possivel observar que a forma nanotecnoldgica exibiu um maior
potencial antioxidante em relacdo a sua forma isolada, um resultado promissor no que se

refere a nanotecnologia aplicada em produtos de origem natural.

Palavras-Chave: y-terpineno; nanocapsulas; antioxidante; in vitro
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1 INTRODUCAO

No desempenho das funcGes bioldgicas relevantes, a geracao de radicais livres € um
processo continuo e fisioldgico. Nas vérias rea¢Ges bioquimicas os radicais agem como
mediadores na transferéncia de elétrons e sua producao, em proporcdes adequadas, possibilita
a geracao de energia, por meio da cadeia transportadora de elétrons. A molécula de O, além
de atuar como aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial pode originar
espécies quimicas capazes de reagir com as demais biomoléculas, principalmente proteinas e
fosfolipideos. Essas substancias originadas a partir do oxigénio sdo chamadas de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e compdem, junto das espécies reativas de nitrogénio (ERN), o
grande grupo dos radicais livres. Cerca de 95 a 98% do oxigénio consumido durante a
respiracdo celular é para a producdo de energia, o restante (2 a 5% do oxigénio metabolizado),
produz EROS. A produgdo excessiva pode conduzir a danos oxidativo prejudicando o
metabolismo intracelular (BOKHARI et al., 2013; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015;
SHAMI; MOREIRA, 2004).

O desequilibrio entre os compostos oxidantes e antioxidantes leva ao processo de
instalacdo do estresse oxidativo, pelo excesso da producéo de radicais livres ou em detrimento
da velocidade de remocdo desses. O organismo tem um mecanismo de defesa contra os
radicais e tem o objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar
a ocorréncia de danos decorrentes (BARBOSA et al., 2010). A cronicidade do estresse
oxidativo tem implicagBes relevantes sobre o processo etioldgico de numerosas enfermidades
cronicas ndo transmissiveis, como a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004)

O sistema de defesa antioxidante tem como funcdo inibir ou reduzir danos causados
pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo radicais. Esse sistema é
constituido por grande variedade de substéncias antioxidantes, que podem ter origem
enzimatica (as enzimas glutationa peroxidase (GPx), catalase e superoxido dismutase (SOD)
ou ndo enzimaticas que relaciona-se com um grupo de antioxidantes que podem ser
congregados em compostos produzidos in vivo, como € o caso da glutationa, da ubiquinona e
do acido drico ou de origem dietética (vitaminas (tocoferdis e ascorbato), carotenoides,
compostos fendlicos, quelantes e produtos sintéticos). Enquanto as enzimas impedem a
producdo de radicais livres, os antioxidantes ndo enzimaticos bloqueiam e previnem o estresse
oxidativo ao sequestrar espécies reativas (CAROCHO; FERREIRA, 2013).
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Dessa forma, os antioxidantes séo definidos como qualquer substancia que, presente
em menores concentra¢fes que as do substrato oxidavel, possam atrasar ou inibir a oxidagdo
deste de maneira eficaz. Tais substancias podem agir diretamente, neutralizando a acdo dos
radicais livres e espécies ndo radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas
enziméticos com tal capacidade (BARBOSA et al., 2010).

Os 06leos essenciais sdo constituintes volateis organicos responsaveis pela fragrancia e
podem ser obtidos em diversas partes das plantas. A atividade antioxidante dos 0leos volateis
tem sido bastante estudada (ABDEL-AZIZ et al., 2014; MORAIS et al., 2006;
MUNIYAPPAN; NAGARAJAN, 2014; PEREIRA et al., 2015; WU; LUO; WANG, 2012).
Monoterpenos e diterpenos sdo 0s principais componentes de 6leos essenciais, nas plantas
atuam protegendo contra herbivoros e nos seres humanos, exercem variados papeis na
promocdo da salde (GRASSMANN, 2005).

A nanotecnologia traz novas alternativas para o tratamento de doencas. Sistemas de
liberacdo de farmacos baseados na nanotecnologia podem proteger 0S compostos
antioxidantes da degradacdo, melhorar as suas propriedades fisico-quimicas e por sua vez a
sua biodisponibilidade (DU et al., 2014). (CARMO et al., 2015; CHRISTOFOLI et al., 2015;
NATRAJAN et al., 2015; SAGAVE et al., 2015).

O y-terpineno € um monoterpeno presente em Oleos essenciais de varias espécies,
como Thymus vulgaris (GONZALEZ et al., 2016), é conhecido por ser um antioxidante
eficiente ndo fendlico capaz de inibir a oxidacdo do LDL. Um estudo afirma que a
suplementagdo de y-terpineno em géneros alimenticios e bebidas podem desempenhar um
papel importante na prevencdo da oxidacdo do LDL, consequentemente da aterosclerose
(TAKAHASHI et al., 2003).

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade de nanocépsulas de y-terpineno
(NC-GT) comparando com a do composto livre a fim de verificar se houve melhoraria na
estabilidade dos compostos ativos e atividade antioxidante no intuito de proporcionar uma

melhor eficiéncia.

2 METODOLOGIA

2.1 Capacidade antioxidante contra a peroxidacéo lipidica (TBARS).
Para a determinacdo da capacidade antioxidante do vy-terpineno na inibicdo da
peroxidacdo lipidica, foi utilizado o método TBARS (substancias reativas com o &cido

tiobarbiturico). Preparou-se uma solugdo estoque do y-terpineno livre (GT), y-terpineno
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nanoencapsulado (NC-GT) e do padrdo antioxidante Trolox, diluidos em solucdo salina
0,9%+Tween 0,05%. Em seguida por diluicGes seriadas, foram obtidas solugdes com
concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 uM. O homogenato da gema de
ovo (1% wi/v) em 50 mM de tampéo fosfato (pH 7,4) é utilizado como substrato rico em
lipidios. A peroxidacdo lipidica foi induzida pela adi¢do de 0,1 mL de solucdo de AAPH
(dihidrocloridrato de 2,2’-azobis 2-metilpropinamida 200 mM), Acido tricloroacético (15%) e
acido tiobarbitarico (0,6%). O experimento foi realizado em triplicata e os resultados
expressos como percentagem de TBARS formadas a partir do AAPH (controle induzido)
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990; GUIMARAES et al., 2010).

FIGURA 1: Esquema representativo da avaliacdo da capacidade antioxidante do GT e
de NC-GT pelo método TBARSe.
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/ “ B Acido tiobarbiturico

a

Trolox \L
(62,5, 125,250, 500 ¢ 1000 uM)

/ g
——

Fonte:(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990)

(TBARS?)




102

2.2 Capacidade antioxidante contra o radical ABTSe (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico).

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ABTSe+, formou-se 0
cation radical ABTSe+ a partir da reacdo de 5 mL de uma solucdo 7 mM de ABTSe++ com 88
puL de uma solucdo 2,45 mM de persulfato de potassio (K»S;0s), incubada a temperatura
ambiente e na auséncia de luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solugdo de ABTSe+
foi diluida em etanol até obter uma solugdo com absorbancia de 1,00 a 734 nm. Na auséncia
de luz foi transferida uma aliquota de 200 pL de varias concentracdes do GT, NC-GT e do
padrdo antioxidante Trolox para tubos de ensaio contendo 1960 pL do radical ABTSe+. A
leitura da absorbancia a temperatura ambiente foi realizado no tempo de 6 minutos em um
espectrofotdbmetro a 734 nm e os resultados foram expressos como porcentagem de inibigdo

da absorbancia da solucdo de ABTS++ pela seguinte equacgao:
EqanaOZ % inibicﬁo dO radical ABTS’+ = (Acontrole - Amistura reaciona|) X 100 / Acontro|e,

na qual, Acontrole € @ absorbancia inicial da solugdo etanolica de ABTSe*+ e Anmistura reacional € @
absorbancia da mistura reacional contendo o radical ABTSe+ e as concentragoes dos

compostos (KUSKOSKI et al., 2005; ROGINSKY:; LISSI, 2005)

FIGURA 2 - Esquema representativo Avaliacdo da capacidade antioxidante do GT E
NC-GT pelo método ABTSe
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2.3 Capacidade antioxidante contra o radical nitrito (NO«)

Nesta avaliagdo, o Oxido nitrico foi produzido a partir da decomposicao espontanea de
nitroprussiato de sddio (NPS) em 20 mM de tampao fosfato (pH 7,4). Uma vez gerado, o
oxido nitrico interage com oxigénio para produzir ions nitrito, os quais foram medidos pela
reacdo de Griess. A mistura da reacdo (1 mL) contendo 10 mM de NPS em tampdo fosfato e
varias concentragdes do GT, NC-GT e do padréo antioxidante Trolox foram incubadas a 37°C
por 1 hora. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do reagente de
Griess. A absorbancia do cromoforo foi medida a 540 nm em um espectrofotbmetro e 0s
resultados foram expressos como percentagem de nitrito formado pelo meio reacional
(BASU; HAZRA, 2006).

FIGURA 3. Esquema representativo da avaliacdo da capacidade antioxidante do GT e
NC-GT pelo método do radical NO-
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Fonte: (BASU; HAZRA, 2006)
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3 RESULTADOS

3.1 Potencial antioxidante frente as formas reativas associadas ao acido tiobarbiturico.

As diferentes concentragfes do GT e NC-GT exibiram atividade antioxidante dose-
dependente, frente as formas reativas ao TBARS quando comparadas ao padrdo antioxidante
Trolox e em relacdo ao controle negativo. O GT nas concentra¢des de 62,5 uM, 125 uM, 250
uM, 500 uM e 1000 uM inibiu a peroxidagao lipidica (TBARS) em 19,02 + 0,51%, 31,25 +
0,92%, 43,61 + 0,51%, 52,00 + 0,82%, e 56,19 + 0,78% respectivamente. O NC-GT nas
concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 puM inibiu a peroxidacdo
lipidica em 24,98+0,16%, 37,65 + 1,22%, 45,49 + 0,97%, 55,02 + 0,35%, e 63,10 + 0,86%
respectivamente.

O Trolox, usado como padrao antioxidante, nas concentragdes de 62,5 uM, 125 puM,
250 uM, 500 uM e 1000 uM inibiu a peroxidacéo lipidica em 25,37 £ 1,45%, 40,86 + 0,44%,
43,76 £ 0,12%, 49,69 + 0,17% e 61,29 + 0,65% respectivamente. De acordo com percentuais
de inibi¢do, o y-terpineno livre e nanoencapsulado foram estatisticamente (p<0,05) tdo
efetivos quanto o Trolox em reduzir a peroxidagdo lipidica.

Os resultados mostram que o GT reduziu significativamente as porcentagens de
formas reativas associadas ao acido tiobarbitdrico e a NC-GT potencializou, sendo mais
eficiente que o padrdo Trolox uma vez que se necessita de uma menor concentragdo efetiva
para se obter 50% da atividade (mas, sem diferenca significativa entre ambos).

GRAFICO 1 - Efeitos do GT e NC-GT na reducdo da peroxidacdo lipidica em

decorréncia das formas associadas ao acido tiobarbiturico (TBARS®).
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Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢cdo in vitro, n = 5, experimentos em
triplicata. *p<0,05 concentracgfes-teste (GT e NC-GT) versus Trolox (ANOVA e Tukey multiple

comparisons como post hoc teste).

As concentragdes efetivas medianas (CEsp) obtidas foram: NC-GT; CEsp = 357,5 uM>
Trolox; CEsg=415,6 UM > GT; CEsp = 504,8uM ); pelas CEsg obtidas observa-se que a forma
NC-GT apresenta uma atividade antioxidante frente a peroxidacdo lipidica superior a sua
forma livre e ao padrdo antioxidante.

3.2 ABTS

O GT nas concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 pM inibiu o
radical ABTS, reduzindo seus niveis em 67,27 + 0,39%, 68,13 + 0,03%, 68,66 + 0,30%, 70,03
+ 0,03%, e 70,73 + 0,33% respectivamente. O NC-GT nas concentragdes de 62,5 uM, 125
uM, 250 uM, 500 uM e 1000 uM produziu a remog¢ao do radical ABTS em 73,13+0,30%,
84,03 + 0,0%, 87,09 + 0,46%, 89,69 + 0,03% e 93,91 + 1,35% respectivamente. O Trolox,
usado como padrao antioxidante, nas concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e
1000 uM inibiu o radical ABTS reduzindo seus niveis em 43,98 + 1,93%, 52,23 + 1,16%,
91,15 £ 2,32%, 95,75 £ 0,26% e 96,07 = 0,14% respectivamente.

E importante frisar que nas menores concentracdes testadas (62,5 e 125 uM) o GT e
NC-GT foram estatisticamente mais eficientes que o Trolox; também constatou que a forma
NC-GT elevou o potencial antioxidante da molécula, quando comparada com sua forma livre,
sendo estatisticamente tdo eficiente quanto o proprio padrdo Trolox em reduzir o radical
ABTS (p<0,05).

GRAFICO 2. Efeitos do y-terpineno (G) livre e nanoencapsulado (NG) na reducgdo do
radical ABTSe.
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Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibicdo in vitro, n = 5, experimentos em triplicata.
#p<0,05 concentragdes-teste (GT e NC-GT) versus Trolox (ANOVA e Tukey multiple comparisons como post
hoc teste) e °p<0,05 GT livre versusy- NC-GT

Comparando os valores de CEs observa-se que o potencial antioxidante do GT e NC-
GT frente a este radical é alto, quando comparado ao Trolox (NC-GT, CEsp = 106,9 uM >
Trolox, CEsp = 186,9 uM > GT; CEsy = 269 uM). E valido ressaltar que ha uma diferenca
entre as CEsp do GT, onde a nanoencapsulacdo deste monoterpeno aumentou a atividade

antioxidante em 2,52 vezes quanto comparado a sua forma livre.

3.3 Capacidade antioxidante contra o radical nitrito (NO*).

O GT nas concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250 uM, 500 uM e 1000 puM inibiu a
formacéo do radical nitrito em 26,30 + 0,25%, 34,66 + 0,33%, 46,04 + 0,77%, 52,22 + 0,22%,
e 57,04 = 0,18% respectivamente. O NC-GT nas concentragdes de 62,5 uM, 125 uM, 250
uM, 500 uM e 1000 uM inibiu a formacgéo do radical nitrito em 23,81 + 0,31%, 37,07
0,80%, 51,96 £ 0,30%, 57,52 + 0,37%, e 65,85 £ 0,41% respectivamente.

O Trolox, usado como padrdo antioxidante, nas concentragdes de 62,5 uM, 125 uM,
250 uM, 500 uM e 1000 uM inibiu a formagdo do radical nitrito em 34,07 £ 1,88%, 43,04 £
0,79%, 46,45 + 0,45%, 50,56 + 0,72% e 63,37 + 0,26% respectivamente. E importante
ressaltar que nas concentragdes de 250 uM, 500 uM e 1000 uM o GT foi estatisticamente téo
efetivo quanto o trolox em reduzir a formacao do radical nitrito, e especialmente o NC-GT,
gue neste teste estatisticamente superior ao trolox na maior concentracao.

GRAFICO 3 - Efeitos do GT e NC-GT na inibigio da formag&o do radical nitrito (NO¥).
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Os valores representam a média + E.P.M. dos valores de inibi¢éo in vitro, n = 5, experimentos em triplicata. O
Trolox foi usado como padrdo antioxidante. *p<0,05 concentragdes-teste (G e NC-GT) versus Trolox (ANOVA e

Tukey multiple comparisons como post hoc teste) e °p<0,05 GT versus NC-GT

As concentragdes efetivas medianas (CEsp) obtidas foram: NC-GT: CEso = 298,5 uM
> Trolox; CEsp=372,5 UM > GT; CEso = 456,7 uM); portanto, pelas CEsg obtidas observa-se
que a forma NC-GT apresenta uma atividade antioxidante frente ao radical nitrito superior a

sua forma livre e ao padrdo antioxidante.

4 DISCUSSAO

Os oleos essenciais sao liquidos volateis, arométicos, caracterizados por um forte odor
e geralmente com uma densidade mais baixa que a da agua. Eles podem ser sintetizados por
todos os 6rgdos da planta (flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira,
frutos e raizes). Os 6leos essenciais representam apenas uma pequena fracdo da composicédo
da planta, no entanto, lhe conferem as caracteristicas pelas quais as plantas aromaticas sao
utilizadas pelas industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica (RUBIOLO et al., 2010).

Os terpenos sdo principalmente hidrocarbonetos na natureza e o seu bloco de
construcdo isopreno é uma unidade de cinco carbonos (2-metil-1,4-butadieno). A estrutura da
maioria dos terpenos consiste na condensacdo de unidades de isopreno e sao classificados de
acordo com o numero de unidades de isopreno com uma férmula molecular de (CsHg) n (n =
nimero de unidades de isopreno). Consequentemente, ha monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, triterpenos, e tetraterpenos com dois, trés, quatro, seis e oito unidades de isopreno
respectivamente. A maioria dos monoterpenos tém estruturas altamente volateis e lipofilicas
que conferem elevada penetracdo de membrana. Eles sdo liquidos incolores que sao
quimicamente reativos e tém odores aromaticos caracteristicos. Este grupo de compostos
possui diversas estruturas de base variavel e também exibem estereoisomerismo. Além disso,
h& uma vasta gama de derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos)
que podem ser derivadas (OZ et al., 2015).

A atividade antioxidante de 0leos essenciais ¢ uma importante propriedade bioldgica
de grande interesse, pois podem preservar alimentos contra os efeitos toxicos dos oxidantes e,
além disso, os Oleos essenciais sdo capazes de eliminar radicais livres podendo assim
desempenhar um papel importante na prevencéo de doengas, como, disfungdes neuroldgicas,
cancer, doencas cardiacas e declinio do sistema imunologico. Evidéncia crescente sugere que
estas doengas podem ser resultados de danos celulares causados pelos radicais livres
(KAMATOU; VILJOEN, 2010).
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A atividade antioxidante in vitro é baseada em ensaios quimicos que avaliam a
capacidade de uma substancia isolada de produtos naturais ou de fontes sintéticas em reduzir
a concentracao de radicais livres em um meio reacional especifico (HALLIWELL, 2011).

As EROs sdo produtos instaveis, decorrentes da reducdo tetravalente sofrida pela
molécula de oxigénio, aceptor final de elétrons, durante a producéo de energia na etapa de
fosforilacdo oxidativa. Ha dois grupos que as EROs séo distribuidas: os radicalares: hidroxila
(HO"), superéxido (0%, peroxila (ROO) e alcoxila (RO"); e os ndo-radicalares: oxigénio,
perdxido de hidrogénio e &cido hipocloroso. Dentre as espécies reativas de nitrogénio (ERN)
incluem-se o 6xido nitrico (NO"), éxido nitroso (N?0®), 4cido nitroso (HNO?), nitritos (NO%),
nitratos (NO’") e peroxinitritos (ONOO™). Alguns podem ser altamente reativos no organismo
atacando apenas lipidios, outros sdo reativos com esses e com proteinas e DNA (FRANCA et
al., 2013; SILVA; FERRARI, 2011).

Os métodos diretos sdo baseados em estudar o efeito de um produto testado contendo
antioxidantes sobre a degradacédo oxidativa de um sistema de teste. O substrato de oxidacao
pode ser lipideos individuais, misturas de lipideos (6leos), proteinas, DNA, plasma sanguineo,
LDL e membranas bioldgicas . O método indireto estuda a capacidade do antioxidante para
eliminar alguns radicais livres, que ndo esta associada com a real degradacdo oxidativa
(OLIVEIRA, 2015).

A peroxidacéo lipidica promove alteracdo da membrana celular, causando perda da
fluidez, alteracdo da funcdo secretora e dos gradientes i6nicos. Além disso, tem sido
observada perda da seletividade na troca ibnica, com liberacdo do conteldo de organelas,
levando a formacéo de produtos citotdxicos como o malondialdeido (MDA), culminando com
a morte celular (BEZERRA et al., 2004). O malondialdeido (MDA) é um biomarcador,
produto secundario da peroxidacdo lipidica, derivado da B-ruptura de endociclizacdo de
acidos graxos polinsaturados, tais como acido linoléico, araquidénico e docosahexaendico
(GROTTO et al., 2007).

Um método amplamente utilizado consiste na reacdo do MDA com o acido
tiobarbitarico (TBA), formando como produto um cromdgeno de cor rosa fluorescente capaz
de ser detectado através de leitura espectrofotométrica e cuja absor¢do ocorre em A de 532
nm. E denominado teste das substancias que reagem com o &cido tiobarbitirico
(Thiobarbituric Acid-Reactive Substances — TBARS) (FRANCA et al., 2013; GROTTO et
al., 2007). O TBARS é representativo de uma fase tardia da oxidacdo de lipidios, quando o
substrato da oxidacdo foi submetido a transformagao substancial (PAPASTERGIADIS et al.,
2012).
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No teste, 0 malonaldeido é liberado da oxidac&o dos lipideos provenientes da gema do
0VO e este da prosseguimento a reacao.

O v-terpineno esta presente em varios 6leos essenciais € conhecido por ser um
eficiente antioxidante néo fenolico capaz de inibir a oxidacdo do LDL. Um estudo afirma que
a suplementagdo de y-terpineno em géneros alimenticios e bebidas podem desempenhar um
papel importante na prevencdo da oxidacdo do LDL, consequentemente da aterosclerose
(TAKAHASHI et al., 2003).

Os antioxidantes sdo tradicionalmente compostos por fenol e compostos relacionados
com a amina, em que o &tomo de hidrogénio no -OH e -NH s&o captados por radicais (FOTI,
2007), por isso a atividade antioxidante da ligagdo C-H atrai muita atencdo (LEGAULT,;
PICHETTE, 2007). Um estudo destacou essa importante descoberta, pois, o y-terpineno é
prontamente peroxidavel, mesmo na auséncia de radicais -OH e -NH, ja que muito raramente
os hidrocarbonetos séo facilmente peroxidaveis (RUBERTO; BARATTA, 2000).

Um estudo comparou dois isdmeros: o a-terpineno ¢ o y-terpinene. A base desse
estudo foi avaliar a atividade desses compostos frente a oxidacdo de linoleato de metila (LH),
DNA e eritrocitos induzida por AAPH. Ao comparar a atividade antioxidante ambos
mostraram um efeito protetor semelhante sobre a oxidagdo do DNA induzida por AAPH,
sobre hemolise dos eritrocitos e a capacidade de proteger contra a peroxidacdo de LH
induzida por AAPH y-terpineno foi superior em relagdo ao a-terpineo. A diferenca entre a
estrutura destes dois isomeros ¢ que y-terpineno é um ciclo-hexadieno ndo conjugado ¢ o a-
terpineno possue duplas conjugadas. Pode-se deduzir que as duplas ndo conjugadas
favoreceram a capacidade antioxidante mais do que um dieno conjugado. A ligagédo carbono-
hidrogénio do y-terpineno e seu grupo metilico (ligacdo alilica), vizinhos a dupla ligacédo
provavelmente facilita a abstragdo do hidrogénio alilico (LI; LI1U, 2009).

O método do sequestro do radical ABTSe+ (2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) apresenta excelente estabilidade em determinadas condi¢des de analise. Esse teste
mede a habilidade dos antioxidantes em neutralizar radicais ABTS, pois reflete a capacidade
relativa de uma amostra antioxidante de doar &tomos de hidrogénio ou elétron para eliminar o
cation radical ABTSe+. Ele é soltvel tanto em dgua como em solventes organicos, permitindo
a andlise tanto de amostras hidrofilicas como lipofilicas. Por meio da adigdo do perssulfato de
potassio, ocorre a formagao do radical ABTSe+, que apresenta cor esverdeada. Na medida em
gue o antioxidante é misturado com esse radical, ocorre a redugdo do ABTSe+ a ABTS,
provocando a perda da coloracdo do meio reacional (KUSKOSKI et al., 2005; ROGINSKY;

LISSI, 2005). Avaliacdo antioxidante do GT pelo método de eliminagcdo do céation radical
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ABTS+ foi relatado pela primeira vez neste trabalho, apesar de avaliacdes antioxidantes
anteriores ja terem sido realizadas sobre este composto.

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula pequena, relativamente instavel. E um radical
livre que, dependendo da sua quantidade pode ter efeitos benéficos ou maléficos sobre o
organismo, nas situacdes de estresse oxidativo, ha a geragdo de intermediarios reativos, como
o radical nitrito (NO2¢) que ¢ altamente citotoxico e pode propagar lesdes teciduais. Por
exemplo, o NO produzido pela e-NOS-constituitiva induz a producdo da enzima superoxido
dismutase (SOD) na camada muscular do vaso e extracelular, diminuindo o O% disponivel e,
consequentemente, a producdo de ONOO-. O NO também induz a sintese de ferritina, que se
liga a fons ferro livres e previne a geracdo de O%. Por outro lado, na presenca da placa
aterosclerética, os macréfagos ativados produzem O, expressam NOS-induzivel e produzem
NO. Desta forma, sdo produzidos ONOO- e OH- comprometendo, ainda mais, a integridade
tissular, favorecendo a ativacao da coagulagdo e contribuindo para a obstrucao da luz vascular
(DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

O método proposto para determinar a acdo sequestradora do ion NO2e¢ ¢ baseado na
decomposicdo do Nitroprussiato de sédio em NO, e este ao reagir com O? produz 0s nitritos
que sdo quantificados espectrofotometricamente pela reacdo com Reagente de Griess
(sulfanilamida + cloridrato de N-(naftil)etilenodiamina,) dando origem a um diazo composto
de coloracéo intensa vermelha (CAROCHO; FERREIRA, 2013). No teste, observou-se que a
forma NC-GT apresenta uma atividade antioxidante frente ao radical nitrito superior a sua
forma livre e ao padrdo antioxidante.

Uma classe de ativos que podem ser encapsulados sdo 0s compostos extraidos de
vegetais. Os extratos vegetais sdo fontes promissoras de substancias bioativas, porém em seu
estado bruto podem ter a atividade antioxidante comprometida em razdo de sua instabilidade
fisico-quimica. Neste contexto, a nanotecnologia pode ser utilizada para a estabilizacdo de
diferentes compostos, aumentando também a estabilidade dos produtos finais.
Adicionalmente, a nanoencapsulacdo de compostos antioxidantes pode aumentar a sua
atividade antioxidante e prolongar a liberacdo dos mesmos, aumentando assim a sua eficacia
(DAUDT etal., 2013).

Quanto a atividade potencializada da NC-GT em relacdo ao GT em todos os testes
pode ser explicar pela caracteristica do complexo, as nanocapsulas sdo constituidas por um
involucro polimérico disposto ao redor de um ndcleo oleoso. Esse involucro polimérico

protege o principio ativo da exposi¢do precoce a fatores que poderiam degradar e ate mesmo
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inativar a substancia. Dessa forma o estudo mostra que as nanocapsulas foram capazes de
controlar e manter a libertagdo do GT no local e momento adequado.

Assim como os resultados obtidos nesse estudo, ha resultados similares encontrados na
literatura. Um estudo demonstrou que o desenvolvimento de nanocapsulas e nanoemulsdes de
rutina proporcionaram um aumento da fotoestabilidade da rutina e um prolongamento da
atividade antioxidante in vitro. A presenca da rutina em nanocapsulas conduziu a uma taxa de
libertacdo mais lenta e a uma atividade antioxidante prolongada contra os radicais OH
fortemente reativas em comparagdo com as hanoemulsdes de rutina. Os resultados mostraram
que esses sistemas nanoestruturados s&o uma alternativa potencial para a preparacdo de
sistemas de entrega de rutina para tratar diferentes doencas relacionadas com o stress
oxidativo, incluindo processos de envelhecimento causados pela acdo dos radicais livres
(ALMEIDA et al., 2010).

O resveratrol e curcumina sdo antioxidantes naturais e tém sido utilizados na
prevencdo e no tratamento de diversas doencas associadas com o stress oxidativo. Com o
objetivo de melhorar os efeitos antioxidantes do resveratrol e curcumina, foram desenvolvidas
nanocapsulas contendo a combinacdo de ambos os polifendis. A nanoencapsula¢do aumentou
a fotoestabilidade do resveratrol e curcumina. A atividade antioxidante dos polifendis contra
os radicais HO foi potencializada pela nanoencapsulacdo e apds a co-encapsulacdo pode
observar um melhor efeito, resposta de um provavel sinergismo. Além disso, nanocépsulas
exibiram perfil de libertacdo controlada, para ambos os polifendis. Com isso a co-
encapsulacdo o resveratrol e curcumina mostrou ser uma alternativa promissora para melhorar
0 desempenho de medicamentos utilizados para prevenir e tratar doencgas associadas com o
stress oxidativo (CORADINI et al., 2014).

Ainda sdo escassos 0s estudos com este terpeno em modelos antioxidantes in vitro.
Dessa forma, é importante caracterizar e expandir as informacGes sobre o potencial
antioxidante do y-terpineno e da expandir testes para caracterizar o0 mecanismo pelo qual as

formas encapsuladas atuam.

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos dos testes antioxidantes in vitro, tanto o
monoterpeno y-terpineno (GT) livre quanto a sua forma nanoencapsulada (NC-GT) foram
efetivos em inibir a formacdo de radicais livres; ambas exibiram significativo potencial

antioxidante frente a peroxidacdo lipidica por formas reativas associadas ao 4acido



112

tiobarbiturico (TBARS), frente ao radical nitrito e ao radical sintético ABTS. De acordo com
o calculo de suas concentracbes efetivas medianas (CEsp) e de acordo com as analises
estatistica € possivel mencionar que a forma nanotecnoldgica exibiu um maior potencial
antioxidante em relacdo a sua forma isolada, um resultado promissor no que se refere a
nanotecnologia aplicada em produtos de origem natural, demonstrando que a nanocapsula tem

papel determinante para o efeito antioxidante da molécula em estudo.
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CONCLUSAO E PESPECTIVAS

e Existe pouca literatura sobre fungdes biologicas do y-terpineno e nenhuma sobre o -
terpineno encapsulado, consequentemente, poucos depdsitos de patentes;

e Obteve-se uma formulacéo caracteristicas favoraveis como: tamanho de particula, carga
de superficie, elevado teor e eficiéncia de incorporagdo do y-terpineno em nanossistemas
poliméricos do tipo nanocapsulas.

e O y-terpineno administrado por via iv em Rattus norvergicus ndo apresentou atividade
cardiovascular, enquanto que a sua forma nanoencapsula promoveu hipotensao pronunciada.
Portanto, a nanocapsula polimérica mostrou ser um nanocarreador vantajoso para ultrapassar
0s problemas apresentados.

e Quanto a atividade antioxidante in vitro frente TBARS, nitrito e ABTS tanto o y-
terpineno quanto a sua forma nanoencapsulada (NG) foram efetivos em inibir a formacéo de
radicais livres; de acordo com o célculo de suas concentracfes efetivas medianas (CEsp)
concluiu-se que a forma nanotecnoldgica exibiu um maior potencial antioxidante em relacédo a
sua forma isolada.

e Pode-se associar a atividade antioxidante e a atividade cardiovascular das NC-GT como

promessa no tratamento de doencas cardiovasculares.

Os presentes resultados enriquecem a literatura sobre este monoterpeno e sua forma
nanoencapsulada e trazem perspectivas para a realizacdo de novos testes que permitam o uso
do NC-GT como fito medicamento ou produto biotecnolégico. S&o perspectivas futuras do
trabalho: solicitar pedido de patente junto ao INPI, identificar os mecanismos de acéo e 0s
sistemas responsaveis pela atividade. Assim, como testes para avaliar a toxicidade aguda e
cronica das particulas. E prosseguir com a bioprospeccdo frente a outros protocolos

experimentais in vitro e in vivo (determinacdo da atividade antioxidante in vivo).
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PRODUCOES CIENTIFICAS

e APRESENTACAO DE TRABALHOS EM EVENTOS CIENTIFICOS

1 — Desenvolvimento de lipossomas com y-terpineno e acdo cardiovascular em Rattus
norvegicus — Il Workshop de Projetos e Dissertacbes — Universidade Federal do Piaui —
2014,

2 — Nanotecnlogia em ciéncias da salde no Brasil: uma prospeccdo cientifica e

tecnologica — Il Encontro Estratégico em Ciéncias Farmacéuticas — 2015.

3 — Obtencdo de nanocapsulas de y-terpineno para avaliagdo da atividade
antimicrobiana. IV Workshop de Projetos e Disserta¢cdes — Universidade Federal do Piaui —

2015.
e PREMIOS

1 — Mencéo honrosa: 1° lugar na apresentacdo de trabalhos categoria banner no IV

Workshop de Projetos e Dissertacdes — Universidade Federal do Piaui — 2015.
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ANEXOS




MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petrdnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil, CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

Teresina, 24 de Outubro de 2014.

lima.

Profa. Dra. ALDEIDIA PEREIRA DE OLIVEIRA.
Departamento: Biofisica e Fisiologia- CCS/UFPI.

Senhora Pesquisadora,

Em reunido na presente data (24 de Outubro de 2014), a Comissao de Etica e
Experimentacao no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagéo animal, sob o nimero 069/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Avaliagio do efeito de produtos naturais e sintéticos bioativos
sobre o sistema cardiovascular em ratos. Abordagem in vivo e in vitro”,
sob a sua responsabilidade. Informamos que este projeto tem Periodo de
Vigéncia de Novembro/2014 & Outubro/2017, e serdo usados 210 Ratos
heterogénicos (machos e fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).

Atenciosamente,

e { [QAA \,\ cpopa gk ARAL
=<l
|
Prof®.'Ivete L. de Mendonga
Comitg de Etica em Experimentago Animal-UFPI
Coordenadora
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