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Resumo

Oleos essenciais sd0 compostos aromaticos volateis extraidos de plantas, funcionam como
antibioticos naturais e como anti-inflamatérios. O éleo extraido das folhas da planta da citronela
(Cymbopogon winterianus) é rico em aldeido citronelal e tem quantidades de geraniol,
citronelol e ésteres, constituindo um excelente aromatizante de ambientes e repelente de insetos,
além de apresentar agdo antimicrobiana. Devido sua alta volatilidade e baixa estabilidade
quimica possui efeito de curta duracdo. A nanoencapsulacgéo do 6leo essencial de citronela serve
como estratégia para aumentar o tempo de atividade destas substancias ao melhorar sua
estabilidade quimica e reduzir a volatilizacdo. Os sistemas carreadores poliméricos mostram-se
bastante promissores para esta aplicacdo devido a facilidade de produgdo, transposicdo para
escala industrial e estabilidade fisica elevada. O poli (metacrilato de metila) foi o polimero
escolhido com base na sua aplicagdo biomédica e farmacéutica, bem como biocompatibilidade
e estabilidade a longo prazo. A técnica escolhida para a producdo das nanoparticulas de poli
(metacrilato de metila) contendo 06leo essencial de citronela foi a polimerizacéo in situ via
miniemulsdo. Os resultados mostraram que € possivel obter latex estavel com nanoparticulas
numa faixa de diametro manométrico entre 70 e 375 nm. Existe viabilidade no encapsulamento
do oleo essencial de citronela ao se obter diferentes valores de eficiéncia a depender da
concentracdo do 6leo (2,5 a 15% m/m). Foi evidenciado que o bioativo ndo interagiu com a
matriz polimérica, reduzindo a possibilidade de perda de atividade repelente de insetos. As
nanoparticulas produzidas foram incorporadas em emulsdo cosmeética tipo O/A. Ensaios de
estabilidade acelerada foram realizados e as formulagdes se mantiveram uniformes. Assim, este
estudo mostrou resultados promissores para aplicagdes cosméticas do Oleo essencial de
citronela encapsulado.

Palavras-chave: Oleo essencial de citronela, nanoparticulas poliméricas, polimerizagio in situ.



Abstract

Essential oils are volatile, natural, complex mixture of compounds with a high content of
terpenes and they are known for their fragrance, medicinal properties or insect control effect.
In addition, oils have low solubility in aqueous media. Citronella oil is rich in citronellal,
geraniol and citronellol and it is recognized for its insect control effect. However, citronella oil
is highly volatile and chemically unstable when exposed to both air and light. So, different
approaches to improve its biological effect have involved micro or nanoencapsulation. In that
context, encapsulation polymeric systems have shown a promising perspective towards
cosmetic and pharmaceutical applications. Furthermore, they can be produced by in situ
polymerization in a single step, facilitating the scale up. Polymethyl methacrylate (PMMA) was
the polymer of choice based on its biomedical and pharmaceutical application, as well as
biocompatibility and long-term stability. So, the aim of this work was to produce and
characterize citronella oil incorporated into PMMA nanoparticles produced by miniemulsion in
situ polymerization. The results showed that it is possible to obtain stable latex with
nanoparticles on a nanometric size range, between 70 and 375nm. There is viability in the
encapsulation of essential oil of citronella by getting different efficiency values depend on the
concentration of oil (2,5 a 15% w/w), was evidence that the bioactive no interacted with the
polymeric matrix, reducing the possibility of loss of insect repellent activity. Nanoparticles
produced were embedded in cosmetic O/W type emulsion that remained stable during
accelerated stability tests. Thus, this study showed promising results for cosmetic applications

of citronella oil encapsulated.

Keywords: Citronella essential oil, polymeric nanoparticle, in situ polymerization.
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Capitulo 1

1.0 Introducéo

As doencas de transmissao vetorial s@o responsaveis por um alto nimero de mortalidade
e morbidade entre os humanos. Conhecidas como arboviroses sdo causadas por arbovirus
transmitidos por artropodes, dentre eles insetos. Doengas como febre amarela, maléria, dengue,
chikungunya, zica e febre do Nilo Ocidental ameacam pessoas em todo mundo. Os insetos
responsaveis pela crescente disseminacédo dessas doencas sdo: Anopheles funestus, Anopheles
gambiae, Aedes aegypti e Culex pipiens. A dengue por exemplo € difundida em todo o trépico,
principalmente em locais com urbanizagdo ndo planejada. E transmitida pelos mosquitos
fémeas da espécie Aedes aegypti que também transmite a febre amarela, chikungunya e zika,

se colocando como principal artropode contaminante. (KARTZ et al., 2008; WHO, 2017).

Diferentes estratégias podem ser adotadas para atuar na prevencdo das doencas
transmitidas pelos mosquitos. O uso de repelentes aparece como alternativa que pode contribuir
mais rapidamente para proteger os pacientes e prevenir a propagacéo de arboviroses. Embora
os repelentes sejam importantes para prevencdo de doengas, sua classificagdo como cosmético
pela ANVISA faz com que ndo haja comprovacao de eficicia e seguranca por ensaios clinicos
contratados. A substancia conhecida como DEET (N, N-dietil-3-metilbenzamida) é utilizada
desde os anos 50 por milhares de pessoas, é o repelente mais usado em formulagdes. Tem sido
geralmente considerado como seguro, mas efeitos toxicos foram registrados, incluindo danos
cerebrais em criancas, urticaria, abaixamento da pressdo cardiaca, além de reacdes alérgicas
como anafilaxia. O DEET tem uso restrito em criancas de 2-12 anos e ndo é indicado para
menores de 2 anos. Outra substancia com acédo repelente é a Icaridina, mas que também tem
uso ndo recomendado para criangas menores de 2 anos. (PETERSON et al., 2001; STEFANI et
al., 2009; ANVISA, 2017).

Devido a esses problemas existe a necessidade de desenvolvimento de formulagdes com
substancias alternativas. Oleos essenciais de plantas, comumente usados como fragrancias sio
recomendados como repelentes de mosquitos e tendem a ter pouco ou nenhum efeito nocivo se

utilizado na dose adequada. Esses 0Oleos possuem propriedades repelentes contra varios



artropodes, inclusive, formando a base de algumas formula¢fes comerciais repelentes, como €

o caso do 6leo essencial de citronela.

A citronela, também conhecida como citronela de Java, possui nome cientifico
Cymbopogon witerianus e Cymbopogon nardus, pertence & familia Gramineae (Poaceae). E
popular por possuir acdo repelente de insetos e é utilizada nessas formulacdes, em velas e em
incensos. (MONTEIRO et al., 2012; SOLOMON et al., 2012). O bleo extraido das folhas da
planta da citronela é rico em aldeido citronelal além de conter, em menores quantidades,
geraniol, citronelol e ésteres em geral. Pesquisas mostraram que o citronelal, citronelol e
geraniol apresentam acao repelente e antimicrobiana. (MARCO et al., 2007; SCHERER et al.,
2009).

Apesar de sua eficacia comprovada em diversos estudos, ainda existem limitacoes em
relacdo a incorporacdo do oOleo essencial de citronela em formulacdes repelentes de insetos
devido sua alta volatilidade, que promove um curto tempo de duracdo da agéo repelente. A fim
de solucionar esses problemas, o recurso proposto € a nanoencapsulacdo polimérica, servindo
como estratégia para aumentar o tempo de atividade ao reduzir a volatilidade destas substancias.
(STEFANI et al., 2009; SOLOMON et al., 2012; IMAN et al., 2013; MARTINS et al., 2014).

A nanoencapsulacdo pode ser definida como a tecnologia de incorporar ou recobrir
substancias ativas, formando esferas ou capsulas que podem liberar seu conteddo em taxas
controladas ou sob condicdes especificas. Os sistemas carreadores de farmacos proporcionam
diversas vantagens em relacdo a administracdo do bioativo livre, como: protecdo quimica,
aumento de biodisponibilidade, mascaracéo de sabor/odor, direcionamento a tecido ou célula,
diminuigdo significativa de efeitos colaterais e diminuicao da dose necessaria para desempenhar
um determinado efeito. (SCHAFFAZICK et al., 2003; JESUS et al., 2015).

Em geral as nanoparticulas sdo definidas como particulas coloidais sélidas, podendo se
enquadrar como nanoesferas ou nanocapsulas. As particulas podem ser produzidas por diversos
métodos de polimerizacdo ou através de polimeros pré-formados, dentre os quais podem ser
destacados: a nanoprecipitacdo, emulsdo por difusdo, emulsificacdo dupla, emulséo-
coacervacao, revestimento de polimero entre outras metodologias. Uma das caracteristicas
fundamentais das nanoparticulas é o tamanho, geralmente abaixo de 500 nm. (MORA-
HUERTAS et al., 2010).



A selecdo do polimero a ser empregado nos sistemas nanoestruturados esta
condicionada a natureza do principio ativo que se pretende incorporar e a aplicacdo. O poli
(metacrilato de metila), PMMA, apresenta grande potencial, como polimero carregador de
bioativos, por possuir biocompatibilidade, e vem sendo amplamente utilizado para encapsular
diferentes bioativos, inclusive por técnicas de polimerizacdo in situ. Sendo est4d uma técnica
simples em que o0s ativos podem ser encapsulados com alta eficiéncia e aplicabilidade. Este tipo
de polimerizacdo € muito atrativa devido a versatilidade e o processo ocorrer em uma Unica
etapa evitando gastos com etapas adicionais como separagdes e purificagdes. Por essas razoes
a técnica in situ tem recebido bastante atencdo em comparacdo a técnica de polimero pré-
formado por exemplo. (REIS et al., 2006; SCHAFFAZICK et al., 2003; SEVERINO et al.,
2011; PEIXQOTO, 2012).

Dentre as técnicas de polimerizacdo in situ a miniemulsdo apresenta-se promissora para
sintetizar diferentes tipos de material. Nesse tipo de polimerizacdo o0 mondmero é encontrado
disperso em gotas submicrométricas de 50 a 500 nm, que séo estabilizadas pela combinacéo
entre um tensoativo e co-estabilizador. (LANDFESTER et al., 1999; ASUA, 2014). Essa
técnica é bem descrita e consolidada na literatura, além de ser facilmente transportada para

escala industrial.

Diante do exposto, a producdo de um repelente a base de 6leo essencial de citronela
nanoencapsulado, a fim de solucionar problemas como alta volatilidade e baixa estabilidade
guimica, aparece como uma alternativa promissora para o combate a doencas de transmissdo
vetorial. Pois pode aumentar o tempo de acdo bioldgica/repelente dos ativos do 6éleo de citronela
e contribuir com o desenvolvimento de um produto com menor toxicidade para criangas e

idosos.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Encapsular o 6leo essencial de citronela em nanoparticulas polimeéricas de poli

(metacrilato de metila) produzidas por polimerizac&o in situ pelo método de miniemuls&o.



1.1.2 Objetivos especificos

1- Desenvolver nanoparticulas poliméricas via polimerizacdo in situ pelo método de

miniemulsdo com Gleo essencial de citronela incorporado.

2- Caracterizar o polimero obtido (PMMA) com diferentes concentra¢Ges massicas de 6leo

essencial de citronela em relacéo as propriedades moleculares e conversao.

3- Caracterizar as nanoparticulas poliméricas contendo 6leo essencial de citronela em
relacdo as propriedades térmicas, tamanho das particulas, morfologia e eficiéncia de

encapsulamento.

4- Incorporar as nanoparticulas poliméricas produzidas em emulsdo cosmética do tipo
O/A.

5- Realizar ensaios de estabilidade acelerada nas emulsdes cosméticas com as

nanoparticulas poliméricas incorporadas.



Capitulo 2

2.0 Fundamentacdo Tedrica

Este capitulo apresenta informacdes sobre doencas de transmissdo vetorial e seus
disseminadores, 6leo essencial de citronela, seus compostos e sua atividade repelente, bem

como os métodos de encapsulacdo de bioativos em particulas poliméricas.
2.1 Doencas de transmissao vetorial

As doencas de transmissao vetorial sdo responsaveis por altas taxas de mortalidade e
alguns artropodes, como 0s mosquitos, sdo 0s principais agentes transmissores. Existem cerca
de 3.500 espécies diferentes de mosquitos. Os géneros com mais espécies sdo Aedes (155
espécies), Culex (1220 espécies) e Anopheles (470 espécies). Cinco espécies atuam como
transmissores de doencas: Anopheles gambiae, Anopheles funestus, Aedes aegypti, Aedes
albopictus e Culex pipiens. Anopheles sdo os vetores de protozoarios que causam malaria. Culex
pipiens pode ser vetor de varias infeccdes, incluindo Nilo Ocidental. Os dois principais vetores
de arbovirus na América do Sul sdo A. aegypti e albopictus. O A. aegypti é o mais perigoso
sendo responsavel pela transmissdo de dengue, chikungunya, zika e febre amarela.
(PATTERSON et al., 2016; KANTOR, 2016).

A dengue, a chikungunya e a zika estdo presentes na Lista Nacional de Notificacdo
Compulséria de Doencas, Agravos e Eventos de Saude Publica do Ministério da Saude.
Somente em 2016, foram registrados 1.500.535 casos provaveis de dengue, 271.824 casos
provaveis de chikungunya e 215.319 casos provaveis zika no pais. (MINISTERIO DA SAUDE,
2017). Existe um potencial alargamento de surtos nos casos dessas doengas no hemisfério
ocidental, além disso as notificacGes de sindrome de Guillain-Barré durante o surto de zika
aumentaram. (CARDOSO et al., 2015). De acordo com o LIRAa (2015), 199 municipios
brasileiros estavam em situacdo de risco para ocorréncia de surto dessas doencas e 665

municipios em situacao de alerta.

Algumas estratégias podem ser usadas para evitar a transmissdo de doencas causadas
por mosquitos através da prevencao de picadas como o uso de barreiras fisicas como roupas e

telas ou utilizagdo de repelentes que impedem aproximacéo dos insetos.



Os mosquitos fémeas localizam seus hospedeiros através do sistema olfativo que detecta
compostos quimicos atraentes, como CO> exalado e o suor dos seres humanos. Moléculas como
feromonios, estrogénios, aminodcidos, acidos graxos, aldeidos entre outros sdo uma
combinagéo presente no suor. Os receptores de odor estdo alojados em neurdnios, nas antenas
e em outros 6rgaos sensoriais. Esses produzem proteinas que atuam como recebedores, fazendo
com que os insetos percebam a presenca dos seres humanos. Os repelentes atuam bloqueando
esses receptores impedindo que os insetos sintam os odores atraentes. (ZHANG et al., 2015;
LEAL, 2010).

XU et al. (2013) estudaram insetos como o Aedes aegypti, An. Gambiae e Cx.
Quinquefasciatus. Eles identificaram as proteinas que funcionam como receptores de odor, que
sdo responsaveis pelo reconhecimento dos seres humanos. As substancias repelentes de insetos
atuam se conectando a esses receptores e impedindo os mosquitos de identificarem a pele

humana.

SYED et al. (2011) analisaram a sensibilidade de receptores aos compostos utilizados
como repelentes. Os autores sugerem um receptor genérico detector de substancias presentes
em repelentes de insetos. Existe, portanto, um receptor olfativo geral nos insetos sensivel a

DEET, IR3535, Icaridina e outras substancias com acgdo repelente.

Atualmente varios repelentes sdo comercializados utilizando diferentes substancias
ativas, sintéticas e naturais. Entretanto os repelentes quimicos para uso tépico comercializados,
apresentam uso restrito em humanos, onde criang¢as menores de 2 anos ndo podem fazer uso. O
DEET, substancia mais utilizada, possui restricdo de concentracdo nas formulacfes. De uma
maneira geral, os ativos sintéticos comerciais sdo toxicos para bebes e idosos, possuem uso
controlado em criangas de 2-12 anos e apresentam acédo repelente de aproximadamente duas
horas. (STEFANI et al., 2009).

Medidas para reduzir o impacto das picadas de insetos sdo importantes, os repelentes
aparecem como alternativa preventiva contra os pernilongos indesejados. Para o uso e producao

desses repelentes se faz necessario entender como esses atuam contra 0s mosquitos.



2.2 Repelentes

Repelentes de insetos para pele juntamente com protecGes fisicas sdo de extrema
importancia, de acao rapida e econémica para prevencao de picadas de pernilongos. Repelente
pode ser definido como substancia quimica volatil que anula a atragcdo do inseto a uma fonte de
odor. Os repelentes criam uma barreira de protecdo ou zona de seguranca que impede o
artropode identificar e entrar em contato com os seres humanos. Entretanto existem aspectos
que influenciam a eficacia da acdo repelente como: formulacgdo (ingredientes utilizados); fatores
ambientais (temperatura, vento, umidade); propagacao da substancia com acéo repelente (ponto

de ebulicdo, solubilidade); modo de aplicacdo e tempo de protecdo. (ISLAM et al., 2017).

Os repelentes podem ser sintéticos ou naturais. Existem muitas formulagdes disponiveis
como aerossois e emulsGes impregnadas em roupas. As caracteristicas ideais de um repelente
seriam, ser atoxico, inodoro ou com odor agradavel, ser resistente a abrasdo e a gua, ndo deixar
residuo oleoso na pele, ser quimicamente estavel, economicamente viavel e possuir uma
eficécia prolongada contra grande variedade de artropodes. (STEFANI et al., 2009; KATZ et
al., 2008; ISLAM et al., 2017).

Os repelentes estdo classificados segunda a ANVISA como cosméticos de grau risco 11,
sendo definidos como preparac@es constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso
externo nas diversas partes do corpo humano, pele, com o objetivo principal de protegé-los ou
manté-los em bom estado. Esses sdo produtos cosméticos cuja formulacdo cumpre com a
definicdo adotada no item I da Resolucgéo da diretoria colegiada N° 7 de fevereiro de 2015 e que
possuem indicacdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacao de seguranca e/ou

eficacia, bem como informacd@es e cuidados, modo e restri¢cdes de uso. (BRASIL, 2015).

O uso de compostos repelentes de insetos remonta antiguidade, varios tipos de 6leos
vegetais eram usados para afastar insetos. Antes da segunda guerra mundial, por exemplo,
quatro repelentes eram mais utilizados: os repelentes a base de plantas, como o 6leo de
citronela, o dimetilftalato, descoberto em 1929, o indalone, que foi patenteado em 1937 e 0
rutgers 612, que se tornou disponivel em 1939. Apds o inicio da segunda guerra mundial, os
altimos trés componentes foram combinados numa formula¢do para uso militar conhecido
como 6-2-2. Esse consistia basicamente em seis partes de dimetilftalato, duas partes indalone e

duas partes rutgers 612. Em 1946, as propriedades do repelente de insetos N, N-dietil-m-



toluamida (DEET) foram descobertas e o produto foi introduzido em 1957. (PETERSON et al.,
2001; ISLAM et al., 2017).

O DEET, repelente mais utilizado nas ultimas cinco décadas, tem sido geralmente
considerado como seguro, mas efeitos tdxicos e potenciais riscos a saude vém sendo
registrados. Esses riscos incluem convulses e encefalopatia em criancas, indicando que
exposi¢oes frequentes ou prolongadas ao DEET podem provocar toxicidade do sistema nervoso
central. (PETERSON et al., 2001; ANTWI et al., 2008). O DEET quando aplicado na pele é
detectado pelo sistema de olfato dos mosquitos, que estdo numa zona de proximidade e obtém
respostas de afastamento, como um aviso de adverténcia. (ISLAM et al., 2017). Nos Estados
Unidos o DEET estéa disponivel em concentra¢Ges que variam de 5% a 100%, apesar da maioria
dos produtos conterem menos de 40%. No Brasil, a ANVISA néo permite o uso de formulacbes
contendo DEET para criangas menores de dois anos, permite o uso de formulag6es de até 10%
de DEET para criancas de 2 a 12 anos estrita a apenas trés aplicacfes diarias e para idades

superiores a 12 anos é permitido o uso de até 30 % nas formulagdes.

Houve 43 relatos de casos de toxicidade do DEET durante as ultimas 5 décadas,
incluindo 25 casos com sintomas no sistema nervoso central, 1 com envolvimento
cardiovascular e 17 relacionados a alergias. (KATZ et al., 2008). SYED et al. (2011)
declararam a preocupacdo em relacdo ao uso do DEET, além de dispor de um odor
desagradavel, em altas concentragGes possui um alto potencial tdxico, e pode ndo cumprir

totalmente as propriedades ideais dos repelentes de insetos, tendo duracdo de até seis horas.

No contexto global, o DEET desempenha um papel limitado no controle de doencas
endémicas devido ao seu alto custo, odor desagraddvel e inconveniéncia relacionada a
necessidade de reaplicagdes, deixando a pele exposta a altas concentragdes da substancia.
Baseado nesses problemas e na necessidade de se tomar precaucdes ao se utilizar repelentes
com essa substancia, reafirma-se a necessidade urgente de identificar novas substancias
alternativas para prevencao de picadas de insetos, de preferéncia ativos ndo perigosos, capazes
de reduzir o impacto negativo na saude humana e no meio ambiente. (ISLAM et al., 2017)

Dentre as substancias alternativas que vém sendo estudadas, para o desenvolvimento de
novas formulacGes repelentes de insetos, algumas merecem destaque como: a Icaridina
(Picaridin); o IR 3535 (3- (N-n-butil-N-acetil) — aminopropionico etiléster); o PMD (para-
metano-diol); o 6leo de eucalipto de limdo e 6leo essencial de citronela. (ANTWI et al., 2008).



A Icaridina é incolor e inodora, foi desenvolvido pela Bayer em 1980, através de
modelagem molecular, vem sendo utilizada como ingrediente ativo em formulas repelentes de
insetos desde 1998. Comecou a ser comercializada na Europa ainda nos anos 90 e no Estados
Unidos em 2005. Conhecida como Picaridina ou KBR 3023 é um principio ativo derivado da
pimenta. Apresentou repeléncia contra trés mosquitos vetores, Aedes, Anopheles e Culex por
cerca de 5 h, no entanto, a reaplicagdo é necessaria apos 4 h. O composto apresenta baixa
toxicidade e nenhum evento adverso grave foi registrado nos ensaios europeus ou australianos,
porém seu uso nao é recomendado em criangas menores de 2 anos. (KATZ et al., 2008; ISLAM
etal., 2017).

O IR 3535, também conhecido como Merck 3535, é um repelente sintético, foi
desenvolvido pela Merck em 1970 a partir do aminoacido natural z-Alanina e pode ser
encontrado em varias formulacdes repelentes. Tem sido utilizado para repeléncia de insetos e
carrapatos, no entanto seu modo de repeléncia ainda ndo foi testado em varios vetores de
artropodes. Em formulagdes com 20% da substancia, fornece protecdo entre 7-10 h contra
mosquitos da espécie Aedes e Culex, porém oferece menor protecdo contra Anopheles, cerca de
4 h, impedindo sua aplicacdo em areas de endemia de malaria. E usado ha mais de 20 anos na
Europa, 10 anos na Asia e nos Estados Unidos desde 1999. N&o possui relatos de toxidade
efetuados. (NAUCKE et al., 2007; BROSCHARD et al., 2013; ANVISA, 2017; ISLAM et al.,
2017).

Os principais repelentes comerciais encontrados no Brasil possuem DEET, Icaridina ou

IR3535 em sua composicao, esses estdo descritos na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1- Repelentes disponiveis comercialmente no Brasil, concentragcfes e tempo de acéo

estimado.
Autan (Joh
utan (Johnson Logdo spray 6até 9 >2 Até 2 horas
Ceras) aerosol
OFF (Johnson Ceras) Logdo spray 6até 9 >2 Até 2 horas
OFF Kids (Johnson - , a
Logdo 6até9 >2 Até 2 horas
Ceras)
OFF (Johnson Ceras) Aerosol 14 >12 Até 6 horas
DEET
Super Repelex Spray, logdo 14,5 >12 Até 6 horas
(Reckitt Benckis) PHER ’
Super Repelex ,
. . Aerosol 11,05 >12 Até 6 horas
(Reckitt Benckis)
S Repelex kid
uper .epe ex ,I > Gel 7,34 >2 Até 4 horas
(Reckitt Benckis)
Exposis adulto Gel, spra 50 >12 Até 5 horas
(Osler) IR
- Exposis Extremo ,
Icaridina Spray 25 >10 Até 10 horas
(Osler)
E is infantil
MRS L Spray 25 >2 Até 10 horas

(Osler)

Loca ti it
IR3535 0§40 antimosquito - - >6 meses Até 4 horas
(Johson & Johnson)

A ' Citromim spray }
Oleo de Citronela 1,2 >2 Até 2 horas
(Weleda)

Fonte: Adaptado de STEFANI et al., 2009.

Além dos ativos sintéticos plantas e substancias derivadas do reino vegetal tém sido
usadas para repelir insetos. O emprego de substancias extraidas de plantas silvestres, com acéo
repelente possui varias vantagens quando comparado ao emprego de sintéticos. Os repelentes
naturais sdo obtidos de recursos renovaveis e sao rapidamente degradaveis; o desenvolvimento
da resisténcia dos insetos a essas substancias, compostas da associacao de varios principios
ativos, € um processo lento; esses compostos sdo de facil acesso e obtengdo por agricultores e
ndo deixam residuos em alimentos; apresentam baixo custo de producéo; ja fazem parte do uso
popular e muitas vezes estdo presentes nas formulacdes de repelentes comerciais, como é o caso
da citronela. (SOLOMON et al., 2012; IMAN et al., 2013; MARACAJA et al., 2014).
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2.3 Citronela (Cymbopogon winterianus)

O oleo essencial e o extrato da planta da citronela tiveram uso iniciado na perfumaria
por volta de 1858, esses também sdo utilizados como ingredientes repelentes de insetos. No
inicio do seculo 20, a citronela foi utilizada pelo exército indiano para repelir mosquitos e em
1948 foi registrada para uso comercial nos EUA. Nos dias atuais a citronela é uma das plantas
mais utilizadas na producédo de repelentes naturais no mercado, geralmente em concentragfes
entre 5 e 10%. Os repelentes produzidos a base de 6leo essencial de citronela protegem por
cerca de duas horas. Devido a alta volatilidade dos compostos, a eficacia de repeléncia ocorre
por pouco tempo. (MAIA et al., 2011).

Cymbopogon, um membro importante da familia da grama Poaceae, inclui plantas como
capim-limao (C. flexuosus Nees ex Steud), citronela (C. winterianus Jowitt) e palmarosa (C.
martiniRoxb.), essas vem sendo cultivadas ha anos para producdo de 6leos essenciais para
industrias. Diferentes espéecies de Cymbopogon séo usadas em bebidas, alimentos, produtos
domeésticos, pesticida e fungicida. O 6leo de citronela é comumente usado em locGes repelentes
de mosquitos e em preparacdes sanitarias. (BARUAH et al., 2017).

Segundo WIJESEKERA et al. (1973) a citronela apresenta duas espécies distintas,
Cymbopogon nardus var. lenabatu (citronela do Ceildo) e Cymbopogon winterianus Jowitt
(citronela de Java), que possui folhas menores e mais largas. Ambas as espécies se originaram
no Ceildo, porém a segunda é mais detectada em Java, Haiti, Honduras, Taiwan, Guatemala e
China. A citronela é também conhecida como capim-citronela, cidrd-do-Paraguai, citronela-de-
Java e citronela-do-Ceildo. E amplamente encontrada nas regides de clima tropical, seu dleo
essencial é utilizado como antisséptico, fungicida, bactericida, antimicrobiano, acaricida e
possui acéo repelente de insetos. (MONTEIRO et al., 2012).

A citronela é uma planta perene com cerca de 0,80 a 1,20 m de altura. De cor verde-
clara com inameras raizes fortes, fibrosas e longas. As folhas séo planas, inteiras e longas com
cerca de 0,5 a 1 m de altura, apresentam aspecto curvo, como demonstra a Figura 2.1. No seu
periodo de crescimento, necessita de muitas chuvas, porém préximo a colheita 0 excesso de
agua pode afetar a qualidade do 6leo. A colheita é feita a partir do segundo ano, em cortes a 5
cm acima do solo. (CASTRO et al., 2002).
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Fonte: CASTRO et al., 2002.
Figura 2.1- Cymbopogon nardus.

As Poaceae sdo cultivadas em larga escala, estas tém crescido em importancia no Brasil
devido a grande procura pelo seu 6leo essencial, tanto no mercado interno, quanto para
exportacdo. (MARCO et al., 2007).

O 6leo extraido das folhas da planta da citronela € rico em aldeido citronelal, geraniol,
citronelol e ésteres. O citronelol é excelente aromatizante de ambientes e repelente de insetos,
além de apresentar a¢do anti-microbiana local e acaricida, jutamente com o citronelal e geraniol
produzem um aroma rosa-floral citrico. (MARCO et al., 2007; SCHERER et al., 2009).

O emprego do 6leo essencial de citronela como recurso terapéutico € muito amplo. Esse
bioativo funciona bem como antibidtico natural, regenerador da pele em feridas e queimaduras,
como repelente de insetos, enxaqueca, dores localizadas, anti-inflamatério e como sedativo do

sistema nervoso em casos de insbnia, hiperatividade, depressao e ansiedade. (LASZLO, 2015).

AGNOLIN et al. (2010) observaram a eficacia do 6leo de citronela no controle de
ectoparasitas de bovinos, onde conclui-se que a solucdo contendo 4% de 6leo de citronela,

controlou a infestacdo de carrapatos.

O oleo essencial de citronela também foi avaliado no controle de pragas em cafeeiros.
O oleo de citronela controlou a ferrugem e a cercosporiose com eficacias de 47.2% e 29,7%,
respectivamente. (PEREIRA et al., 2012).

PINHEIRO et al. (2013), analisaram a atividade inseticida do 6leo essencial de citronela
sobre F. schultzei e M. persicae. O 6leo foi obtido por hidrodestilacdo e a identificagdo dos seus



13

componentes foi realizada por cromatografia gasosa. Os componentes majoritarios encontrados
foram geraniol (28,62%), citronelal (23,62%) e citronelol (17,10%). O Gleo essencial de
citronela causou mortalidade de F. schultzei e M. persicae mostrando-se promissor para 0

desenvolvimento de inseticidas.

Segundo TAWATSIN et al. (2001) o 6leo de citronela associado a 5% de vanilina numa
pesquisa laboratorial repeliu trés espécies de mosquitos: o Aedes aegypti, o Culex quin-
quefasciatus e o Anopheles, por mais de 8 horas. Coleiras com citronela também tém sido

eficazes para afastar pulgas, carrapatos e mosquitos de cachorros. (SCHERER et al., 2009).

Apesar da eficacia do 6leo essencial de citronela ter sido comprovada por pesquisadores
ao longo do tempo, a sua alta volatilidade ainda limita o seu uso em algumas aplicagdes como
por exemplo na producdo de formulacdo repelente de insetos. Porém esse problema pode ser
resolvido com a encapsulacdo do dleo, servindo como estratégia para aumentar o tempo de
atividade destas substancias ao melhorar sua estabilidade e reduzir a volatilizagdo. A
nanoencapsulacdo possui potencialidade para diminuir as taxas de libera¢do do 6leo essencial

de citronela, prologando assim o tempo de protecéo.

Uma série de pesquisadores vem desenvolvendo trabalhos na area de encapsulacéo de
0leos essenciais com intuito de melhorar a estabilidade quimica e diminuir a volatilidade dos
mesmos. MAJI et al. (2007) e IMAN et al. (2013) microencapsularam o 6leo de Zanthoxylum
limonella, utilizando gelatina, para redugdo de volatilidade e aplicacdo em repeléncia de
mosquitos. No caso do 6leo de citronela muitos estudos sdo direcionados aos processos de

micro e nanoencapulacéo e melhora da eficacia em repelir insetos.

HSIEH et al. (2006) analisaram a possibilidade de microencapsular 6leo de citronela
utilizando quitosana como biopolimero, obtendo particulas com alta eficiéncia de
encapsulamento e tamanhos de 225 um, 131 um e 11 um a depender da velocidade de agitacdo
utilizada na homogeneizacdo. SOLOMON et al. (2012) estudaram a microencapsulacao do 6leo
essencial de citronela em gelatina utilizando a técnica de coacervagdo simples, produzindo

microparticulas com eficiéncia de encapsulamento entre 36.2—-62.8%.

SAKULKU (2009) e colaboradores produziram e caracterizaram nanoemulsfes
contendo Oleo essencial de citronela e avaliaram a atividade repelente em mosquitos. As
nanoparticulas obtiveram tempos de repeléncia variando entre 0,8 e 2,8 h. Confirmando a

competéncia protetiva de insetos do 6leo essencial de citronela.
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NUCHUCHUA et al. (2009) produziram nanoemulsdes contendo 6leo de citronela, 6leo
de manjericdo e 0Oleo de vetiver com tamanhos entre 150 e 220 nm. As nanoparticulas com

menores tamanhos tiveram maior taxa de liberacao, essas teriam maior superficie de contato.

WIDAWATI et al. (2013) estudaram a eficacia do 6leo essencial de citronela contra
larvas de Aedes aegypti, eles concluiram que microcapsulas que continham citronela possuiam

grande capacidade larvicida.

Os pesquisadores RIBEIRO et al. (2016) investigaram a funcionalizacdo de
nanoparticulas de didxido de titanio na superficie de microcapsulas poliméricas como meio para
controlar a liberagcdo de citronela encapsulada através da radiacdo solar. Os resultados
mostraram que a funcionalizac¢do das microcapsulas com nanoparticulas em sua superficie e em
seguida expondo radiacdo ultravioleta nas mesmas, aumentou a liberacdo de citronela no ar,

repelindo os mosquitos de forma eficaz.

Devido a alta potencialidade de 6leo essencial de citronela para aplicacdo em repelente
de insetos € necessario desenvolver pesquisas com intuito de avaliar a encapsulag&o do bioativo
em nanoparticulas e analisar as possiveis aplicacdes dessas. Para o tal é necessario compreender

as definigcdes e os processos de producdo que envolvem a nanoencapsulacao.

2.4 Nanoencapsulacao

A nanoencapsulacdo pode ser definida como um processo ou tecnologia responsavel
pela incorporagao ou revestimento de substancias ativas por um material protetor, essas podem
liberar seu contetido de forma controlada ou em condi¢Ges especificas, como temperatura e pH.
Entre os objetivos que podem ser alcancados com a nanoencapsulacdo destacam-se: separar
materiais reativos, controlar a liberac&o de material, reduzir a volatilidade de liquidos, mascarar
sabor amargo de substancias ativas e diminuir a dose necessaria para alcancar mesma eficiéncia
bioldgica. Os sistemas carreadores nanoestruturados apresentam tamanhos menores que 1um e
podem exibir diferentes formas dependendo dos materiais e métodos utilizados em sua
preparacdo. (SCHAFFAZICK et al., 2003; JESUS et al., 2015).

O processo de encapsulacdo produz nanoparticulas que podem ser classificadas como
nanocéapsulas ou nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composicao e organizagdo
estrutural (Figura 2.2). As nanocapsulas sdo constituidas por uma cobertura polimérica ao redor
de um ndcleo oleoso, o bioativo pode estar dissolvido no nucleo ou adsorvido na capa

polimérica. As nanoesferas, que ndo apresentam 6leo em sua composicao, sdo formadas por
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uma matriz polimérica, onde o farmaco encontra-se adsorvido. (SCHAFFAZICK et al., 2003;
MORA-HUERTAS et al., 2010).

Nanocapsulas Nanoesferas
O . O
Parede — g e, CD£ . __ Matriz
polimérica Qs A 3 £ g) a0 > 0‘0 polimérica
O O o o (B .
Nicleo—%p ~ o % B o . o
oleoso .. / O™ 0 ; O CK
o o
F.‘nmmco/ 8) b) ©) d) Farmaco

Fonte: Adaptado de SCHAFFAZICK et al., 2003.
Figura 2.2- Representacdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas:
a) farmaco dissolvido no nicleo oleoso das nanocépsulas; b) farmaco adsorvido a parede
polimérica das nanocapsulas; ¢) farmaco retido na matriz polimérica das nanoesferas;
d) farmaco adsorvido ou disperso na matriz polimérica das nanoesferas.

Dentre os materiais utilizados como carregadores de farmacos nanoestruturados €
possivel destacar os de origem bioldgica como os lipideos, peptideos e oligossacarideos; 0s
polimeros como o poliacido latico e poliacido glicolico; os baseados em silicone, como o
dioxido de silicone; os fundamentados em carbono, como os fulerenos e nanotubos e ainda

estruturas metélicas de ouro, prata e platina. (JESUS et al., 2015).

A escolha dos materiais utilizados na produgdo das nanoparticulas é de grande
importancia. O desenvolvimento de produtos com grande nimero de componentes de origem
vegetal aumenta a aplicabilidade das nanoparticulas para fins biomeédicos e cosméticos. Além
disso optar por polimeros de materiais biodegradaveis e biocompativeis reafirmam o

comprometimento com o desenvolvimento sustentavel. (LORCA et al., 2009).

Dentre os materiais que podem ser escolhidos para recobrimento dos bioativos, 0s
polimeros aparecem como boa alternativa e aplicabilidade. As nanoparticulas poliméricas séo
um potencial sistema de liberacdo de ativos, geralmente preparadas a partir de polimeros
naturais ou sintéticos, biodegradaveis ou ndo, que se apresentam toxicologicamente seguras por
participar de biodegradacdo biocompativel sendo eliminadas pelas vias metabolicas.
(SCHAFFAZICK et al., 2003). A selecdo do polimero a ser empregado é determinada pela
natureza do principio ativo que se pretende incorporar. Se este € de natureza hidrofilica,

geralmente polimeros de natureza apolar sdo utilizados e a preparacdo do sistema deve proceder
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em meio ndo aquoso. Se os principios ativos sdo hidrofobicos, como o 6leo essencial de

citronela, 0 método de preparacdo ocorre em meio aquoso. (SEVERINO et al., 2011).

O preparo de particulas poliméricas pode ser feito por diversos modos tais como
inchamento osmdético, encapsulamento de um ndo solvente, emulsdo de agua em oleo,
inchamento com um solvente, polimerizacdo em miniemulsdo e incorpora¢do de um agente
expansor. Sendo obtidas pela combinacdo de monémeros através de um grande nimero de
mecanismos de reacdo. (ROMIO et al., 2007; MACHADO et al., 2007). Fatores como a
toxicidade dos solventes empregados, facilidade de aumento de escala e eficiéncia de
encapsulamento do material desejado devem ser observados. A escolha do método de preparo
depende da natureza do polimero, do fA&rmaco e do meio de administracdo. O produto final deve

apresentar caracteristicas como:

» Estabilidade e atividade do bioativo, esse deve estar preservado para exercer a sua

funcdo farmacoldgica;
» Alta eficiéncia de encapsulamento;
+ Baixa polidispersao de tamanho, para que exista propor¢ao nas amostras;

« Perfil de liberacdo reprodutivel, as particulas apresentem sempre cinética de liberacdo

semelhante;
» NA&o apresentar agregacao ou aderéncia de particulas. (FONSECA et al., 2013).

Um material polimérico pode ser considerado como constituido por muitas partes, ou
unidades, ligadas quimicamente entre si. O monémero por sua vez € a unidade de repeticéo
utilizada para producdo desse polimero. Para que um mondmero polimerize, é necessario que
exista pelo menos duas liga¢fes quimicas ativas, podendo entdo reagir com outros mondémeros
formando polimeros com grandes cadeias. Os copolimeros sdo polimeros que apresentam mais
de um mero diferente na cadeia polimérica. (SMITH, 1998; CANEVAROLO, 2006).

Os polimeros se destacam devido a sua versatilidade estrutural, que permite diferentes
adequac0es a depender da aplicagdo. Esses podem ser naturais (biomoléculas), presentes nos
organismos vegetais ou animais como os carboidratos, lipidios e proteinas, ou sintéticos,
produzidos em laboratérios. A combinacdo de polimeros sintéticos e biomoléculas oferece

diferentes propriedades e possibilidades. Polimeros sintéticos e naturais sdo amplamente
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investigados para aplicagcGes em sistemas de liberagdo controlada. Os polimeros sdo viaveis
economicamente, de grande disponibilidade e que permitem modifica¢es quimicas, aléem de
serem biodegradaveis e geralmente biocompativeis. (PFICHOT, 2004; BENEKE et al, 2009; YI
et. al., 2009).

Polimeros biodegradaveis podem ser definidos como aqueles que sofrem degradacéo a
partir de microorganismos naturais como bactérias, fungos e algas, podendo ser consumidos
em semanas ou meses a depender das condi¢des. O termo biodegradacdo descreve 0s processos
envolvendo quebra de cadeia e modificacbes da massa molar e da solubilidade do polimero.
Processos bioldgicos, fisicos e quimicos, podem atuar na biodegradacdo. Os polimeros
biocompativeis sdo biologicamente adaptaveis, sdo livres de irritacdo, toxidade ou
hipersensibilidade. (VILLANOVA et. al., 2010; BRITO et al., 2011).

Os biopolimeros sdo polimeros usados como biomateriais. Apresentam propriedades
que geralmente interagem com sistemas bioldgicos, isso permite uma série de tratamentos como
substituicdo de orgdos e funcBes do corpo. Biopolimeros sintéticos sdo mais atrativos que
aqueles de origem bioldgica pois apresentam maior facilidade de modificacdo quimica,
tornando mais facil a manipulacéo de suas propriedades. S&o mais reprodutiveis e apresentam

comportamento mais previsivel quando comparados a materiais naturais. (TIAN et al., 2011).

Os polimeros sdo componentes fundamentais em sistemas de liberacdo controlada, é
importante entdo entender suas defini¢des e caracteristicas. Polimeros bioadesivos sdo materiais
capazes de se ligarem a camada mucosa (mucoadesivos) ou a membrana celular (citoadesivos).
A bioadesdo é utilizada para aumentar a permanéncia de um medicamento no organismo,
elevando a disponibilidade do farmaco e reduzindo as doses utilizadas. Os hidrogeis s&o
estruturas poliméricas com alta quantidade de agua, geralmente sdo produzidos a partir da
copolimerizacdo entre mondmeros ou polimeros hidrofilicos. Sdo geralmente utilizados em
formulacdes que permitem a liberacdo do ativo ap6s o contato com meio de dissolu¢do ou em
resposta a estimulos como temperatura, pH e enzimas. Ja os polimeros biomiméticos podem
interagir com o ambiente biolégico. Os polimeros bioativos sdo aqueles capazes de interagir
com receptores celulares e os terapéuticos podem se ligar a receptores especificos, presentes
em patogenos ou células. Polimeros contendo farmacos incorporados também sdo chamados de
terapéuticos. (VILLANOVA et al., 2010).
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Para o desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada, propriedades especificas

sd0 necessarias, como por exemplo a adequada solubilizacdo do farmaco, a existéncia de

respostas a estimulos especificos e a possibilidade de liberacdo das particulas poliméricas.

(SIEGWART et al., 2011).

Para escolha do tipo de material polimérico mais apropriado em determinada aplicacéo,

critérios como propriedades mecanicas, tempo de degradacdo e compatibilidade devem ser

considerados. (TIAN et al., 2011). A tabela 2.2 relne informacdes de alguns materiais

poliméricos utilizados em diversas aplicacdes.

Tabela 2.2- Principais polimeros sintéticos de uso farmacéutico e suas aplicacoes.

Acrilicos

Poli(acrilina) potassica (polimero derivado do

- - - Amberlite® (tipo IRP-88)
acido acrilico com divinilbenzeno)

Polimero derivado do acido acrilico reticulado
pelo divinilglicol

Noveon® AA-1

Poli(metacrilatos) - polimeros derivados do

acido metacrilico com metacrilto de metila, Eudragit® Plastoid®

acrilato de etila, metacrilato de butila, cloridrato Acril-EZE®
de trimetilamoniometacrilato ou Stacryl®
dimetilaminometacrilato de etila
Vinilicos

Copolimero do etileno e acetato de vinila CoTran® EVA

Homopolimero do 1-etenil-2-pirrolidinona

Poli(alcool vinilico) Elvanol® PVA

Poli(acetoftalato de vinila) (polimero derivado
de anidrido ftalico e acetato de vinila)

Copolimero metil vinil éter e anidrido maléico Gantrez®

Esteres

Poliéster alifatico (homopolimero ou
copolimero dos acidos latico, glicdlico e
hidroxicaproico)

Purasorb® Resomer®

Oxietilénicos

Poli(dxido de etileno) Polyox® Polioxirano

PVP Plasdone® Kollidon®

Sureteric® Opadry® Enteric

Resina trocadora de ions usada em comprimidos e
capsulas para prolongar a liberagdo do farmaco,
mascarar o sabor e estabilizar o principio ativo.

Agente bioadesivo capaz de aumentar o tempo de
permanéncia da forma farmacéutica no organismo.

Exibem fungdes variadas: estética, organoléptica,
estabilizadora, protetora, moduladora da liberagdo.
As vias de administragdo sdo oral, bucal, tépica,
vaginal e retal.

Empregado na fabricagdo de membranas para

sistemas transdérmicos.
Aglutinante, desintegrante e incrementador da

dissolucao.

Estabilizante de emulsdes e agente de revestimento.

Utilizado em formas transdérmicas e oftalmicas.
Usado para aumentar a viscosidade e agente de
revestimento.

Revestimentos entéricos, liberagdo controlada e
sistemas transdérmicos

Biodegradavel, utilizado na preparagédo de SLF’s
implantdveis e injetaveis.

Agente incrementador da viscosidade, aglutinante e
mucoadesivo
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Celulésicos
, . . . . Incrementadores da viscosidade em preparagdes
Polimero da hidroxipropilmetil éter de celulose Methocell® HPMC L . preparag
oftalmicas. Usado em matrizes para controlar a
. . . . Desintegrante e aglutinante para sélidos.
Hidroxipropilcelulose Hiprolose . o
Membranas para adesivos transdérmicos.
. Aquacoat® ECD Surelease® Incrementador da viscosidade, aglutinante e
Etilcelulose . ~ .
Ethocel® modulador da liberagdo de farmacos.
Acetoftalato de celulose (polimero do anidrido a 0 Aplicagdo Unica como agente de revestimento para
T p uacoa . a
ftalico e éster acetato de celulose) . comprimidos, granulos e pellets.

Carboximetilcelulose

Agente de revestimento para liberagao convencional

Acetato de celulose (polimero de celulose . ,
Acetato de celulose e modificada de farmacos. Membranas

parcialmente acetilado em diferentes graus) . , . . L.
impermedveis em sistemas osméticos.

Fonte: Adaptado de VILLANOVA et. al., 2010.

Dentre os polimeros sintéticos utilizados para recobrimento de bioativos, farmacos e
para fins biomédicos, o poli (metacrilato de metila) (PMMA) encontra ampla aplicacéo devido

as suas caracteristicas particulares como biocompatibilidade e alta resisténcia.

O PMMA é obtido pela polimerizagdo do monémero metacrilato de metila (MMA) e
caracteriza-se pela baixa toxicidade. A reacdo ocorre quando um iniciador € adicionado ao
meio, rompendo a ligagdo dupla e provocando o crescimento da cadeia (Figura 2.3). Estes
processos sdo caracterizados por atingirem conversdes proximas a 100 %, resultando em
polimeros de alta massa molar. (MENDES et al., 2012; FEUSER et al., 2014; PAIVA, 2015).
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Figura 2.3 -Representacdo esquematica da reacdo de polimerizacdo do MMA.
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A utilizagdo do PMMA é documentada desde a década de 80, seu uso foi iniciado
guando houve a descoberta da possibilidade de aumentar a hidrofilicidade das substancias com
a utilizacdo do encapsulamento. Varios farmacos vém sendo encapsulados desde entdo. A
preparacdo de nanoparticulas de PMMA é simples e os ativos podem ser encapsulados com alta
eficiéncia e aplicabilidade. Um dos maiores problemas relacionados ao uso do PMMA esta no
fato das nanoparticulas ndo serem biodegradaveis, porém as mesmas sao biocompativeis. (REIS
et al., 2006).

Inimeros estudos afirmam que o PMMA é adequado para varias aplicacdes, tais como
cimento dsseo (KAWASHITA et al.,, 2010), enchimento de tecido e outras aplicaces
biomédicas (CHEN et al., 2010). O uso de copolimeros de PMMA também vém sendo

estudados para administracdo e entrega de farmacos. (SALA et al., 2012).

Muitos farmacos foram encapsulados em PMMA utilizando diferentes técnicas de
polimerizacdo. Os primeiros ativos utilizados foram: a triamcinolone (KRAUSE et al., 1986),
ativo de longa duracdo de uso veterinario; 0 composto orgéanico sintético fluoresceina (EL-
SAMALIGY et al., 1986); a doxorrubicina ou hidroxildaunorrubicina que é um farmaco
amplamente utilizado na quimioterapia de canceres (ROLLAND et al., 1986); a pilocarpina e
timolol (HARMIA-PULKKINEN et al., 1989). (REIS et al., 2006).

LORCA et al. (2012) produziram nanoparticulas de PMMA contendo benzofenona-3
através do método de miniemulsdo. O produto obtido apresentou homogeneidade e estabilidade.
Na linha de encapsulamento de produtos naturais, LORCA et al. (2009) nanoencapsularam 6leo
de andiroba via polimerizacdo in situ em miniemulsdo, as nanoparticulas produzidas eram
estaveis e na faixa manomeétrica, reafirmando a potencialidade de utilizagdo tanto do método de
polimerizacdo in situ quanto do PMMA como polimero.

Nanoparticulas contendo praziquantel (PZQ) foram formuladas por FONSECA et al.
(2013) atraves do método de polimerizacdo in situ por miniemulsdo. Os resultaram indicaram
que a encapsulacdo de PZQ em particulas de PMMA pode ser realizada com sucesso em
diferentes condigdes experimentais, com eficiéncia de encapsulamento proximo de 100%.

A partir das informac0es relatadas acima percebe-se a potencialidade do dleo essencial
de citronela para repelir insetos transmissores de arbovirus, além da possibilidade de bioativos
serem encapsulados e serem utilizados nas mais diversas aplicacdes. Se faz necessario, portanto

avaliar as técnicas de nanoencapsulacdo aplicaveis no encapsulamento do éleo essencial de
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citronela. A polimerizacdo in situ apresenta caracteristicas atrativas para a nanoencapsulacao
do bioativo devido o processo ocorrer em uma Unica etapa, evitando gastos com etapas

posteriores e aumentando a facilidade de transposicao de escala.

2.5 Polimerizacéo in situ via emulsao

Os processos heterogéneos de polimerizacdo sdo empregados para producdo de
polimeros na forma de particulas, como polimerizacbes em emulsdo, em dispersdo, por
precipitacdo e em suspensdo. Cada processo apresenta caracteristicas particulares, visando

diferentes aplicacGes do material polimérico. (MACHADO et al., 2007).

Na polimerizacdo em emulsdo, a cadeia polimérica é iniciada em geral via radicais
livres. O mondmero é polimerizado na presenca de uma solugcdo aquosa contendo surfactante.
As formulagbes compreendem o meio dispersante, mondmero, iniciador e surfactante. As
principais vantagens em relacdo a esse tipo de polimerizacdo sdo: as elevadas taxas de
conversao e massas molares; facilidade do controle de temperatura e a possibilidade do produto
final ser usado diretamente em diversas aplicacdes sem tratamento prévio. Essas vantagens ndo
sdo encontradas simultaneamente em nenhuma outra técnica de polimerizagdo via radicais
livres (massa, solucdo e suspensdo). Como desvantagens, a dificuldade de remocdo do
surfactante do polimero final e a possibilidade de ocorrerem reacGes entre o ativo e 0
mondmero, fato que pode dificultar o controle da massa molar do polimero ou impossibilitar a
liberagédo da substancia ativa. (MAEHATA et al., 2008; PEIXOTO, 2012).

A utilizacdo da d&gua como meio dispersante traz vantagens, além de ser atdxica, possuli
condutividade térmica elevada, reduz a viscosidade do meio e permite a solubilizacdo de sais,
além de ser facilmente encontrada e possuir baixo preco comercial. As vantagens da utilizacdo
da &gua sdo ainda mais acentuadas quando o polimero é aplicado diretamente na forma de latex,

como é o caso de tintas, vernizes e adesivos. (FONSECA, 2012).

O mondmero é uma substancia organica que geralmente apresenta uma solubilidade
limitada na fase aquosa. Se 0 monémero € adicionado a um sistema que utiliza a &gua como
meio dispersante, uma emulsdo é formada. Essas podem ser do tipo 6leo em &gua (O/A), em
que a fase oleosa esta dispersa na forma de gotas na fase continua aquosa, ou agua em Gleo
(A/O), em que a fase aquosa esta dispersa na forma de gotas na fase continua oleosa.
(MCCLEMENTS, 2012).
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Os surfactantes, também chamados de emulsificantes, estdo relacionadas com a
estabilidade das gotas de mon6émero e também das particulas de polimero, sendo importantes
nas fases de nucleacéo, crescimento das particulas poliméricas e manutencédo da estabilidade
coloidal das particulas formadas. (LENZI et al., 2003). Sdo normalmente constituidos por
moléculas que apresentam simultaneamente segmentos hidrofébicos e hidrofilicos, podendo
apresentar natureza anibnica, catiénica ou ndo-iénica. Os surfactantes anidnicos sdo 0s mais
empregados nos processos industriais, como dodecil sulfato de sédio (lauril sulfato de so6dio) e
dodecil zenzeno sulfato de sddio. (ASUA, 2002).

Em geral, nos processos em emulsdo os surfactantes estdo presentes acima da sua
concentracdo micelar critica (CMC), concentragdo onde se inicia o processo de formacdo das
micelas. O aumento da concentracdo de surfactante apos este ponto tem pouco efeito na tensédo
superficial da solugéo na qual o surfactante esta presente. A concentracdo de surfactante excede
a gquantidade necessaria para cobrir completamente as grandes gotas de monémero formadas
(didmetros entre 1 — 10 um) e saturar a fase aquosa. O excesso de surfactante forma agregados,
denominados micelas, com diametros de cerca de 5 - 15 nm, que sdo inchadas com monémero.
(PEIXOTO, 2012). As micelas sdo formadas para minimizar a energia livre da solucgéo,

provocando alteragdes em suas propriedades, como a viscosidade do meio.

O surfactante utilizado na polimerizacdo em emulsdo deve ser mais sollvel na fase
aquosa; estar prontamente disponivel para adsor¢do na superficie das gotas; adsorver
fortemente e ndo ser facilmente deslocado quando duas gotas colidem; reduzir a tensdo
interfacial; gerar um potencial eletro-cinético suficiente para que as gotas em emulsdo nédo
coalesgcam e permanecam afastadas uma das outras; ser utilizado em pequenas concentragdes;

ser relativamente barato, ndo-toxico e seguro para manusear. (ASUA, 2002).

Os iniciadores utilizados nas reacfes de polimerizacdo em emulsdo sdo geralmente
soltveis na fase aquosa. No instante em que um deles é adicionado ao sistema, a decomposicdo
e a geracdo de radicais sdo iniciadas a uma velocidade que depende da natureza quimica do
iniciador, do pH do meio e da temperatura do sistema. (LENZI et al., 2003).

Os estagios do mecanismo de polimerizacdo pelo método de emulséo estdo descritos a

seguir e sdo apresentados na Figura 2.4.
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Figura 2.4 — Estagios do mecanismo de polimerizacdo pelo método de emulséo.

Estagio I (Iniciacdo):

Fonte: Adaptado de SCHORK, 2005.
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Essa é a primeira fase da polimerizacdo em emulsdo e ocorre logo apos a adicdo do

iniciador, os radicais livres sdo formados na fase aquosa. Os centros ativos (que proporcionam

o crescimento da cadeia polimérica) sdo muito hidrofilicos, portanto, ndo penetram diretamente

na fase organica. Primeiro polimerizam as moléculas de mondémero dissolvidas na fase aquosa,

que representam uma fragdo muito pequena da concentragéo total de monémero. Apos a adi¢éo

de algumas unidades de mondmero, os radicais oligoméricos se tornam hidrofébicos o

suficiente para iniciarem a nucleacédo das particulas. As gotas de monémero (1-10 pm) sdo bem

maiores que as micelas inchadas com monémero (10-20 nm). Em contrapartida, as micelas

estdo em maior quantidade que as gotas de mondmero. (LANDFESTER et al., 1999; ASUA,

2002; OLIVEIRA, 2013)
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Devido a area interfacial das micelas ser maior do que a das gotas de monémero, a
entrada de radicais nas micelas € mais provavel. Os radicais oligoméricos que entram nas
micelas encontram um ambiente rico em mondmero e, crescem rapidamente, formando uma
cadeia polimérica. Esse processo € denominado de nucleagdo heterogénea (ou nucleacéo
micelar). Particulas poliméricas também podem ser formadas quando os radicais oligoméricos
crescem na fase aquosa acima do tamanho no qual eles ainda s@o solUveis na agua e precipitam.
A cadeia polimérica precipitada é estabilizada pelo surfactante presente na fase aquosa e o
mondmero difunde para a nova fase organica, permitindo um rapido crescimento da cadeia
polimérica. Esse processo é conhecido como nucleagdo homogénea. (BARANDIARAN et al.,
2007; MITTAL, 2010; PEIXOTO, 2012).

Uma grande quantidade de emulsificante é requerida na etapa de nucleacdo para
estabilizar as particulas que estdo em crescimento e levar ao esgotamento das micelas. Apos o
esgotamento das micelas ocorre o final da nucleacdo micelar e o inicio da fase de crescimento.
O estégio de nucleacdo das particulas finaliza tipicamente em uma conversao de cerca de 5-
10%. (BARANDIARAN et al., 2007; MITTAL, 2010; PEIXOTO, 2012).

Estagio Il (Propagacdo):

Nesse estagio ocorre o crescimento da cadeia polimérica por intermédio de
incorporac@es de mondmeros as cadeias ativas. (OLIVEIRA, 2013). A fase monomerica é
consumida até que as gotas de mondmeros desaparegam na segunda etapa de reacao.
(FONSECA, 2012). O sistema é constituido por gotas de mondmero e por particulas
poliméricas. As particulas poliméricas continuam em crescimento, porém novas particulas néo
sdo nucleadas. A medida que as particulas poliméricas crescem, o monémero consumido pela
propagacdo dos radicais livres é abastecido pela difusdo de monbémero através da fase aquosa.
A principal funcdo das gotas de monémero é servir de reservatdrio de matéria-prima para a
polimerizacdo. Devido a polimerizacdo e ao transporte de monémero para as particulas, apos
algum tempo as gotas de mondémero desaparecem, marcando o fim do estagio |II.
(BARANDIARAN et al., 2007; MITTAL, 2010; PEIXOTO, 2012).

Estagio Il (Terminacdo):

No Estagio Il ocorre a perda de atividade do centro ativo, formando uma cadeia de
polimero inativa (ou morta). A etapa de terminacdo exerce grande influéncia sobre o controle

do tamanho final da cadeia polimérica formada e pode ocorrer por diferentes tipos de
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mecanismos. As particulas poliméricas continuam polimerizando o monémero que se encontra
presente nelas. Assim, a concentracdo do mondmero nas particulas diminui e,
consequentemente, a taxa de polimerizacdo também diminui. Porém, a taxa de polimerizacdo
pode apresentar um aumento antes de comecar a diminuir devido a uma diminui¢do na taxa de
terminacdo entre os radicais dentro das particulas causada pelo aumento da viscosidade interna
(efeito gel). (BARANDIARAN et al., 2007; MITTAL, 2010; PEIXOTO, 2012; OLIVEIRA et
al., 2013).

As reacdes de polimerizacdo em emulsdo seguem o mecanismo classico de radicais
livres. Por envolver espécies de alta massa molar, a etapa de terminagdo é a mais afetada pelo
aumento de viscosidade do meio. E importante ressaltar que a concentracio de agente
emulsificante é o fator preponderante para determinacdo da taxa de reacdo, jA que é a
concentracdo de tensoativo que determina quantas particulas sdo formadas. Outro ponto
importante ¢ que a massa molar € definida principalmente pela concentracdo de iniciador.
(FONSECA, 2012).

2.6 Polimerizacéo in situ via miniemulséo

Atualmente sdo conhecidas diferentes técnicas de polimerizacdo em emulsdo, dentre
elas: miniemulsdo, também conhecidos como nanoemulséo, e a microemulsdo. As principais
distingdes entre elas estdo no tamanho das gotas e na estabilidade da emulsdo. O termo
microemulsdo é geralmente usado para se referir a substancias que sdo termodinamicamente
estaveis formadas por mistura de dleo, agua, e surfactantes juntos. As misturas de 0leo, agua e
surfactante podem formar uma variedade de diferentes sistemas dependendo das condi¢des do
processo, especialmente temperatura. Uma nanoemulsdo pode ser considerada como uma

emulsdo convencional que contém particulas muito pequenas. (MCCLEMENTS, 2012).

Nanoemulsdes podem ser do tipo 6leo em agua, se 0 6leo é disperso sob a forma de
goticulas na agua, ou dgua em 0leo, se caracterizando pela agua dispersa no 6leo. A estrutura
das particulas em uma nanoemulsao é muito semelhante a encontrada numa microemulsdo. A
parte ndo polar das moléculas de surfactante se projetam no nucleo hidrofébico formado pelo
6leo, enquanto a parte polar das moléculas de surfactante projetam a fase aquosa circundante,
como demonstrado na Figura 2.5. A principal distincdo entre uma nanoemulsdo e uma

microemulsdo é a estabilidade termodindmica. Nanoemulsdes sdo termodinamicamente
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instaveis, enquanto as microemulsdes sdo termodinamicamente estaveis. (MCCLEMENTS,
2012; ANTONIETTI et al., 2002).

Goticula de microemulsao

Goticula de nanoemulsdo

Fonte: Adaptado de MCCLEMENTS, 2012.
Figura 2.5 — Estrutura de microemulsdes e nanoemuls@es produzidas a partir de 6leo, agua e
tensoativo. A estrutura das particulas em ambos os tipos de dispersdo é bastante semelhante.
Um ndcleo hidrofébico de 6leo e surfactante e um revestimento hidrofilico.

UGELSTAD et al. (1973) foram pioneiros no estudo de polimerizagdes em
miniemulsdes, descrevendo o processo de polimerizacdo em gotas de mondémero. Suas
discussdes levaram a especulacdo sobre a possibilidade de nucleacdo e polimerizacdo em

goticulas de mondmero muito pequenas durante a polimerizagdo em emuls&o.

De acordo com ASUA (2002) as miniemulsdes sdo definidas como dispersdes de
pequenas gotas de mondmero em agua, estabilizadas por um surfactante contra a coalescéncia
das gotas pela acdo do movimento Browniano (unido de duas ou mais gotas, ocorrendo a ruptura
da interface e resultando em uma gota maior) e por um co-estabilizante, para minimizar a
degradacéo difusional (Ostwald Ripening, processo no qual pequenas gotas se agrupam por
diferenca de pressdo, levando a um aumento no tamanho médio das goticulas). Uma tipica
formulacdo inclui d4gua, mon6mero, co-estabilizante, surfactante e iniciador, que pode ser

soluvel na fase aquosa ou no mondmero. O surfactante é dissolvido na agua, o co-estabilizante
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é dissolvido no monémero e ambos s&o misturados sob agitacdo. E necessario um mecanismo
de cisalhamento (homogeneizac¢do) para garantir o tamanho submicrometrico das gotas.
(LANDFESTER et al., 1999; ALVES et al., 2014).

Dentre as varias aplicacfes de materiais sintetizados por meio de polimerizacdo em
miniemulsdo estdo: 0s adesivos; revestimentos anticorrosivos e resistentes aos raios UV;
pigmentos téxteis; sistemas de distribuicdo de farmacos; quimiossensores; dispersdes aquosas
de poliolefinas; suportes de catalisadores; polimerizacdo enzimatica; materiais responsivos;
particulas fluorescentes fotossensiveis; monitores de visdo noturna; revestimentos de vidros e
ceramicas. (ASUA, 2014).

Na primeira etapa do processo de polimerizacdo em minemulsdo, pequenas gotas sao
formadas por um sistema contendo a fase dispersa: gotas de mondmero, 6leo e um co-
estabilizador (geralmente que ndo tenha afinidade com a agua) e a fase continua: fase aquosa
com um surfactante e um iniciador. O surfactante e o co-estabilizador produzem gotas de
mondmero muito pequenas. A area superficial das goticulas nestes sistemas é muito grande, e
a maior parte do surfactante € adsorvido na superficie das gotas. No processo em miniemulséo,
a etapa conhecida como iniciacdo (Estagio | da polimerizacdo em emulsdo) nao ocorre, uma
vez que as particulas foram previamente formadas e ndo existem reservatorios de monémero
livre no meio. (FONSECA, 2012).

O mecanismo de alta agitacdo, homogeneizacdo, é importante para que a dispersao
ocorra, com intuito de alcancar um estado estacionario. Na segunda etapa as gotas sao nucleadas
e polimerizadas, sem alterar suas caracteristicas. (SCHORK et al., 2005; LANDFESTER et al.,
2006). Na Figura 2.6 0 esquema do processo da polimeriza¢do em miniemulséo € demonstrado.

A homogeneizagdo mecanica das miniemulsdes pode ser obtida por diferentes métodos.
Inicialmente a agitacdo simples era utilizada como principal meio de homogeneizacao.
Posteriormente o uso de omni-misturadores e ultraturrax foi catalogado. Porém, a energia
transferida por estas técnicas nao é suficiente para obter pequenas gotas distribuidas
homogeneamente. Uma energia muito maior para a fragmentacdo de grandes gotas em
pequenas € necessaria. Atualmente a ultrasonicacdo €é usada especialmente para a
homogeneizacdo de pequenas quantidades, enquanto que micro-onduladores ou
homogeneizadores de alta pressdo sdo favoraveis para a emulsdo de quantidades maiores.
(ANTONIETTI et al., 2002).
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Figura 2.6 — Esquema do processo da polimerizagdo em miniemuls&o.

O sonicador (ultrasonicacdo) produz ondas de ultrassom que fazem com que as
moléculas oscilem sobre sua posi¢do principal. Durante o processo, a distancia média entre as
moléculas diminui, enquanto que durante a rarefacdo a distancia aumenta. A rarefagdo resulta
em uma pressdo negativa que pode causar a formacdo de vazios ou cavidades (bolhas de
cavitacdo) que podem crescer em tamanho. As ondas de choque produzidas na colisdo das
bolhas causam um problema associado ao sonicador, como mostrado na Fig. 2.7. Apenas uma
pequena regido do fluido ao redor da ponta sonicador é afetada pelas ondas de ultrassom, as
gotas de mondmero devem passar por esta regido. Portanto, quando o sonicador € utilizado,

uma fonte adicional de agitacdo é aconselhavel. (ASUA, 2002).
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Fonte: Adaptado de ASSUA, 2002.
Figura 2.7 — Esquema do processo de sonicagéo.

Existe uma variedade de outras técnicas para gerar dispersdes de polimeros, tais como
polimerizacdo em suspensado, geracao de dispersdes secundarias por precipitacdo ou emulsdo
por solvente. Essas possuem aplicacdo, porém ndo sdo muito utilizados por possuirem
desvantagens como 0 uso excessivo de surfactante, baixa estabilidade coloidal e altos custos de
processo. (ANTONIETTI et al., 2002).

A utilizagdo da polimerizagdo in situ para encapsulamento de ativos vém sendo cada
vez mais evidenciada. As nanoparticulas produzidas possuem diversas aplicacdes
farmacéuticas, biomédicas e cosméticas. Essas podem ser administradas por diferentes vias
como intravenosa, ocular, oral, intramuscular, subcutanea e cutanea. O desenvolvimento de
formulagdes com nanoparticulas incorporadas para aplicacdo na pele, por exemplo, é uma
estratégia pertinente para transportar ativos cuja acdo € a propria pele, representando uma
alternativa para superar pontos indesejados desses, como caracteristicas cinéticas. (SILVIA et
al., 2010; GUTERRES et al., 2011; CARVALHO et al., 2016).

2.7 Nanoparticulas em cosméticos para administracdo dérmica
Segundo a ANVISA os cosméticos sdo definidos como produtos preparados com
substancias naturais e sintéticas ou suas misturas, para uso externo nas diversas partes do corpo

humano com o objetivo de limpa-los, perfuma-los, protegé-los ou manté-los em bom estado.
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Os consumidores em todo o mundo estdo cada vez mais focados em salde e beleza.
Existe um interesse crescente em cosméticos confeccionados com ingredientes naturais e
funcionais, a demanda de produtos derivados de fontes naturais tem aumentado nas Gltimas
décadas. (CARVALHO et al., 2016).

Entre 2008 e 2012, o faturamento da industria global de cosméticos e higiene pessoal
cresceu 4,1% ao ano, em média. (BAIN & COMPANY, 2014). Em relacdo aos produtos
cosméticos provenientes de fontes naturais o crescimento é ainda mais acentuado. Em meados
da década de 1970, a indUstria de produtos naturais atingia montantes de US $ 2,4 bilhdes por
ano. Em 2011, seu valor atingiu US $ 91 bilhdes por ano, com taxa de crescimento de 7,4% em

relacdo ao ano anterior nas vendas globais. (CARVALHO et al., 2016).

A utilizacdo de produtos naturais vinculados a tecnologia de encapsulacdo polimérica
vem sendo evidenciada nos ultimos anos na indudstria cosmeética. Esse tipo de tecnologia, como
por exemplo a nanoencapsulacdo, permite a melhora e modificagdo das caracteristicas e
propriedades do material ativo, bem como sua protecdo, estabilizacdo e liberacdo lenta.
(CARVALHO et al., 2016).

O potencial uso dermatologico ou cosmético das nanoparticulas foi evidenciado no
inicio dos anos 90. O primeiro produto cosmético no mercado baseado em polimeros
nanoencapsulados foi langado pela empresa francesa L'Oréal em 1995. Novos métodos de
preparacdo vém sendo desenvolvidos e informacdes sobra a estrutura das nanoparticulas vem
sendo reveladas. (GUTERRES et al., 2011).

Patentes recentemente publicadas na area da encapsulamento sugerem que tanto os
setores industriais quanto académicos estéo explorando as técnicas de produgdo para preparar
cosméticos. O encapsulamento de substancias aplicadas em produtos estéticos e de cuidados
pessoais se tornou muito popular, atraente e tecnicamente viavel. A tecnologia cosmética esta
crescendo constantemente em termos de matérias-primas, agentes ativos e formulagdes, faz-se
necessario o investimento em pesquisas para desvendar os desafios relacionados aos processos

e materiais que envolvem a nanotecnologia. (MARTINS et al., 2014).

Na aplicacao dérmica particulas podem permear a pele e atingir a corrente sanguinea se
espalhando pelo corpo. Em algumas aplicacdes o objetivo é que essas particulas ndo atravessem
0 estrato corneo, devendo agir exclusivamente na parte externa da pele, como é o caso de

produtos repelentes de insetos e protetores solar. Em relagcdo aos nanoparticulas poliméricas
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esse controle de permeacéo pode ser efetuado com tamanho de didmetro das nanoparticulas. De
acordo com BAROLI (2010) apenas nanoparticulas ou nanomateriais cujas dimensdes sao
abaixo de 36 nm podem ser capazes de serem absorvidos atraves das linhas lipidicas trans-

epidérmicas, trans-foliculares ou poros aquosos.

ALVAREZ-ROMAN et al. (2004) efetuaram um estudo onde nanoparticulas de estireno
com diametro entre 20 e 200 nm. As nanoparticulas foram aplicados na pele por um tempo
méaximo de 2 horas. As particulas com 20 nm se acumularam mais profundamente no foliculo
piloso (aberturas foliculares) quando comparadas com as particulas de maior tamanho. Porém
as particulas em geral foram incapazes de atravessar o estrato corneo e foram recuperados na

superficie da pele.

Essa distribuicdo de ativos cosméticos na pele € influenciada por muitos fatores. Estes
incluem o tamanho da molécula, a lipofilicidade do componente, o tipo de formulacéo, o estado
fisico da epiderme e os componentes relacionados a pele e suas barreiras. (VERMA et al.,
2003).

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, consiste em uma complexa estrutura em
camadas, que forma uma barreira entre o corpo e o ambiente exterior. Esta barreira permanece
ligeiramente aberta e permeavel ao ambiente para permitir pequenas transferéncias de calor e
de massa. A pele é estruturada em trés camadas, a epiderme, a derme e a camada subcuténea
hipoderme (Figura 2.8). A camada externa da epiderme, cobre toda a parte externa do corpo, é

a barreira limitante da absorcdo percutanea. (VERMA et al., 2003).
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Fonte: Adaptado do BAROLLI, 2010
Figura 2.8 -Representacdo esquematica em corte transversal da pele.

O Estrato cdrneo, localizado na epiderme e a composicdo da pele protegem o corpo do
ambiente externo, minimizam as radiaces UV e dissipam calor através da transpiracao.
(BAROLLI, 2010).

Compreender como as barreiras da pele influenciam na permeacéo dos cosméticos com
nanoparticulas embutidas € de suma importancia. Assim como o estudo dos parametros
envolvidos nas formulacdes dessas nanoparticulas e na incorporacdo das mesmas em emulsdes
cosméticas. A industria cosmética continua a investir em pesquisa e no desenvolvimento de
produtos inovadores para satisfazer as necessidades dos crescentes consumidores ao redor do

mundo.

2.8 Considerac0es finais

A alta volatilidade dos componentes do 0leo essencial de citronela resulta em curta
duracdo de repeléncia contra mosquitos. O periodo de protecdo pode ser melhorado

desenvolvendo formulacGes contendo nanoparticulas poliméricas com o 6leo incorporado.

A técnica de polimerizacdo in situ via miniemulsdo se mostra promissora para aplicacdo
em questdo por ter a possibilidade de criar dispersdes coloidais contendo particulas pequenas.

Os principais desafios relacionados a nanoencapsulacdo dos 0leos essenciais estéo relacionados
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a modificacdes que podem ocorrer na estrutura do bioativo, interferindo nas propriedades do

mesmo.

Muitos compostos nanoestruturados ja foram utilizados para producdo de sistemas de
liberacdo de farmacos. As formulas desenvolvidas para aplicacdo no mercado cosmético

possuem grande potencialidade econdmica.

O presente estudo pretende avaliar a possibilidade de nanoencapsulagdo do Oleo
essencial de citronela através do método de polimerizacao in situ via miniemulsao utilizando o
metacrilato de metila como mondmero, de forma a prover discussfes através da investigacdo

dos produtos obtidos.
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Capitulo 3

3.0 Materiais e Métodos
Neste capitulo, encontra-se uma descricdo detalhada dos materiais, equipamentos e

metodologias empregadas para o desenvolvimento desta pesquisa, estando incluidas sinteses e

caracterizacdes fisico-quimicas dos produtos obtidos.

3.1 Reagentes:

e Acetato de vinila (VACc), fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99% de pureza, usado
como mondmero nas reacdes de polimerizagéo;

e Acetona P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,5% de pureza, usada para
limpeza das vidrarias;

e Agua desmineralizada, usada como meio reacional da polimerizaco, no preparo das
solucBes de persulfato de potéssio e lauril sulfato de sodio, assim como na anélise de
distribuicdo de tamanho de particulas;

o Citronelal, fornecido pela Citral Frangace and Flavors Ingredients, utilizado como
padrdo nas analises de Cromatografia Gasosa;

e Crodabase®, fornecida pela Croda do Brasil, usada como base auto-emulsionante e
emoliente para cremes e logbes O/A, INCI: Cetearyl Alcohol, Ceteareth 20, Mineral Oil,
Lanolin Alcohol, Petrolatum;

e Etanol P.A,, fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,8 % de pureza, usado no
preparo das solugdes de leitura no espectrofotometro UV-Vis e limpeza de vidrarias;

e Etileno glicol P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99,5% de pureza, usado
como fluido refrigerante no banho de resfriamento do condensador de refluxo do reator de
polimerizacgéo;

e Glicerina, fornecida pelo laboratorio de farmaco técnica da faculdade de farmacia da
UFBA, utilizada como umectante e doador de viscosidade a fase aquosa do sistema emulsivo;

e Heptano, fornecido pela Aldrich, utilizado como solvente nas analises de eficiéncia de
encapsulamento;

e Hexadecano (HD), fornecido pela Sigma-Aldrich, com 99% de grau de pureza, usado

como co-estabilizante;
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e Hexano, fornecido pela Aldrich, utilizado como solvente nas analises de eficiéncia de
encapsulamento;

e Hidroquinona, fornecido pela Vetec Quimica Fina, utilizada como inibidora de
polimerizacdo nas anélises de conversao polimerica;

e Lauril sulfato de sodio (LSS), fornecido pela Vetec Quimica Fina com 98% de pureza,
usado como agente emulsificante nas reacdes de polimerizacao;

e Metacrilato de metila (MMA), fornecido pela SIGMA ALDRICH, usado como
mondmero nas reacdes de polimerizacao;

e Metilparabeno (Nipagim), fornecido pelo laboratério de farmaco técnica da faculdade
de farmécia da UFBA, utilizado como conservante;

e Oleato de decila (Cetiol V), fornecido pelo laboratorio de farmaco técnica da faculdade
de farmécia da UFBA, utilizando como emoliente;

e Oleo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus), fornecido pela FERQUIMA
com 99% de pureza, utilizado como bioativo.

e Oleo mineral, fornecido pelo laboratdrio de farmaco técnica da faculdade de farmécia
da UFBA, utilizando como emoliente;

e Peroxido de benzoila (BPO), fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99% de pureza
em base seca, usado como iniciador nas reacdes de polimerizacdo em massa;

e Persulfato de potassio (K2S20g), fornecido pela Fluka Chemie com 97% de pureza em
base seca, usado como iniciador nas reagdes de polimerizacdo em miniemulséo;

e Propilparabeno (Nipazol), fornecido pelo laboratorio de farmaco técnica da faculdade
de farmécia da UFBA, utilizado como conservante;

e Tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc,

utilizado nas andlises de GPC como fase mdvel e na solubilizacdo das amostras.

3.2 Equipamentos e Acessorios:

e Analisador de tamanho (Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS), utilizado
para analise de tamanho de particulas através do método de espalhamento de luz;

e Analisador térmico (Perkin Elmer, modelo STA-6000), utilizado para testar o
comportamento térmico das nanoparticulas poliméricas;

e Balanca analitica Celtac FA2104N, com incerteza experimental de 3x10, utilizada para
pesagem de reagentes, capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210 g;

e Banho Ultra termostatico SL- 152/18 com faixa de temperatura de -10°C até 100°C;
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e Calorimetro diferencial de Varredura, SHIMADZU modelo DSC-60, utilizado para as
anélises de termogravimetria;

e Centrifuga Solab SL-700, utilizada para analise de estabilidade;

e Congelador/freezer Dako, utilizado para analise de estabilidade;

e Cromatdgrafo de Permeacdo em Gel (Viscotek, modelo GPC Max VE 2001), utilizado
para determinar massas moleculares dos polimeros produzidos;

e Cromatdgrafo Gasoso (SHIMADZU, modelo GC-2010), utilizado para determinar o0s
compositos do 6leo essencial de citronela e quantificar a eficiéncia de encapsulamento;

e Equipamento de metalizagdo de amostras (Denton Vacuum modelo DESK V), utilizado
para analise em MEV;

e Espectrofotdmetro UV-VIS (Perkin-Elmer, modelo Lambda 35), utilizado nas analises
de eficiéncia de encapsulamento;

e Espectrometro (Nicolet 6700 Thermo Fisher Scientifc Inc., Massachusetts, USA) com
detector MCT/B Smart Orbit, resolucéo 4 e 128 varreduras (64 varreduras de fundo), utilizado
para as analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier;

e Estufa Nova Etica (440-D), utilizada para a secagem dos polimeros;

e Homogeneizador de alta presséo (Artepecas, modelo APLAB-10 - 1.000 Bar), utilizado
no preparo das miniemulsdes empregadas nas reagdes de polimerizacao;

e Microscopio eletrénico de varredura (JEOL modelo LSM-6460LV e LSM-6610LV),
utilizado para analises de morfologia das nanoparticulas poliméricas;

e Microscopio dptico binocular Olympus (CX 31), utilizado nas caracteriza¢Bes da
emulsdo cosmética;

e Mini-reator de vidro (EasyMaxTM 102 - Mettler Toledo) com capacidade de 100 mL,
utilizado para a realizacdo das reacGes de polimerizacdo através no método de miniemulséo,
reator encamisado com aquecimento elétrico, controle de temperatura conduzido por termopar,
equipado com agitador mecanico e condensador;

e Misturador IKA RW 20, utilizado para homogeneizar e emulsificar as solugdes;

e Placa de agitacdo (IKA, modelo C-MAG HS7), utilizada para homogeneizagédo e
aquecimento das solucdes;

e Placas de vidros com diferentes massas, utilizadas para investigacdo de espalhabilidade
in vitro;

e Refratdmetro optico do tipo ABBE modelo Q767B, podendo medir indices de refragdo

variando de 1,300 a 1,700 com incerteza experimental de 3x107;
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e Texturometro TA XY EXPRESS, utilizado para andlise de textura.

e Ultrassom (Eco-Sonics, modelo Q3.8/25A) utilizado nas analises de eficiéncia de
encapsulamento;

e Vortex MIXER LABNET, utilizado para analise de estabilidade.

3.3 Métodos

3.3.1 Avaliagéo da solubilidade do bioativo em metacrilato de metila

Na primeira etapa do estudo de solubilidade entre monémeros e o 6leo essencial de
citronela, amostras foram preparadas com diferentes concentra¢des massicas (0, 5, 10, 15, 20%)
de bioativo utilizando o metacrilato de metila ou acetato de vinila como solvente. Uma placa
de agitacdo foi empregada para auxiliar na homogeneizacao das solucdes. As amostras foram

avaliadas visualmente e através de medidas em refratbmetro oOptico.

O indice de refracdo é uma das propriedades fisicas mais importantes das solugdes. Ao
medir o indice de refracdo de uma solugdo binaria, € possivel determinar a composicdo da
solucéo e verificar a intensidade das interagdes moleculares presentes. (HUANG et al., 2015).
Sistemas em equilibrio sdo determinados com a medida do indice de refra¢do (1) da solucdo,
quando a medida de 1 ndo sofre mais alteragdo chega-se ao ponto de saturacao da solugéo, entdo
se pode prever a solubilidade da solugcdo em questdo. A IUPAC define solubilidade como: a
anélise da composicao de uma solucdo que é saturada por um dos componentes da solugdo. O
termo saturado implica no equilibrio com respectivo processo de transferéncia de fases de
liquidos em outros liquidos. (TOMKINS et al., 2003).

O estudo experimental foi conduzido nas temperaturas de 18°C, 25°C e 38°C com o
objetivo de analisar tanto o comportamento da solubilidade em relacéo a concentragdo méssica

guanto em relacéo a temperatura.

A Figura 3.1 apresenta os equipamentos utilizados para as analises de solubilidade entre
bioativo e mondmeros.
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Figura 3.1- Refratdmetro de bancada utilizado para analises de indice de refracéo.

3.3.2 Producéo de particulas poliméricas

A producdo das particulas poliméricas foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa
testes preliminares de polimerizacdo em massa foram efetuados em tubos de ensaio com o
objetivo de avaliar a possibilidade de polimerizacdo dos mondémeros MMA e VAc na presenca
do 6leo essencial de citronela (Apéndice B). Baseado nos resultados promissores o0 MMA foi

escolhido como mondmero na etapa posterior.

Na segunda etapa, a técnica de polimerizagdo em miniemulsdo foi escolhida para
producdo das nanoparticulas poliméricas. O procedimento experimental adotado foi baseado
nos trabalhos de FONSECA et al. (2013), LORCA et al. (2012), PAIVA (2015) e PEIXOTO
(2012). A quantidade de bioativo foi variada em 0%, 2,5%, 5%, 10% e 15% em relacdo a

porcentagem de mondmero utilizada nas reacdes.

A metodologia experimental da reagdo de polimerizacdo in situ, utilizando o 6leo

essencial de citronela como bioativo, através do metodo de miniemulséo ocorre em trés etapas:
1) Preparo das Solugdes

Inicialmente foi pesada 64g de &gua desmineralizada e uma aliquota de
aproximadamente 15 mL foi separada para solubilizar 0,8g de iniciador hidrofilico, o persulfato
de potassio. A solucdo contendo o persulfato de potassio foi mantida sob agitacdo magnética
por 5 minutos a 40 °C. A quantidade de &gua restante, adicionou-se 0,64g de lauril sulfato de
sodio e agitou-se por cinco minutos com auxilio de uma barra magnética para a completa

solubilizacéo da solucdo. Posteriormente, os reagentes da fase organica foram pesados. O 6leo
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essencial de citronela (0, 5, 10 e 15% m/m) foi solubilizado no monémero (16 g) juntamente

com o hexadecano (0,329).
2) Preparo da miniemulsao

A fase organica, composta da solucdo de mondémero, biotivo e co-estabilizante, foi
vertida na fase aquosa sob agitacdo durante quinze minutos. A miniemulséo foi, entdo,
homogeneizada em sonicador (homogeneizador de alta pressdo a 20% de poténcia) durante 5
minutos.

3) Reacéo de polimerizacao

A emulsdo preparada (item 1 e 2) foi adicionada ao reator e mantida sob agitacdo
mecénica de 500 rpm. Quando a temperatura atingiu o valor de 80°C, a solucdo de persulfato
de potassio, preparada inicialmente, foi adicionada ao reator (inicio da reacdo de
polimerizacdo). ApoOs duas horas, reduziu-se a temperatura para 30°C e a agitacdo foi
interrompida. As particulas de PMMA formadas foram retiradas do reator e armazenadas em
frasco reagente.

Foram realizadas reacdes com 0%, 2,5%, 5%, 10% e 15% da concentracdo massica de
citronela em relacdo ao mondémero, a concentracdo de monémero permaneceu a mesma (30%

em massa do total). Em todas as reacgdes as trés etapas foram repetidas.

As etapas do processo de polimerizacgdo in situ estdo esquematizadas na Figura 3.2. Nas
Figuras 3.3 e 3.4 sdo mostrados esquema e imagem da unidade reacional da polimerizacdo

usada no experimento.
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Figura 3.2- Esquema das etapas de reacdo de polimerizacdo in situ pelo método de
miniemulsao.

As quantidades utilizadas e as condi¢cfes reacionais empregadas em todas as reacdes
estdo descritas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Quantidades e condi¢des experimentais utilizadas na producdo de nanoparticulas
poliméricas atraves do método de polimerizacao in situ.

Fase Organica

Reagentes Funcao Quantidade (g)
MMA Monodmero 30% em massa do total: 16,0
Hexadecano Co-estabilizante 2% em massa do monémero: 0,3

0% em massa do monémero: 0,0

2,5% em massa do monomero: 0,4

Citronela Bioativo 5% em massa do monomero: 0,8
10% em massa do mondémero: 1,6

15% em massa do mondémero: 2,4

Fase Aquosa

Reagentes Funcao Quantidade (g)
Agua destilada Meio reacional 70% em massa do total: 64,0
LSS Estabilizante 1% da fase aquosa: 0,6
K,S,04 Iniciador 1% em massa do total: 0,8
Agitacdo: 500 rpm Tempo:2h

Temperatura: 80°C
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Fonte: Adaptado de PEIXOTO, 2012.
Figura 3.3- Esquema da unidade reacional de polimerizagcdo em miniemulsao.

i ; K ‘ :
Figura 3.4- Imagem da unidade reacional de polimerizagdo em miniemuls&o.

3.4 Caracterizacéo das particulas polimericas

3.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

O principio de um microscopio eletrénico de varredura consiste em utilizar um feixe de
elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra e transmitir o sinal do
detector a uma tela catddica. O sinal recolhido pelo detector € utilizado para modular o brilho
do monitor, permitindo a observacdo. A profundidade méaxima de deteccdo, portanto, a

resolucdo espacial, depende da energia com que estas particulas ou raios atingem o detector, ou
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sdo capturadas pelo mesmo. A Figura 3.5 apresenta um desenho esquematico do funcionamento
do microscopio eletrénico de varredura. (DEDAVID et al., 2007; STOKES, 2008).

fonte de elétrons

v

-
i] lente condensadora

I I/ deflector

—

lente objetiva

amosta flé%‘?_r =

detector

microscopio eletronico de varredura

Fonte: Adaptado de DEDAVID et al., 2007.
Figura 3.5- Desenho esquematico do funcionamento do microscopio eletronico de varredura.

Um microscépio eletrénico de varredura da marca JEOL (modelo LSM-6610LV),
equipado com filamento de tungsténio, operando com tensdo maxima de 50 kV foi utilizado
para anélises morfoldgicas das nanoparticulas. Para a realizagdo das analises as amostras foram
previamente preparadas por dois métodos, descritos abaixo, e posteriormente metalizadas com

ouro através de equipamento Denton Vacuum (modelo DESK V).

e Método 1: Apds as reacbes de polimerizacdo, o latex contendo as nanoparticulas
poliméricas foi levado para secar em estufa de circulacio da marca Nova Etica (modelo 440-
D) por cerca de 72 horas. Posteriormente, com auxilio de cadinho, as particulas foram
maceradas e uma pequena quantidade colocada em fita condutora de carbono para metalizacédo

e analise em MEV.

e Método 2: Apos as reacOes de polimerizacdo amostras do latex foram diluidas, numa
proporcao de 1mL para 25 mL de agua destilada. Uma aliquota da solucéo foi gotejada em fita
condutora de carbono e colocada para secar por 24 horas em temperatura ambiente,

posteriormente as amostras foram metalizadas e analisadas em MEV.
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3.4.2 Analise Gravimétrica

Analise gravimétrica € um método de analise quimica quantitativa indireta da massa em
que o constituinte procurado é separado e pesado. (ENCYCLOPEDIA BRITANNICA, 2016).

Durante a reacao de polimerizacdo aliquotas foram retiradas nos tempos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 45, 60 e 120 minutos e colocadas em recipientes previamente pesados, com adi¢do de
hidroquinona (Figura 3.6) que atua como inibidor da reacdo de polimerizacdo. As amostras
foram secas em estufa de circulacio da marca Nova Etica (modelo 440-D) por pelo menos 72

horas, até que ndo houvesse variagcdo na massa.

Figura 3.6- Capsulas utilizadas para secagem de aliquotas nas analises de conversdo pelo
método de gravimetria.

O célculo de conversdo foi efetuado segundo a Equacéo 3.1.

(Mp—Mc)—Mh
" (Ma-Mc-Mh) .@ *

100 Equacéo 3.1

X : Conversdo, em porcentagem.

Mp: Massa em gramas do polimero seco, contendo as massas da capsula e da solucéo
de hidroquinona seca.

Mc: Massa em gramas da capsula.

Mh: Massa da solugéo de hidroquinona.

Ma: Massa em gramas da amostra retirada do reator de polimerizacdo, contendo as
massas da capsula e da solugdo de hidroguinona.
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¢: Razdo massa organica (composta pela massa do co-estabilizante, bioativo e

mondmero) sobre massa total.

3.4.3 Distribuicéo de diametro das particulas

Para analisar a distribuicdo de didmetro das particulas produzidas a técnica de
espalhamento de luz foi utilizada. A técnica de espalhamento de luz consiste na analise das
flutuacdes de intensidade da luz espalhada em um determinado angulo. Essa analise fornece
informaces sobre 0 movimento da particula, movimento este que € a causa das flutuacdes da
intensidade. A analise dessas flutuacOes de intensidade resulta na verificacdo do tamanho de
particula utilizando relagdes como a de Stokes-Einstein. (SCHARTL, 2007).

Um analisador de tamanho da marca Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS
foi utilizado para analisar os didmetros das nanoparticulas de PMMA com diferentes
concentraces de bioativo (6leo de citronela). O procedimento de preparo das amostras
consistiu em adicionar uma gota da emulsdo de nanoparticulas em cubeta contendo

aproximadamente 4mL de agua destilada.

3.4.4 Cromatografia de Permeacdo em Gel — GPC

A Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) é também conhecida como
Cromatografia por Exclusdo de Tamanho (SEC) ou Cromatografia de Gel de Filtracdo (GFC).
E uma técnica cromatografica que separa moléculas dissolvidas com base no seu tamanho. Uma
solucdo com o polimero a ser analisada é bombeada através de uma coluna recheada com um
gel poroso. Este gel possui uma porosidade com dimenses tais que permite que as cadeias
poliméricas entrem neles, excluindo as cadeias maiores. Ao penetrarem nos poros, as cadeias
menores percorrem um caminho maior que as cadeias maiores, atrasando-se em relacéo a estas.
Ao final da coluna de separacgdo, cadeias de massa molar maior serdo eluidas primeiro, sendo
seguidas pelas cadeias menores. Ao final os detectores fazem a determinacdo quantitativa das
cadeias poliméricas. (CANEVAROLO, 2002).
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O mecanismo de separagdo é mostrado na Figura 3.7. Esta apresenta como amostras de
diferentes diametros podem ser excluidas completamente, parcialmente, ou ndo penetrar nos

pOros.
JJVJ\’\’\— Cadeia polimérica
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Fonte: Adaptado de AGILENT TECHNOLOGIES, 2015.
Figura 3.7- Funcionamento de GPC, sistema de separacdo de cadeias poliméricas.

Para a realizacdo das analises os polimeros foram dissolvidos em tetrahidrofurano
(THF), cerca de 9mg de polimero seco foi previamente pesado e diluido em 3mL de THF. As
andlises foram realizadas a 40 °C, numa vazao constante de 1,0 mL/min de fase moével (THF).
Um Cromatografo de permeacdo em gel da marca Viscotek (modelo GPC Max VE 2001),
equipado com um detector refratométrico da marca Viscotek (modelo VE 3580) e um conjunto
de colunas lineares da marca Shodex (modelos KF-48 804L e KF-805L) com tamanhos
maximos de poro de 1,5x10° e 5x10° A foram utilizados para analise por GPC de PMMA com

diferentes concentragdes de 0leo essencial de citronela.

3.4.5 Eficiéncia de Encapsulamento — Espectroscopia UV/Visivel

Espectroscopia € um termo geral para a ciéncia que lida com interacdes de varios tipos
de radiacdo com a matéria, baseia-se em medidas de absorcdo. A quantidade de luz absorvida
pela amostra é medida e relacionada com a concentracdo do analito. A absor¢éo de radiacéo
eletromagnética por parte de moléculas e atomos estd normalmente associada a transicoes
eletrénicas. A absorcdo da radiacdo UV-Visivel se deve ao fato das moléculas apresentarem
elétrons que podem ser promovidos a niveis de energia mais elevados mediante a absorcao de
energia (Figrua 3.8) (SKOOG et al., 2008).
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Figura 3.8- Espectro Eletromagnético.

A técnica de espectroscopia foi utilizada para as analises de eficiéncia de
encapsulamento do 6leo essencial de citronela nas nanoparticulas de PMMA. As analises foram
efetuadas em espectrofotometro UV-VIS (Perkin-Elmer, modelo Lambda 35). Inicialmente
uma varredura foi realizada com o 6leo essencial de citronela puro. O pico méximo de absorcao
do bioativo foi A =236 nm. Partindo-se do principio que o etanol é soltvel no éleo essencial de
citronela e insoltvel no PMMA, uma extracao foi executada com o intuito de retirar todo o 6leo
essencial encapsulado e posteriormente, a partir da medida de absorbancia, quantificar o

mesmo.

Uma curva de calibracdo foi previamente desenvolvida com diferentes concentracdes

do bioativo em etanol (1 a 16 g/L) e esta demonstrada no Apéndice A (Figura A.1).

Uma determinada massa de nanoparticulas foi pesada e adicionada a etanol para
extracdo do Oleo de citronela encapsulado. Em seguida, a dispersao foi posta em ultrassom
durante 10 minutos e, posteriormente, filtradas em membranas com poros de 0,45 um. A andlise
dos espectros foi efetuada no comprimento de onda maximo de absorc¢éo para posterior calculo
de concentracdo do bioativo usando a equacéo obtida da curva de calibragéo e posteriormente

a eficiéncia de encapsulamento foi averiguada.
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3.4.6 Cromatografia Gasosa — GC

A cromatografia gasosa (GC) é uma técnica de separacdo e analise de misturas por
interacdo dos seus componentes entre uma fase estacionaria e uma fase movel. A fase movel
ou gés de arraste ndo interage com a amostra, apenas a carrega. A amostra € injetada e arrastada
pela fase mdvel através da coluna que contém a fase estacionaria onde ocorre a separacao da
mistura. As substancias separadas saem da coluna e passam por um detector que gera um sinal
elétrico proporcional a quantidade de substancias separadas na coluna. (FELIZZOLA et al.,
2014; MCNAIR et al., 2009).

Para determinacdo dos compositos do 6leo essencial de citronela um Cromatdgrafo
Gasoso (SHIMADZU, GC-2010), coluna ZB-5 foi utilizado. Nitrogénio foi empregado como
gas de arraste numa taxa de 40 mL min‘*, hidrogénio em uma taxa de 40 mL min e ar sintético
a 400 mL mint. A temperatura foi mantida em 60°C durante 1 minuto chegando a 200°C numa
taxa de 15°C mint. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 240°C. O
citronelal (componente majoritario do éleo de citronela) foi solubilizado em hexano e utilizado
como padrdo. Uma curva de calibracdo com diferentes concentracdes (1, 2, 10, 20, 30 ppm)

previamente construida foi utilizada e estd demonstrada no Apéndice A (Figura A.3).

Para as analises de eficiéncia de encapsulamento do bioativo nas nanoparticulas de
PMMA foi utilizado um Cromatdgrafo Gasoso (SHIMADZU, modelo GC-2010) acoplado a
Espectro de Massa (CG/MS). O Cromatografo era equipado com uma coluna apolar Agilent
Technologies (modelo HP-5MS) com 30m x 0,250 mm. Hélio foi utilizado como gas de arraste
numa taxa de 6,5 mL min, a taxa de entrada na coluna foi de 1,46 mL min e a taxa da purga
5 mL min. A temperatura foi mantida em 50°C durante 2 minutos chegando a 140°C numa
taxa de 10°C min™ e posteriormente a 310°C numa taxa de 25°C min?, sistema Splitless. As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 240°C. (SOLOMON et al., 2012;
IMAN et al., 2013; MAJI et al., 2006). O citronelal foi utilizado como padrao para construcdo
das curvas de calibracdo com diferentes concentragdes (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,1,0,2,05e 1
ppm) (Apéndice A, Figura A.2). O heptano foi escolhido como solvente por possuir uma boa
solubilidade no dleo essencial de citronela e no citronelal e contemplar as especificacfes técnica

da coluna do Cromatdgrafo Gasoso.

Inicialmente uma solugcdo mae de 2 mg/mL de citronelal foi preparada em heptano.

Posteriormente essa solucédo foi diluida em diferentes concentracdes. Essas foram injetadas no
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GC/MS para producdo de curvas de calibracdo que relacionam a concentragao do ativo por area

dos picos.

Determinada massa de nanoparticulas secas (em p0) foram utilizadas para o preparo de
solugdes em hepano. Essas solucGes passaram por Ultrassom durante 1 hora. As solugdes foram
filtradas com filtros milipore e entdo injetadas em GC/MS para analise de concentracdo, a partir
da curva de calibracdo, e posterior calculo eficiéncia de encapsulamento. (SOLOMON et al.,
2012).

3.4.7 Espectroscopia no Infravermelho (IR) com Transformada de Fourier
- FTIR

A técnica de IR se baseia no fato das ligacGes quimicas das substancias possuirem
frequéncias de vibracgéo especificas, correspondentes a niveis de energia diferentes, chamados
niveis vibracionais. As frequéncias vibracionais sdo observadas quando luz no comprimento de
onda do espectro do infravermelho é incidida sobre as amostras criando uma impresséao digital
dos grupamentos constituintes. Existem dois tipos de vibracdes moleculares: alongamento e
flexdo. Uma vibracdo de alongamento € um movimento ritmico ao longo do eixo de ligacéo, de
modo que a distancia interatdmica est4d aumentando ou diminuindo. Uma vibragdo de flexdo
consiste numa alteracdo no angulo de ligacéo entre &tomos em relacdo ao restante da molécula.
Por exemplo, as vibrac6es de torcdo e oscilacdo. O objetivo da espectroscopia de absor¢éo no
IR é a determinagdo dos grupos funcionais de um determinado material, como cada grupo
absorve uma frequéncia caracteristica 0 espectrograma permite caracterizar 0s grupos
funcionais de um padrdo ou de um material desconhecido. (BURNS et al., 2008;
SILVERSTEIN et al., 2005).

As amostras de nanoparticulas de PMMA com diferentes concentracdes de oleo
essencial de citronela foram analisas em Espectrometro (Nicolet 6700 Thermo Fisher Scientifc
Inc., Massachusetts, USA), resolugéo 4 e 128 varreduras. A varredura foi feita entre 500 e 4000

cmL. Os espectros foram obtidos com auxilio do acessdrio cristal ATR.

3.4.8 Andlise Termogravimétrica — TGA

A termogravimetria é a técnica de analise térmica em que a variacdo de massa da
amostra € determinada como uma funcdo da temperatura, ou tempo de aquecimento, utilizando
um programa controlado de temperatura. A aparelhagem € constituida basicamente por

termobalanca, uma espécie de forno elétrico e balanca de precisdo. (PIGNATELLO, 2013).
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A degradabilidade térmica do Oleo essencial de citronela, assim como das
nanoparticulas de PMMA com e sem o bioativo, foi realizada através de equipamento Perkin
Elmer (modelo STA-6000), na faixa de 50 a 700 °C. A taxa de aquecimento foi de 10 °C/min.
O nitrogénio foi utilizado como gas de purga a uma vazdo de 20 mL/min. O objetivo da analise
do 6leo essencial de citronela puro foi de determinar a temperatura em que se inicia 0 processo
de degradacéo para fixar os paramentos das reacdes de polimerizagdo a fim de evitar a perda
das caracteristicas do material. Em relacdo as analises das nanoparticulas a observacdo da

degradabilidade pode dar respostas sobre a possivel interacdo do polimero com o bioativo.

3.4.9 Calorimetria Exploratéria Diferencial — DSC

A calorimetria exploratéria diferencial é uma técnica que possibilita avaliar os
fendmenos energéticos, fisicos e quimicos produzidos durante o agquecimento (ou resfriamento)
de uma substancia. Essa técnica possibilita medir o fluxo de calor diferencial entre a amostra e
um material de referéncia termicamente inerte em funcdo da temperatura ou tempo de
aquecimento sob um programa controlado de temperatura. A amostra e o material de referéncia
sdo mantidos aproximadamente a mesma temperatura durante o experimento. Podem-se
determinar as variacdes de entalpia; as mudancas de calor especifico e a temperatura de eventos
endo e exotérmicos. (PIGNATELLO, 2013).

A andlise de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi utilizada para verificar se
ocorre interacao entre o bioativo e o polimero nas diferentes formulagdes de nanoparticulas. As
amostras analisadas foram de PMMA, déleo essencial de citronela e das nanoparticulas

poliméricas contendo diferentes concentracGes de bioativo.

As analises foram efetuadas em equipamento da marca SHIMADZU modelo DSC-60.
Foram utilizadas 2 mg com controle de temperatura em uma faixa de 0 a 550 °C, a uma taxa de

aquecimento de 10 °C/min, sob atmosfera de nitrogénio.
3.5 Ensaios de permeacdo com membrana sintética em celulas de Franz

E necessario analisar a permeacdo da formulacdo cosmética e a difusdo do farmaco nas
camadas da pele apds a aplicagdo topica. O estudo de permeacdo é um método que pode ser
utilizado para caracterizar o desempenho de formulas cosméticas semi-solidas. O método é
baseado numa ceélula de difusdo de cdmara aberta (Célula de Franz) equipado com uma

membrana que pode ser artificial (acetato de celulose, que é hidrofilica) ou bioldgica (pele de
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coelhos, ratos, porco, humana obtida de autopsias ou de cirurgia pléstica). O produto teste é
colocado no lado superior da membrana na cdmara doadora da célula de difusdo e um fluido de
amostragem, solucdo receptora capaz de criar uma condicdo de ndo saturacdo do sistema
dindmico e que é designada como condicdo sink, é colocado no outro lado da membrana numa
célula receptora. A difusdo da formulacao teste é monitorada através das amostras coletadas no
fluido receptor. (SILVA et al., 2010; FDA, 1997).

Os ensaios de liberacdo foram conduzidos utilizando célula de difusdo tipo Franz com
area difusional de 3,5 cm? e camara receptora com volume de 10 mL (Figura 3.9). As amostras
foram colocadas numa membrana de acetato de celulose (tamanho de poro de 0,45 um). Cerca
de 100 mg de amostra foram colocadas na célula doadora em contato com a membrana. A célula
doadora foi tampada durante o experimento. O compartimento receptor continha heptano como
solucéo receptora que sofreu agitacdo constante e teve a temperatura mantida em 30° C com
auxilio de placa agitadora. Ap6s 15 minutos a primeira aliquota foi coletada (ImL). E
necessario o reabastecimento do meio receptor (heptano) em cada intervalo de amostragem com
0 mesmo volume da aliquota que foi retirada, ou seja, 1 mL. Posteriormente nos tempos de 45,
90, 150, 240, 360 e 1440 minutos foram retiradas amostras para analise. O experimento durou

24 horas no total. As analises foram realizadas em duplicata. (SOLOMON et al., 2012).

Compartimento doador

Formulacio a ser testada  —"

Membrana b
Coleta

Entrada e saida de agua \ N (‘ —1 |

. -~ 2 _‘ o L
Circulagio de dgua \ ~/ Agitador magnético

Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2010.
Figura 3.9- Célula de difuséo de Franz.
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3.6 Formulacéo, Incorporacéo e ensaios de estabilidade da emulsdo cosmeética

De acordo com a legislacao vigente, férmulas cosméticas sdo produtos para uso externo
destinados a protecdo ou ao embelezamento das diferentes partes do corpo, tais como cremes

de beleza, méscaras faciais e solu¢Bes cremosas. (ANVISA, 2004).

FormulagGes cosméticas foram desenvolvidas com objetivo de gerar um creme de
melhor performance para acdo repelente. Emulsdo se caracteriza como forma farmacéutica
semissolida formada por uma fase lipofilica e uma fase hidrofilica, conttm um ou mais
principios ativos dissolvidos ou dispersos em uma base apropriada e € utilizada, normalmente,
para aplicacdo externa na pele ou nas membranas mucosas. Diferentes bases comerciais foram
testadas para fazer parte da formulacdo cosmética repelente, a base cosmética comercial
escolhida para ser utilizada na formulacdo a Crodabase®, fornecida pela SR Brasil matérias-

primas, apresentou caracteristicas favoraveis a aplicacdo em questao.

3.6.1 Formulacéo:

O sistema emulsionado tipo éleo em agua (O/A) escolhido possui formulacdo baseada
na 22 Edicdo do FORMULARIO NACIONAL (2012) da Farmacopeia Brasileira. Esse possui
caracteristicas pertinentes a aplicacdo em questdo, como boa espalhabilidade e estabilidade
fisica. Na Tabela 3.2 esta a formulacdo desenvolvida para preparacdo da emulsdo cosmeética.

Tabela 3.2- Formulacdo desenvolvida para preparo de emulsdo cosmética (O/A).

Fase Oleosa

Reagentes INCI Quantidade (%) Quantidade (g)

Alcool cetearilico, 6leo
Crodabase® mineral, alcool de 15 60
lanolina, petrolato

Cetiol V® Oleato de decila 2 8
Oleo Mineral Oleo mineral 4 16
Nipazol® Propilparabeno 0,05 0,2

Fase Aquosa

Reagentes INCI Quantidade (%) Quantidade (g)
Agua destilada Agua 73,8 295,2

Glicerina Glicerina 5 20

Nipagim® Metilparabeno 0,15 0,6

Total 100 400
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Para preparacdo do sistema emulsionado cosmético, os reagentes foram devidamente
pesados em béqueres. As fases aquosa e oleosa foram preparadas separadamente. A fase aquosa
foi levada ao aquecimento primeiramente. Quando esta chegou a temperatura de 50°C a fase
oleosa também foi levada a placa térmica. Quando as duas fases chegaram a temperatura entre
70-75°C, a fase oleosa foi vertida na fase aquosa e levada ao misturador. A agitacéo foi efetuada
a uma velocidade de 300-320 rpm, durante cerca de 10 minutos até a formacao de uma emulsdo
consistente. Apds esse periodo a emulsdo cosmética esta pronta e deve ser armazenada em local

fresco e protegido de luz solar.

3.6.2 Incorporacdo das nanoparticulas poliméricas na emulsdo cosmética

Cerca de 400g da emulsdo tipo O/A foi produzida. Essa foi reservada e dividida em 5
partes. A incorporacao ocorreu de forma simples com o auxilio de uma balanca analitica e um
misturador a temperatura ambiente. Foi incorporado ao creme cosmético 10% p/p de
nanoparticulas poliméricas. As nanoparticulas de PMMA contendo 0%, 5% e 10% de Gleo
essencial de citronela foram utilizadas além préprio éleo essencial de citronela livre. A emulséo
cosmética sem incorporacdes também foi empregue a nivel comparativo, como controle, nos

ensaios de estabilidade.

3.6.3 Ensaios de estabilidade acelerada na emulsdo cosmética

Estudos foram conduzidos com o objetivo de analisar a estabilidade das formulacGes
cosméticas. Os ensaios de estabilidade seguiram os protocolos estabelecidos pelo guia de
estabilidade de produtos cosméticos elaborado pela ANVISA. (ANVISA, 2004).

O estudo da estabilidade de produtos cosméticos fornece informacgdes que indicam o
grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condi¢fes a que possa estar sujeito.
Variaveis relacionadas a formulacdo, ao processo de fabricacdo, ao material de
acondicionamento e as condi¢cdes ambientais e de transporte podem influenciar na estabilidade
do produto. Em geral existem dois tipos de estudo de estabilidade. O estudo de estabilidade
preliminar, também conhecido como teste de triagem ou de curto prazo, tem como objetivo
orientar na escolha das formulagdes. Geralmente é realizado na fase inicial do desenvolvimento
do produto e com duracao reduzida. Devido as condi¢Bes em que é conduzido, este estudo ndo
tem a finalidade de estimar a vida Gtil do produto, mas sim de auxiliar na triagem das

formulacdes. O estudo de estabilidade acelerada, também conhecido como estabilidade normal
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ou exploratoria, fornece dados para prever a estabilidade do produto, tempo de vida util e

compatibilidade da formulacdo com o material de acondicionamento. (ANVISA, 2004).

Foram realizados estudos de estabilidade acelarado com duracdo reduzida. Empregou-
se condi¢bes de temperatura com o0 objetivo de acelerar possiveis reacdes entre seus
componentes e 0 surgimento de caracteristicas especificas. Amostras da emulsdo cosmética
(O/A) formulada foram colocadas em tubos de ensaio tampados. Apo6s cada analise, uma
pequena aliquota era retirada para observacdo em lamina fotografica. As etapas conseguintes
aconteciam com o0s mesmos tubos. Somente as analises de espalhamento in vitro foram
realizadas em aliquotas do sistema emulsionado que ndo passaram pelo procedimento de

envelhecimento acelerado.

3.6.3.1 Teste de centrifugacéo

A formulagdo cosmética se trata de uma emulsdo que tem como caracteristica particular
a instabilidade termodindmica. A centrifuga induz a separacdo de fases da emulsdo cosmética
que deve permanecer estavel. A amostra foi centrifugada durante 40 minutos a uma velocidade
de 1500 rpm e durante 10 minutos numa velocidade de 3500 rpm. Foram realizadas analises

em microscopia optica com aumento de 4x, 10x e 40x com posterior fotomicrografia.

3.6.3.2 Teste em Vortex

O Vortex € um equipamento que promove movimento circular, serve para simular o
transporte em que as formulas cosméticas sofrem no deslocamento de produtos. Os tubos
sofreram acdo do Vortex durante 10 minuto em velocidade média. Foram realizadas analises

em microscopia dptica com aumento de 4x, 10x e 40x com posterior fotomicrografia.

3.6.3.3 Ciclo gelo-degelo

As amostras foram submetidas a abaixamento de temperatura quando colocadas em
Congelador/freezer durante 24 horas e posteriormente a temperatura ambiente por mais 24
horas, caracterizando um ciclo. O total de 3 ciclos foram utilizados para analise gelo-degelo,
logo 6 dias foram necessarios para completar a observacdo. Foram realizadas analises em

microscopia optica com aumento de 4x, 10x e 40x com posterior fotomicrografia.
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3.6.3.4 Alteracao luminosa

A radiacdo luminosa pode alterar significativamente a cor e o0 odor do produto e levar a
degradacéo de componentes da formulacdo. As amostras foram submetidas a luz solar durante

6 dias. Observagdes visuais foram efetuadas para analisar aspecto de cor.

3.6.3.5 Determinacdo da espalhabilidade in vitro

Uma placa suporte de vidro (20 cm x 20 cm) posicionada sobre papel milimetrado foi
utilizada para determinacdo da espalhabilidade das amostras. (Figura 3.10). Uma placa de
molde circular também de vidro com didmetro de 20 cm e espessura 0,2 cm, com orificio central
de 1,0 cm de diametro, foi colocada sobre a placa suporte. A amostra foiintroduzida pelo orificio
da placa molde, que foi retirada e substituida por uma placa de vidro de massa conhecida. Apds
0 periodo de 1 minuto foi efetuada a leitura dos didmetros abrangidos pela amostra. Com o
auxilio da escala milimetrada, as posi¢des vertical e horizontal foram analisadas e o didmetro
médio foi calculado. Este procedimento foi repetido diversas vezes com a substituicdo das
placas de vidro por outras de maior massa em intervalos de 1 minutos. No total 7 placas foram
utilizadas. Os resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em funcdo do peso
adicionado. As analises foram realizadas em triplicata. Testes estatisticos ANOVA (p<0,05) e
TUKEY para comparacGes multiplas foram realizados para comprovacdo de significAncia
estatistica. A equacdo 3.2 foi utilizada para os célculos de espalhabilidade e a equacdo 3.3
utilizada para célculo do fator de espalhabilidade de cada amostra. (BORGHETT] et al., 2006;
DAUDT et al., 2008).

d?mn
4

Ei (max) = Equagio 3.2

Ei (max) : Espalhabilidade méxima da amostra para um determinado peso (mm?).

d: Diametro médio (mm).

_2E «
Ef = s Equacéo 3.3

Ef : Fator de Espalhabilidade (mm?/g).
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E : Somatorio da Espalhabilidade das amostras para um determinado peso (mm?).

m: Somatorio das massas das placas (g).

e o «

Figura 3.10- Placas utilizadas para analise de espalhabilidade in vitro.

3.6.3.6 Textura in vitro

As andlises de textura foram efetuadas num Texturdmetro TA XY EXPRESS, em
triplicata, com o objetivo de quantificar as caracteristicas das formulacdes cosméticas contendo
as nanoparticulas poliméricas incorporadas. Tubos contendo as amostras foram colocadas num
suporte e um probe foi inserido nas mesmas para efetuar as medidas. Os parametros analisados
pelo Texturémetro nas formulagdes cosméticas foram a adesividade e dureza. O Texturdmetro
é uma ferramenta que fornece dados quantificaveis, precisos e repetitivos.
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Capitulo 4

4.0 Resultados e Discussao

O presente capitulo discute sobre os resultados encontrados em rela¢éo ao estudo prévio
de solubilidade entre os mon6émeros e bioativos, producéo e caracterizacao das nanoparticulas,

assim como a incorporacao na base cosmeética.
4.1 Caracterizacdo do 6leo essencial de citronela

O oleo essencial de citronela foi caracterizado quanto a composi¢do quimica,
estabilidade térmica e solubilidade em mondmeros para assegurar seu uso nas reacdes de

polimerizagéo.
4.1.1 Composigdo do 6leo essencial de citronela

O perfil cromatogréafico do 6leo essencial de citronela foi obtido e analisado conforme
mostrado na Figura 4.1. O perfil cromatografico mostrou que o 6leo apresenta uma série de
compostos dentre os quais o citronelal aparece como componente majoritario com tempo de
retencdo entre 7 e 8 minutos. A quantificacdo do 6leo de citronela, neste trabalho, foi realizada
baseado na quantidade do citronelal presente no 6leo em comparagdo com o padrdo. Para tal,
uma curva de calibracdo previamente construida foi utilizada demonstrada no Apéndice A
(Figura A.3).

A partir das andlises dos resultados pode-se afirmar que existe 41,74% do composto
citronelal no 6leo essencial de citronela utilizado. Este resultado é semelhante ao encontrado
por outros pesquisadores. SILVEIRA et al. (2012) estudaram a composicao quimica e atividade
antibacteriana do 6leo essencial de citronela através de GC/MS e afirmaram em seus estudos
que a composicdo do citronelal no 6leo analisado foi de 41,8% e que existem cerca de 20
substancias no bioativo. SAKULKU et al. (2009) afirmaram em sua pesquisa referente a
caracterizacdo e atividade repelente de nanoemulsdo de 6leo de citronela que o bioativo
continha cerca de 40,04% de citronelal em sua composicao, conforme analises de GC/MS. Em
contrapartida ANDRADE et al. (2012) analisaram, também através de GC/MS, dleo de

citronela e encontraram, em sua composicao, 47,12% de citronelal.
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Figura 4.1- Cromatograma do 6leo essencial de citronela (representado na cor rosa) e do
padrao citronelal (representado na cor preta).

4.1.2 Estabilidade térmica do 6leo essencial de citronela

O comportamento termogravimétrico do 6éleo essencial de citronela foi analisado e o
perfil obtido & mostrado na Figura 4.2. A analise termogravimétrica indicou que a degradacéo
térmica do 6leo se inicia acima da temperatura de 100°C. Esse resultado assegura que o 6leo
permanece estavel nas condicdes reacionais da polimerizacéo in situ sem sofrer degradacgéo ou
perda de suas caracteristicas quimicas, uma vez que as reacdes de polimerizacdo ocorrem a
80°C.
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Figura 4.2- Analise termogravimétrica (TGA) do 6leo essencial de citronela.

Estes resultados estdo de acordo com as pesquisas realizadas por SANTOS et al. (2015)
e BEZERRA et al. (2016), que também evidenciaram que a degradacao do 6leo essencial de

citronela é iniciada ap6s a temperatura de 100°C.

4.1.3 Estudo de solubilidade entre mondmeros e bioativo

O estudo de solubilidade entre os mondmeros e o 6leo essencial de citronela foi efetuado
de forma qualitativa e dividido em duas etapas. Na primeira etapa, uma analise visual foi
realizada no intuito de observar a formacdo de fase Gnica ou duas fases. Neste caso, a interacao
entre 0s monémeros, metacrilato de metila (MMA) e acetato de vinila (VACc), e o 6leo essencial

de citronela foi observada.

A segunda etapa do estudo envolveu a analise de solubilidade através do indice de
refracdo. Nessa fase, analisou-se apenas 0 monémero MMA, uma vez que este se mostrou mais
promissor para realizagdo das reagOes de polimerizagdo em miniemulsdo. Outras substancias
terapéuticas também foram analisadas em relacdo a solubilidade em MMA e VAc (Apéndice
C).
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Os resultados mostraram, visualmente, que o 6leo essencial de citronela, apresentou
solubilidade/miscibilidade (Unica fase) nos dois monémeros em diferentes concentracdes

massicas.

O estudo refratométrico foi efetuado com influéncia da temperatura e da variacdo da
concentracdo massica para averiguar a solubilidade do bioativo no MMA. O 6leo de citronela
se mostrou muito solivel no monémero, sendo dificil identificar um ponto de saturacdo da
solucdo. Os indices de refracdo do 6leo essencial de citronela puro a 18°C, 25°C e 38°C foram
respectivamente: 1,4640, 1,4630 e 1,4590, valores que convergem com os encontrados na
literatura. (BRITISH PHARMACOPEIA, 2009). Os valores de indices de refracdo parao MMA
puro a 18° 25° e 38° respectivamente foram de: 1,4115, 1,4110 e 1,4170, esses possuem
conformidade com as especificacBes técnicas fornecidas pelos produtores. (SIGMA
ALDRICH, 2017). A Figura 4.3 e 4.4 mostram os valores do indice de refracdo do 0Oleo de
citronela com MMA a diferentes temperaturas e concentragdes.
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T A 38°C
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Fracdo massica do dleo essencial de Citronela (%)

Figura 4.3- Valores de indice de refracdo do 6leo essencial de citronela a 18°C, 25°C e 38°C,
influéncia da concentragdo méssica e temperatura.
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Figura 4.4- Valores de indice de refracdo a 18°C, influéncia da concentracéo.

Na Figura 4.3, observa-se uma diminuicdo no valor do indice de refracdo a medida que
a temperatura aumenta. Quando a temperatura aumenta 0s espacos intermoleculares se
estendem, consequentemente a luz passa com uma maior velocidade diminuindo assim o indice
de refracdo, que é inversamente proporcional a velocidade de propagacao da luz no meio. A lei
de Snell-Descartes evidencia essa explicacdo. (TABOADA et al., 2005; KAO et al., 2009;
RIOBOO et al., 2009; TAN et al., 2015).

Na Figura 4.4, observa-se um acréscimo no valor do indice de refragdo (1) a medida que
a concentracio massica do 6leo de citronela é aumentada. A medida que a concentragio de
bioativo aumenta na solugdo, o valor do indice de refracdo sofre uma variacdo progressiva

tendendo ao valor do 6leo puro (com (1) maior que 0o MMA).

O estudo de solubilidade se mostra bastante relevante na escolha da técnica utilizada na
realizacdo de reacGes de polimerizacdo. De maneira geral, em processos de producdo de
particulas poliméricas via polimerizacdo in situ, a capacidade de carga e a eficiéncia de
encapsulacdo das nanoparticulas sdo maiores, quanto maior for a solubilidade do principio ativo
no mondmero. (SOUTO et al., 2011; WESS-ANGELI et al., 2010).

4.2 Producéo de particulas poliméricas via polimerizacao in situ

As reacOes efetuadas com 0 mondmero acetato de vinila tiveram tempo total de reacéo

de 4 horas, devido a conversdo desse monémero ocorrer de forma mais lenta. Os experimentos
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realizados com o VAc ndo produziram latex estdvel em nenhum momento, ao final formavam-
se duas fases imisciveis. Diante desse resultado, 0 mondmero VVAc foi totalmente descartado e
as polimerizacGes seguintes foram efetuadas somente com o MMA, onde a temperatura foi
ajustada em 80° C, a velocidade de reacao fixada em 500 rpm e o tempo total de reacdo em 2
horas. Esses valores foram baseados em estudos no estado da arte e definidos para a aplicacéo
em questdo. (PEIXOTO, 2012; LORCA et al., 2012; FONSECA et al., 2013; PAIVA, 2015).

Os valores em massa do monémero (MMA), iniciador (K2S208), surfactante (LSS) e
co-estabilizante (HD) permaneceram inalterados nas reacGes de polimerizacdo com MMA, de
modo que apenas a concentragcao massica do bioativo sofreu variacdo. O objetivo foi de analisar
a influéncia do oleo essencial de citronela no processo de formacdo das nanoparticulas

poliméricas.

As reacdes de polimerizacdo conduzidas com MMA levaram a formacdo de um latex
estavel que ndo apresentou separacdo de fases ao longo de pelo menos 6 meses. Porém,
observou-se 0 aumento da viscosidade do latex durante o tempo de armazenamento, sendo que
essa caracteristica se mostrou mais acentuada nas amostras em que continham maior quantidade
de dleo de citronela. LORCA (2012) e FONSECA (2012) afirmam em seus estudos que esse
tipo de emulsdo possui estabilidade por cerca de seis meses quando armazenadas em

temperatura ambiente.

As nanoparticulas produzidas nessa etapa foram caracterizadas quanto a conversdo
polimérica, a morfologia, a distribuicdo média de tamanho, as propriedades moleculares e a

eficiéncia de encapsulamento, alem da anélise de interacao bioativo/polimero.
4.3 Caracterizagdo das nanoparticulas poliméricas
Nesse topico sdo apresentadas as analises de caraterizagdo realizas nas nanoparticulas

poliméricas com 6leo essencial de citronela.

4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

A técnica de microscopia eletronica foi utilizada para as analises morfoldgicas das
nanoparticulas poliméricas de PMMA contendo diferentes quantidades de dleo essencial de

citronela.
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As fotomicrografias evidenciam a formac&o de estruturas esféricas com distribuigdes de
tamanhos relativamente homogéneos, caracteristica geralmente esperada em reacdes de
polimerizacdo em miniemulsdo. Porém, observa-se uma aglomeracdo das nanoparticulas que
pode estar vinculada a metodologia de preparo das amostras para andlise em MEV, onde o latex
é seco em estufa de circulacdo, posteriormente macerado e metalizado. Nas Figuras 4.5 e 4.6
as analises das nanoparticulas contendo diferentes concentragdes de 6leo essencial de citronela
s&o demonstradas.

SEM HV: 20.0 kV ‘ WD: 14.98 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 4.15 ym ‘ SEM MAG: 50.0 kx | 1pum
Det: SE iDa(e(mIdIy): 10/27/116 COPPE/UFRJ

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.11 mm VEGA3 TESCAN|
View field: 13.8 ym | SEM MAG: 15.0kx | 2pm
Det: SE Date(m/dly): 10/27/16 COPPE/UFRJ

Figura 4.5- Microscopia Eletronica de Varredura das nanoparticulas de PMMA contendo:
(@) 2,5% e (b) 5% de dleo essencial de citronela.

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.20 mm | | | VEGA3 TESCAI SEM WV 200V WD: 15.20 mm
View field: 6.92ym SEM MAG: 30.0kx 2pm View fedd: 231 pm  SEM MAG: 900 kx 500
Det: SE Date(m/dly): 10/27/16 COPPE/UFRJ Det: SE Date(mvadiy): 1027114

Figura 4.6- Microscopia Eletronica de Varredura das nanoparticulas de PMMA contendo:
(@) 10% e (b) 15% de oleo essencial de citronela.
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Na tentativa de melhorar a visualizacdo da superficie das particulas uma segunda
metodologia de preparo foi testada, método 2 do item 3.3.1, porém a mesma ndo obteve um
resultado favoravel.

Na Figura 4.7 a superficie das particulas pode ser mais bem visualizada. Essas imagens
confirmam a formac&o de nanoparticulas esféricas com caracteristicas de nanocéapsulas, parede

polimérica e um interior oco.

WD10mm SS35 x2,500 10pm
UME - IF/ UFBA 0004

Figura 4.7- Microscopia Eletronica de Varredura das nanoparticulas de PMMA.

4.3.2 Analise Gravimétrica

A analise de gravimétrica foi efetuada com objetivo de analisar as taxas de conversao
nas reacdes de polimerizacao.

A Figura 4.8 apresenta o comportamento reacional das polimerizagdes in situ do PMMA
pelo método de miniemulsdo. Observa-se que todas as reagdes possuem altas taxas de
conversao, chegando a 100% até o final de duas horas de reacdo, reafirmando a alta capacidade
de polimerizacdo do MMA.

Nas reacdes com MMA puro, a conversdo chegou a uma taxa de 70% ainda nos 5
minutos iniciais. Essa caracteristica do PMMA de possuir altas taxas de conversdo é
evidenciada na literatura. (LORCA et al., 2012; FONSECA et al., 2013; COSTA et al., 2016).

As reacdes com a presenca de bioativo obtiveram uma taxa de conversdo ainda mais alta nos
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momentos iniciais. As emulsdes, que continham 2,5% de citronela, apresentaram taxa de

conversao de 90% nos primeiros 5 minutos, 20% a mais do que o PMMA puro.
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Figura 4.8- Taxas de conversdo das polimeriza¢Ges de PMMA pelo método de polimerizagao
in situ.

O aumento pronunciado das conversdes nas rea¢des que continham o 6leo essencial de
citronela pode estar associado ao aumento de viscosidade do meio e ao efeito gel, caracteristicas
relacionadas as polimerizagdes com MMA. (FONSECA et al., 2012; PEIXOTO, 2012). O
efeito gel se caracteriza pelo aumento da viscosidade, pela reducdo da constante cinética de
terminacdo e 0 consequente aumento da taxa de polimerizacdo. (CHEN et al., 2009; LORCA,
2012). O fato do 0leo essencial de citronela ter muita afinidade com o MMA também pode ser

associado ao aumento da conversdo na reacdo de polimerizacéo.

4.3.3 Distribuigdo de Tamanhos de Particulas

As analises de diametro medio e distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas foram
efetuadas com latex obtido nas reagdes de polimerizacdo apos a producao e apos quatro meses
de armazenamento, com o objetivo de analisar a estabilidade das emulsdes. As amostras foram
estocadas em frascos de vidro ambar a temperatura ambiente. Foram analisadas as
nanoparticulas de PMMA puro e com diferentes porcentagens massicas de 0leo essencial de

citronela nas formulagdes.
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Na Tabela 4.1 estdo apresentados os resultados dos didmetros médios das particulas ap6s

a producdo, calculados a partir da média ponderada das medidas realizadas.

Tabela 4.1- Distribuicdo de diametro médio das nanoparticulas obtidas em diferentes reacdes.

PMMA 69,80 £5,56 0,119
PMMA + Citro (2,5%) 69,01 £1,46 0,177
PMMA + Citro (5%) 72,54 £1,27 0,181

PMMA + Citro (10%) 366,76 £22,45 0,680

PMMA +Citro (15%)  374,37+29,56 0,879

As reacgdes de polimerizacdo de PMMA apresentaram tamanho médio de particula 69,80
+ 5,56 com polidispersdo de 0,119 (Figura 4.9). As andlises, em triplicata, mostraram-se

reprodutiveis.

As nanoparticulas contendo 2,5% e 5,0% de oleo essencial de citronela em sua
formulacdo apresentaram distribuicdo unimodal (Figura 4.10) com baixo indice de
polidispersdo (Pdl: 0,177 e 0,181 respectivamente).
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Figura 4.9- Distribuicdo de diametro médio de particulas das amostras de PMMA.
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Figura 4.10- Distribuicdo de didmetro médio de particulas das amostras de PMMA com 2,5 e
5 % de 6leo essencial de citronela na formulagéo.

Quando a concentracdo do 6leo passou para 10% e 15% (m/m) em relacdo ao
mondmero, as faixas de didmetro aumentaram significativamente e as particulas apresentaram
uma distribuicdo bimodal (Figura 4.11) acompanhada de altos indices de polidispersdo. A
polidispersdo das particulas aumentou a medida que a concentracdo massica do bioativo cresceu
(PdlI: 0,680 e 0,879 respectivamente).
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Figura 4.11- Distribuicdo de tamanho de particulas das amostras de PMMA com 10 e 15 % de
0leo essencial de citronela na formulagéo.
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A maior concentracdo de bioativo atua na viscosidade do meio reacional e no tamanho
das gotas, influenciando, consequentemente, no diametro das particulas. Para modular o
tamanho final das particulas poliméricas e reduzir o indice de polidispersédo, é necessario ajustar

as formulagbes quanto a quantidade de estabilizante e as velocidades de agitacéo.

Como demostrado por SCHAFFAZICK et al. (2003), vérios estudos tém sido
desenvolvidos para a avaliacdo dos principais fatores que afetam o didmetro das particulas de
sistemas nanoestruturados. A composicdo e 0 método de preparacdo das nanoparticulas sao
fatores determinantes no didametro médio e na polidispersdo das particulas. No caso das
nanocéapsulas um fator importante que influencia o didmetro das particulas é a natureza do 6éleo
utilizado como nuacleo. Os resultados sdo atribuidos as diferencas de viscosidade,

hidrofobicidade ou tensdo interfacial das substancias empregadas.

Em relagdo ao método escolhido, na polimerizagdo in situ, a presenca de farmacos ou
bioativos pode alterar o diametro médio das particulas, uma vez que esse, assim como o tipo de
tensoativo empregado, podem interferir na sintese e deposicdo das cadeias oligoméricas
formadas. (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A estabilidade fisica das nanoparticulas foi avaliada apds 4 meses de armazenamento.
Anéalises de didmetro médio foram efetuadas e estdo demonstradas na Tabela 4.2 e Figura 4.12.
Através das analises, observou-se um aumento no didmetro médio das particulas contendo 2,5
e 5,0 % de 6leo essencial de citronela, assim como valores mais elevados de polidispersao. Os
resultados mostraram a baixa estabilidade fisica das particulas nas emulsdes. Apesar de ndo
haver separacdo de fases, o efeito Ostwald Ripening no latex é notorio, devendo haver alteracdo
na formulacdo principalmente relacionada as concentragdes de estabilizante e condic¢Ges de
homogeneizagdo. As formulagdes com 10 e 15% de citronela ndo apresentaram uma variagao
de tamanho significativa ao longo do tempo, embora os valores de polidispersividade tenham

se mostrado elevados.

NUCHUCHUA et al. (2009) estudaram a estabilidade de nanoemulsdes contendo 6leo
essencial de citronela, manjericdo e vetiver e perceberam que os didmetros médios das
particulas aumentaram ap0s dois meses de armazenamento. Os autores ndo observaram
separacdo de fases. Apesar do aumento no didmetro das nanoparticulas e da evidente

instabilidade fisica, as mesmas obtiveram aplicabilidade para o caso em questdo, apresentando
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acao repelente de insetos e tempo de protecdo variando entre 1,5-4,7 h, de acordo com o tipo

de formulacéo e técnica de homogeneizacado utilizada.

Tabela 4.2- Distribuicdo de diametro médio das nanoparticulas obtidas em diferentes reacfes
apos 4 meses de preparacao.

PMMA 630,23 £67,04 0,381
PMMA + Citro (2,5%) 268,46 + 38,62 0,534
PMMA + Citro (5%) 856,22 + 88,35 0,602
PMMA + Citro (10%) 314,39 +44,24 0,809
PMMA + Citro (15%) 323,24 £30,03 0,729
900,00 856,22
750,00
630,23
600,00
450,00 366,76 374,37
314,39 323,24
268,46
300,00
150,00 69,80 69,01 72,54
0,00
PMMA PMMA + Citro PMMA + Citro PMMA + Citro PMMA + Citro
(2,5%) (5%) (10%) (15%)
W Apds producgdo Ap0s 4 meses de armazenamento

Figura 4.12- Distribuicdo de didmetro médio das nanoparticulas poliméricas apés a produgéo
e apos 4 meses de armazenamento.

4.3.4 Propriedades moleculares — GPC

As anélises de Cromatografia de Permeacéo em Gel foram efetuadas com o objetivo de
obter informacdes sobre as propriedades moleculares das nanoparticulas poliméricas

produzidas.
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Os resultados, apresentados na Tabela 4.3, sé&o provenientes das reagOes de
polimerizacdo in situ de PMMA com diferentes concentracBes de 6leo essencial de citronela e
mostram os valores de Mn (massa molar numérica media), Mw (massa molar ponderal média)
e IP (indice de polidispersdo). Foi observado que a massa molar ponderal média (Mw) sofre um
decaimento com o aumento da concentracdo do 6leo essencial de citronela nas reagoes (Figura
4.13). Tal resultado sugere que um ou alguns componentes do 6leo podem atuar como agente
de transferéncia de cadeia. O Oleo essencial de citronela possui diferentes constituintes
incluindo monoterpenos e moléculas com duplas ligagdes (ANDRADE et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2010). As duplas ligac6es dos 6leos vegetais podem reagir com os radicais
livres presentes nas reacdes de polimerizagdo ou mesmo atuar como agente de transferéncia de
cadeia, diminuindo as taxas de polimerizacao e reduzindo consequentemente 0s nimeros das
massas molares das cadeias, que refletem nas propriedades dos polimeros. (GUO et al., 2008;
BLACK et al., 2011).

COSTA et al. (2016) estudaram o comportamento das taxas de polimerizacdo em
reacbes com MMA conduzidas pelo método de miniemulsdo com a presenca de 6leos vegetais
e afirmaram que a presenca das duplas ligagbes nos 6leos diminui as taxas de polimerizacdo
uma vez que essas atuam como agentes de transferéncia. Os autores observaram que, quanto
maior a porcentagem de duplas ligacdes no 6leo, menores sdo as taxas de polimerizagdo. Os
resultados das massas molares apresentadas aqui corroboram com as declaraces acima. A
medida que a concentracdo do 6leo essencial de citronela é aumentada, os pesos moleculares
sofrem decréscimo, provavelmente porque os radicais poliméricos reagem com as duplas
ligagdes dos componentes do 6leo essencial de citronela formando radicais de baixa reatividade,
diminuindo a massa molar do polimero produzido. (CARDOSO et al., 2013).

Tabela 4.3- Resultados de GPC das reacGes de polimerizacdo de PMMA com diferentes
concentracfes massicas de 0leo essencial de citronela.

PMMA 142,39 418,51 2,94
PMMA + Citro (2,5%) 91,86 268,85 2,93
PMMA + Citro (5%) 69,16 181,38 2,62
PMMA + Citro (10%) 60,43 152,02 2,52

PMMA + Citro (15%) 41,15 118,83 2,89



70

O efeito gel e vitreo que geralmente ocorre nas polimerizacdes de MMA, também
explicam a diminuicao das massas molares. No efeito vitreo a constante cinética de terminagéo
diminui devido a reducdo da mobilidade das moléculas de monémero num meio muito viscoso.
Como consequéncia ocorre a reducdo das massas molares médias das cadeias formadas.
(MACHADO et. al., 2007).

300

PMMA +Citro (2,5%)

280 PMMA + Citro (5%)
PMMA +Citro (10%)

—&— PMIMA + Citro (15%)

220

Mw 102 (Daltons)
)
()]
o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tempo (min)

Figura 4.13- Disposicao das massas molares ponderais médias das diferentes reacdes de
polimerizagdo in situ de PMMA contendo distintas concentragdes de 6leo essencial de
citronela.

Na Figura 4.14 uma andlise do diametro médio das particulas pode ser efetuada em
relagio & massa molecular polimérica. A medida que a concentracdo de 6leo de citronela
aumenta nas formulagdes das reacfes de polimerizagdo, os didmetros médios das particulas
sofrem um acréscimo. Inversamente, os valores das massas moleculares decrescem. Quando a
concentracdo de bioativo nas formulagdes aumenta, as gotas possuem um aumento gradativo
nos diametros de particula. Esse comportamento é percebido em todas as reacGes com a
presenca de citronela, comprovando a possibilidade do 6leo interagir com os radicais
poliméricos e provavelmente interferir nos valores de tensdo interfacial, podendo provocar
encapsulamento ineficiente, gerando perdas de bioativo a0 meio ou mesmo aumento de

coalescéncia e degradacao difusional das gotas.
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Figura 4.14- Disposicdo molecular e diametro médio das particulas nas reac6es de
polimerizagdo com diferentes concentragOes de 0leo essencial de citronela.

4.3.5 Eficiéncia de Encapsulamento — Espectroscopia UV/Visivel e

Cromatografia Gasosa.

A eficiéncia de encapsulamento do 6leo de citronela nas particulas poliméricas foi
calculada usando a equacéo 4.1. A concentracao real do 6leo, apds o processo de extracao das
particulas foi determinada a partir das curvas de calibracdo previamente obtidas e apresentadas
no Apéndice A (Figuras A.1 e A.2). Foi considerado que todo 0 MMA adicionado na reagdo de
polimerizacdo foi convertido em PMMA baseado nos resultados das analises de conversdo
(4.3.2).

Concentracao real
: 100

E(%) =

Concentracio teérica Equagdo 4.1

Os resultados encontrados e relatados na Tabela 4.4 indicam uma elevada eficiéncia de
encapsulamento (99,8%) para as reacdes que continham 2,5% de 6leo essencial de citronela.
Essa alta taxa pode estar relacionada a lipofilicidade do 6leo essencial de citronela, que
apresenta alta solubilidade no mondmero MMA, como demonstrado no item 4.1.3. Dessa
forma, o bioativo parece ndo migrar para fase aquosa, particiona preferencialmente para a fase
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polimérica, possibilitando uma alta eficiéncia de encapsulamento. Além disso, a porcentagem
de citronela na reacdo de polimerizacdo em questdo parece estar em proporcao 6tima, portanto
toda ou quase toda citronela adicionada ao meio foi encapsulada.

Porém, a medida que a porcentagem de citronela aumenta na formulagdo, o valor da
eficiéncia de encapsulamento é reduzido. Esse resultado sugere que ha uma interacdo do
bioativo com os radicais livres formados durante o processo de polimerizacdo. Essa teoria é
corroborada pelas analises das propriedades moleculares das nanoparticulas (item 4.3.4) que
decaem a medida que o 6leo essencial é acrescentado ao sistema polimérico. Além disso, devido
ao diametro crescente das gotas nas formulacdes, a medida que a concentracdo de citronela
aumenta (item 4.3.3), a espessura da cadeia polimérica que envolve o bioativo pode ser
reduzida, aumentando as perdas para o meio, reduzindo, portanto, os valores de eficiéncia de

encapsulamento.

Tabela 4.4- Eficiéncia de encapsulamento do 6leo essencial de citronela nas nanoparticulas
poliméricas analisados por Espectrofotdometro UV/Visivel.

(2,5 % de citronela) 99,97 £ 9,60 0,40 0,40
(5 % de citronela) 66,80 + 4,04 0,53 0,80
(10 % de citronela) 46,41 + 1,92 0,74 1,60
(15 % de citronela) 51,02 £ 0,28 1,22 2,40

A eficiéncia de encapsulamento também foi determinada por GC/MS. As analises foram
efetuadas com amostras que estavam armazenadas ha 6 meses e o citronelal foi utilizado como
padrdo. Os resultados dos calculos de eficiéncia de encapsulamento a partir dos cromatogramas,

como mostrado na Figura 4.15, estdo demonstrados na Tabela 4.5.
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Figura 4.15- Cromatograma efetuado em GC/MS utilizando heptano como solvente. (Preto):
Padréo citronelal; (Rosa): Oleo essencial de citronela; (Azul): Extratos das nanoparticulas
poliméricas.

Tabela 4.5- Eficiéncia de encapsulamento do 6leo essencial de citronela nas nanoparticulas
poliméricas analisados por GC/MS.

(2,5 % de citronela) 8,38 £ 9,54 0,03 0,40
(5 % de citronela) 4,10 £ 1,02 0,03 0,80
(10 % de citronela) 1,14 +£ 0,32 0,02 1,60
(15 % de citronela) 1,60 = 0,47 0,04 2,40

Nas andlises efetuadas com a Cromatografia Gasosa acoplada a espectro de massa 0s
resultados divergiram daqueles quantificados por espectroscopia UV-VIS. Esse resultado abre
margem para uma série de discussdes. A primeira € em relacdo ao preparo das amostras para
analise, onde o polimero é seco em estufa de recirculacdo, consequentemente toda a agua e
mondmero residual presente no latex sdo evaporados nesse procedimento. Ha possibilidade de
evaporacdao de uma parte do 6leo essencial de citronela durante a secagem do polimero ou

mesmo durante 0 armazenamento.
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A partir das analises de tamanho, percebe-se que o latex ndo apresenta boa estabilidade
fisica ao longo do tempo. Os resultados, apds 4 meses de armazenamento, expuseram o aumento
do didmetro das nanoparticulas e o0 aumento da polidispersidade do meio, sugerindo agregacao
das particulas. Devido a ampla distribuicdo de tamanhos e elevado Pdl, a retirada de aliquotas
do meio para andlise ndo garante representatividade adequada das particulas em relacdo a

quantidade de éleo encapsulado.

O solvente utilizado pode ter interferido no processo de extracdo do éleo essencial de
citronela presente nas nanoparticulas poliméricas, reduzindo os valores de eficiéncia de
encapsulamento. Nas analises de eficiéncia, efetuadas por espectroscopia UV/Visivel, o etanol
foi utilizado como solvente. O etanol, por possuir hidroxila em sua molécula, apresenta
polaridade 20,2 A% Essa polaridade possibilita interacdo quimica com o citronelal que possui
17,1 A2, Partindo do principio que semelhante dissolve semelhante, o etanol apresenta atributos
para ser utilizado como solvente 6timo. Apesar do etanol apresentar boas caracteristica como
solvente para esse estudo, ele foi substituido pelo heptano, nas analises com GC/MS, por ndo
ser adequado nas especificacdes técnicas da coluna do equipamento. Isso pode ter contribuido,
consideravelmente, com a reducéo da eficiéncia de encapsulamento, uma vez que o heptano é
uma moleuca apolar (0 A?) e pode nio ter extraido de forma totalmente eficiente o citronelal
embutido nas particulas poliméricas. Portando, a mudanga do solvente ocasionada por
incompatibilidade técnica pode ter contribuido com a redugdo dos valores de encapsulamento.
(MONCADA et al., 2014; HAYNES, 2014; YALKOWSKY et al., 2010; PUBCHEM, 2017).

4.3.6 Interagdo Ativo-Polimero

Com o objetivo de analisar a interagdo quimica entre o bioativo e a matriz polimérica
das nanoparticulas, estudos de espectroscopia no infravermelho e de propriedades térmicas

(TGA e DSC) foram efetuados para comparacao de resultados e discussao dos mesmos.

4.3.6.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier —
FTIR

A espectroscopia no infravermelho pode ser utilizada para analisar a presenca de
interacdes entre polimero e farmaco. Os farmacos, quando associados pelo processo de
incorporacdo, podem estar dissolvidos, dispersos, adsorvidos ou quimicamente ligados a matriz
polimérica. (SPRICIGO et al.,, 2008; CRUPI et at.,, 2007; KULKARNI et al., 2000;

GAMISANS et al., 1999). A interacdo do bioativo com a matriz polimérica foi avaliada pela
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comparagdo dos espectros no infravermelho do bioativo, do polimero (PMMA) e das

nanoparticulas poliméricas com diferentes concentracdes de 6leo essencial de citronela.

Na Figura 4.16 encontra-se o espectro no infravermelho do éleo essencial de citronela.
As moléculas dos componentes majoritarios, citronelal e geraniol, estdo representadas. No
espectro obtido, bandas em varios comprimentos de onda séo perceptiveis, correspondentes a
grupos funcionais de varios terpenos presentes no 6leo. O citronelal, citronelol e geraniol
dominaram os espectros de vibracdo do bioativo. Os espectros no infravermelho foram
caracterizados por picos de absorcio a 3346 cm™ (referente ao estiramento do O-H, presente
nos grupos de alcoois), 2969 cm™ (estiramento do C-Hz e C-Hy), 2874 (estiramento do C-H),
1667 cm™ (C = C), 1454 cm™* (deformag&o angular do C-H,), 1377 cm™ (deformagéo do grupo
C-O-H), 1080 (estiramento C-O) e 690 cm™ (anel aromatico). As bandas do espectro do 6leo
essencial de citronela demonstram notoriamente 0s picos caracteristicos dos componentes
presentes no 6leo essencial. (OLIVEIRA et al., 2010; SONGKRO et al., 2012; ANDRADE et
al., 2012; WORZAKOWSKA, 2014).
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Figura 4.16- Espectro de infravermelho (IR) do 6leo essencial de citronela.
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No espectro de PMMA (Figura 4.17) as bandas caracteristicas aparecem a 2995 e 2950

cm (correspondentes ao estiramento C-Hs e C-Hz respectivamente), 2850 (estiramento C-H),

1723 cm™* (correspondente ao estiramento C=0), 1434 cm™ (dobramento do C-Hs), 1386 cm™
(vibragdo do C-Hs), 1267,1239 e 1190 cm™ séo atribuidas a estiramento (C-O-C), 1063 cm™
(estiramento C-O), enquanto que as bandas de estiramento (C-C) estdo a 840 cm™ e 750 cm'?

(vibragdes de C-Hs). O espectro confirma a presenca dos grupos funcionais especificos para o
polimero PMMA. (WANG et al., 2010; KIRAN et al., 2014; LIU et al., 2015; KIZILTAS et

al., 2015).
— PMMA
e T it
7Y 2850
29998 aaat 1
2950 1386/ ||| 1083
LY
) 1723 1267 A
= * 1190
@ 1239
&
=
m
E
771 CHs
e | L.
m H,C—C
|_ &-:G
5
CHa
X
I I T ¥ T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm-1)

Figura 4.17- Espectro de infravermelho (IR) do PMMA.

Os espectros das nanoparticulas com éleo essencial e citronela absorvem praticamente

nas mesmas bandas que o PMMA puro (Figura 4.18). A incorporagdo do 6leo essencial de

citronela, portanto ndo ocorre por interacdo quimica, descartando a principio a possibilidade de

perda de atividade do bioativo.
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Figura 4.18- Espectro de infravermelho (IR) das nanoparticulas de PMMA com diferentes
concentracOes de 6leo essencial de citronela.

4.3.6.2 Anéalise Termogravimétrica — TGA

A degradabilidade térmica das nanoparticulas poliméricas contendo diferentes
concentracfes massicas de bioativo foi analisada. Como demonstrado na Figura 4.19 o PMMA
puro inicia sua perda de massa perto dos 250°C, enquanto que as nanoparticulas de PMMA
contendo 6leo de citronela iniciam uma perda de massa mais rapidamente no inicio do processo
e finalizam em 450° C. As amostras com 2,5 e 5% de concentracdo de 6leo essencial de citronela
em sua formulacdo mostraram uma menor perda de massa em uma mesma temperatura quando
comparada as amostras com 10 e 15 % de citronela, o que indica que as primeiras sdo
termicamente mais estaveis que as segundas. (ELSHEREKSI et al., 2014; GALLAGHER,
2002).

As cadeias poliméricas de PMMA possuem grupos vinil, que possuem baixa
estabilidade e descompactam através de um processo de transferéncia de cadeia. Esses
grupamentos finais exibem uma ligagdo mais fraca e comecam a se degradar a

aproximadamente 220 ° C. A medida que a temperatura aumenta a partir de 300 ° C € instaurado
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um mecanismo de degradacdo constante e a taxa de despolimerizacdo aumenta até a total
degradabilidade do material (ELSHEREKSI et al., 2014). Quando o PMMA puro é comparado
ao PMMA com citronela incorporada, o comportamento geral € 0 mesmo. Apesar das pequenas
diferencas na perda de massa com aumento de temperatura, a presenca do bioativo nédo
modificou as carateristicas térmicas do polimero. 1sso é uma evidencia que ndo houve interacdo
quimica entre o polimero e o bioativo, diminuindo a possibilidade do 6leo perder suas
caracteristicas originais. (NOGUEIRA et al., 2011; MARIA et al., 2011).
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Figura 4.19- Andlise termogravimétrica das nanoparticulas de PMMA puro e com diferentes
concentracOes de 6leo essencial de citronela.

4.3.6.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial - DSC

Os resultados de DSC do 6leo essencial de citronela, Figura 4.20 (a), evidenciaram um
evento endotérmico (mudanca de fase) pouco acima dos 200°C. Os compostos majoritarios do
6leo essencial de citronela: citronelal, citronelol e geraniol possuem ponto de ebuligdo 205°C,
224°C e 230°C respectivamente, indicando a efetividade dos resultados. Posteriormente um
evento exotérmico a aproximadamente 450 °C, proveniente da degradacdo dos compostos do
bioativo, é salientado pelas curvas de DSC. Essas informacgdes sdo confirmadas quando
comparadas com as analises termogravimétricas e corroboradas na literatura nos estudos de
SANTOS et al. (2015). (ANDRADE et al., 2012; SILVEIRA et al., 2012; HAYNES, 2014;
PUBCHEM, 2017).
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Figura 4.20- Analise referente a DSC e termogravimetria: (a) 6leo essencial de citronela,
(b) PMMA.

A curva de DSC do PMMA, mostrada na Figura 4.20 (b) revela trés eventos principais
e caracteristicos deste polimero. O primeiro evento ocorre a aproximadamente 100 °C e pode
ser atribuido a transicdo vitrea. O segundo evento é endotérmico, a 400 °C e esté relacionado
ao ponto de fusdo do PMMA, enguanto o terceiro evento é exotérmico e refere-se a degradacao
do material. Os pontos transicdo vitrea, fusdo e degradacdo estdo dentro das faixas de
temperatura publicadas na literatura. (GALLAGHER, 2002).
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Nas Figura 4.21 e 4.22 os resultados caracteristicos das nanoparticulas de PMMA com
diferentes concentragdes de citronela sdo observados. Os termogramas das nanoparticulas nao
indicaram o pico de transicdo endotérmica a 200°C caracteristico do bioativo, demonstrando

que esse ndo formou uma fase cristalina distinta e que esta incorporado na matriz polimérica.

(@) 4
[ f 0,
PMMA + Citro (2,5%) |
21 80
= _
E S
. 60 o
@
< o @
o @
g =
o -40
x
=
[ 2
- 20
'4 T T T T T 0
0 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)
(b) 4
—— PMMA +Citro(5%) L 100
2 -
- 80
z
] %7 F60 ¥
38 3
2 ©
o L4 =
B4 -2 4
=
[T
- 20
-4
T T T T T T T T T T T 0
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Figura 4.21- Andlise referente a DSC e termogravimetria: (a) PMMA com 2,5% de citronela na
formulacéo, (b) PMMA com 5% de citronela na formulacéo.
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Figura 4.22- Analise referente a DSC e termogravimetria: (a) PMMA com 10% de citronela na
formulagdo, (b) PMMA com 15% de citronela na formulacéo.
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Figura 4.23- Estudo comparativo de calorimetria exploratdria diferencial (a) Faixa de
temperatura 0-600°C, (b) Faixa de temperatura 300-450°C.

Um estudo comparativo pode ser feito analisando-se a Figura 4.23 (a e b). As faixas de
temperatura de transicdo vitrea, fusdo e degradacdo estdo dentro de um mesmo perfil. Ocorre
uma pequena modificacdo na quantidade de energia empregada no episédio de fusdo ou liberada
na degradagdo do material, porém o intervalo de temperatura dos eventos permanece 0 mesmo,
indicando que provavelmente ndo existe interacdo quimica entre o bioativo e a cadeia
polimérica a ponto de alterar as caracteristicas originais do PMMA. (GARCIA-CHAVEZ et
al., 2013). O dleo de citronela encontra-se incorporado na matriz polimérica e a adi¢do deste
ndo provoca alteragcdo nas propriedades térmicas do polimero. Resultados semelhantes foram
encontrados por FONSECA et al. (2013) e SALGUEIRO et al. (2002).

4.4 Ensaios de permeacdo com membrana sintética em células de Franz

O estudo do perfil de retencdo e permeagdo dos componentes volateis do 6leo
encapsulado foi realizado através de células de Franz com membrana sintética de acetato de
celulose. Neste processo, os componentes volateis do 6leo difundem-se e atingem o fluido
receptor. Parametros como espessura e porosidade da membrana, bem como viscosidade do
fluido receptor e coeficiente de particdo fluido receptor/bioativo influenciam a permeacgéo. Os
estudos de permeacgédo proporcionam informagdes relacionadas a quantidade de citronela que
permeia a barreira em um determinado tempo. A membrana sintética funciona como uma
barreira de difusdo passiva. O processo possui fluxo estatico pois o0 volume receptor da célula
de Franz permanece constante, ja que o mesmo é reabastecido a cada aliquota retirada ao longo

do tempo.
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Para quantificar a concentracdo de bioativo permado ao longo do tempo, uma curva de

calibracéo foi construida e consta no Apéndice A (Figura A.2).

As aliquotas analisadas foram provenientes da fase receptora recolhidas da célula de
Franz e avaliadas por GC/MS. As formulagdes contendo 5% e 10% de 6leo essencial de
citronela nas reacdes de polimerizacdo foram selecionadas para o estudo de permeagdo. As

analises foram realizadas em duplicata.

Importante salientar que a taxa de permeacao de um farmaco a partir de determinada
formulacdo depende diretamente das caracteristicas fisico-quimicas do veiculo e do farmaco.
O ativo deve estar disponivel na superficie da barreira escolhida ou da pele para que haja difusdo
através desta barreira. A permeacdo ira depender da lipofilicidade, tamanho da molécula e da
viscosidade do bioativo. Quanto maior a viscosidade, maior a probabilidade do ativo ser
permeado lentamente. (MENDOCA et al., 2009; SAKULKU et al., 2009).

As Figuras 4.24 e 4.25 exibem o perfil de permeacdo do dleo essencial de citronela
presente nas nanoparticulas durante 24h.
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Figura 4.24- Perfil de permeacéo do 6leo essencial de citronela das nanoparticulas produzidas
com 5% de bioativo nas reagdes de polimerizacao.
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Figura 4.25- Perfil de permeacéo do 0leo essencial de citronela das nanoparticulas
produzidas com 10% de bioativo nas reac6es de polimerizagéo.

E possivel observar que o perfil de permeagio da citronela presente nas nanoparticulas
é lento. As particulas produzidas com 5% e 10% de bioativo em suas formulagdes obtiveram
perfis parecidos. Apos 4 horas de experimento, as formulacdes com 5% permearam um total de
9,99 + 1,12% do 06leo presente nas nanoparticulas, enquanto que as formulacdes com 10% de
citronela permearam 13,38 * 4,36%. Ao final de 24 horas de experimento as formulagdes
contendo 5% de citronela permearam um total de 23,77 + 2,40% do bioativo e as formulag¢des
contendo 10% um total de 27,64 £ 2,32% do 0leo.

Uma analise da permeacéo do bioativo em relacdo ao fluxo de massa ao longo do tempo
pode ser realizada para melhor entendimento do processo (Figura 4.26). Os fluxos séo reduzidos
nas duas formulacdes devido as baixas concentracdes de 6leo essencial de citronela nas

nanoparticulas analisadas.

Com base nas leis de Fick (Equacdo 4.2) € possivel determinar o coeficiente de
permeabilidade (P), relacionando o mesmo com o fluxo (J), coeficiente angular obtido pelo
grafico do fluxo de massa em funcdo do tempo, e a concentracdo no compartimento doador
(Cd). (CESCHEL et al., 2000; REICHLING et al., 2006).

J = % = PCd Equacéo 4.2
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] : Fluxo em pg/cm?h;
(Z—T: Massa (jug) do bioativo permeada em relagcdo ao tempo (h).
A: Area de permeagéo (cm?)

Cd: Concentragdo compartimento doador (ug/cmq);

P: Coeficiente de permeabilidade (cm/h).
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Figura 4.26- Fluxo de massa de 6leo essencial de citronela em funcdo do tempo, contendo 5%
e 10 % de bioativo em suas formulacdes.

As médias dos coeficientes de permeabilidade (P) obtidos para formulagbes contendo
5% e 10% de Oleo essencial de citronela foram respectivamente 0,0249 e 0,0321 cm/h. Os
valores do coeficiente de permeabilidade estdo muito equiparados, o que justifica os valores de

fluxo emparelhados.

Um estudo comparativo entre a citronela livre e as formulagdes com o bioativo
nanoencapsulado € aconselhavel para trazer melhores conclusdes sobre o processo de
permeacao. Porém, a partir das analises iniciais, conclui-se que as nanoparticulas polimeéricas
produzidas proveram um perfil de permeacdo lento do 6leo essencial de citronela e apresenta

potencialidade futuras para aplicagdes em produtos repelentes de insetos.
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4.5 Formulacéo, Incorporacéo e ensaios de estabilidade da emulsdo cosmética

4.5.1 Formulacdo cosmética

Um sistema emulsionado do tipo O/A foi desenvolvido baseado na 22 Edigdo do
FORMULARIO NACIONAL (2012) da Farmacopeia Brasileira para incorporagio das
nanoparticulas poliméricas com objetivo de produzir uma formulagdo cosmética com agédo
repelente. A emulsdo (O/A) desenvolvida possui metodologia de formulacdo descrita no item
3.5.3 do capitulo 3. As formulacdes apresentaram-se homogéneas com odor caracteristico de
cremes cosméticos, coloracdo esbranquicada que ndo sofreu alteracdo durante o periodo de
armazenamento, além de apresentarem um aspecto brilhoso (Figura 4.27).

"
“

Figura 4.27- Aspecto da formulacdo cosmética desenvolvida.

A Crodabase® utilizada como base auto emulsionante ndo-idnica e emoliente para
cremes e logBes O/A apresentou boa estabilidade e 6tima escolha para aplicacdo em questéo,
exibe compatibilidade com produtos farmacéuticos e cosméticos, demonstrando uma boa

alternativa para incorporacao das nanoparticulas poliméricas com 6leo essencial de citronela.

Os emolientes possuem um papel fundamental em cremes formulados a partir de
combinagdes de agua e dleos. Atuam na epiderme através da sua hidrofobicidade, impedindo a
desidratacdo da pele. O Cetiol V® (Oleato de Decila) e 6leo mineral foram utilizados na

formulagdo cosmética para proverem a a¢ao de emolientes e obtiveram resultados satisfatorios.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Epiderme
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A Glicerina foi utilizada como umectante e doador de viscosidade a fase aquosa do
sistema emulsivo. E uma substancia com caracteristicas hidrofilicas que ajudam a pele a manter

sua umidade natural.

Para preservacdo microbiana da emulsdo cosmética conservantes foram utilizados. O
Nipagim® (metilparabeno), utilizado na fase aquosa, e 0 Nipazol® (propilparabeno) na fase

oleosa.
4.5.2 Incorporacdo das nanoparticulas poliméricas na emulsdo cosmética

As nanoparticulas poliméricas de PMMA contendo 0%, 5% e 10% de 6leo essencial de
citronela foram incorporadas na emulsdo cosmética produzida, assim como o 6leo essencial de
citronela livre. A tabela 4.6 discrimina as formulacdes incorporadas. A emulsdo cosmética sem

incorporac0es foi utilizada como padrdo de controle comparativo.

Tabela 4.6- Incorporacdo das nanoparticulas poliméricas na emulsdo cosmeética.

1 Emulsdo cosmética

2 PMMA

3 PMMA + Citro (5%)

4 PMMA + Citro (10%)

5 Oleo essencial de citronela

A concentracdo das nanoparticulas incorporadas na emulsdo cosmética foi de 10 % p/p,
essa foi baseada em trabalhos apresentados por PIANOVSKI et al. (2008), que obtiveram
emulsBes estdveis em formulagdes com o 6leo de pequi, e LIMA et al. (2008) que

desenvolveram emulsdes estaveis com 6leo de babacu.

As formulactes 2, 3 e 4 dispersaram as nanoparticulas poliméricas de forma eficaz
apresentando um aspecto de creme, branca, brilhante, macroscopicamente estavel e

homogéneas. A formulagéo 5 apresentou baixa viscosidade, fluidez extrema.

4.5.3 Ensaios de estabilidade acelerada na emulsdo cosmética

Os ensaios de estabilidade acelerada visam avaliar as formulagcdes cosméticas em um
curto periodo de tempo, prevendo os perfis de estabilidade fisico-quimico. Esses sdo geralmente
determinados utilizando condi¢cdes de armazenamento acelerado. Anélises empregando
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variagdes na temperatura sdo capazes de avaliar o que pode acontecer quando a temperatura
muda durante a armazenagem ou se ocorram modificacdes importantes nas formulagées como
alteracdo da viscosidade ou solubilidade, coalescéncia e modificacéo de cor ou odor. Os estudos
de estabilidade devem ser realizados previamente antes de disponibilizar os produtos ao
mercado consumidor como forma de assegurar qualidade e protecdo a saude. Pelo perfil de
estabilidade de um produto, é possivel avaliar seu desempenho, seguranga e eficacia. (DAUDT
et al., 2015; SOUSA et al., 2010).

Vaérios fatores podem comprometer a estabilidade fisico-quimica de uma emulsao:
escolha de constituintes incompativeis, tipo e concentracdo de emulsificantes, velocidade de

agitacéo, tempo de aquecimento e ambiente de estocagem. (PIANOVSKI et al., 2008).

4.5.3.1 Teste de centrifugacéo

O teste de centrifugacdo é empregado para avaliar a estabilidade fisica de emulsdes e
sugerir se as formulagdes necessitam de reavaliacdo. A forca da gravidade atua sobre os
produtos fazendo com que as particulas se movam no seu interior. A centrifugagdo promove
estresse na amostra, simulando aumento na forca da gravidade, aumentando a mobilidade das
particulas e antecipando possiveis sinais de instabilidade. (ANVISA, 2004). Fendbmenos como
floculacéo, coalescéncia e separacédo de fases, que podem ocorrer com o passar do tempo, sdo
apontados nesse teste. (SAVIAN et al., 2001).

As formulagBes 1, 2, 3 e 4 ndo apresentaram separagdo de fases apos serem submetidas
a centrifugacao, apresentando estabilidade. A formulacdo cosmeética 5 apontou separacdo de
fases apds ser submetida a centrifugacdo por 40 minutos a uma velocidade de 1500 rpm e

durante 10 minutos numa velocidade de 3500 rpm, sendo considerada instavel.

Somente as formulacBes cosméticas consideradas estaveis apos o teste de centrifugacao
foram submetidas as outras condicdes de estabilidade preliminar. Portanto somente as

formulagdes 1, 2, 3 e 4 continuaram participando dos estudos.

4.5.3.2 Teste em Vortex

O Voértex simula o movimento que pode ser imprimido as formulagbes durante o
transporte. As formulacdes 1, 2, 3 e 4 passaram por esse teste sem separacdo de fases

apresentando estabilidade. Na Figura 4.28 fotomicrografias qualitativas das emulsdes podem
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ser observadas, no aumento de 400x e 100x. Percebe-se as gotas em formato esférico dispersas
ao meio.

Figura 4.28- Fotomicrografias de microscopio éptico biocular da formulacédo 3 (PMMA +
Citro 5%) aumentada: (a) 400x, (b) 100x.

4.5.3.3 Ciclo gelo-degelo

Apos os trés ciclos de gelo-degelo que duraram no total 6 dias as formulagBes
permaneceram com caracteristicas constantes, sem separacdo de fase, nem modificacdo
macroscopica. Na Figura 4.29 estdo representadas fotomicrografias da formulacao 4 que foram
realizadas apos o ciclo gelo-degelo.
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Figura 4.29- Fotomicrografias de microscopio éptico biocular da formulacdo 4 (PMMA +
Citro 10%) aumentada: (a) 400x, (b) 100x.

4.5.3.4 Alteracdo luminosa

Os testes de estabilidade acelerada através da alteracdo luminosa foram realizados
durante 6 dias. Nenhuma das amostras analisadas sofreram alteracdo, mantendo constante a

coloracéo e o odor.

4.5.3.5 Determinacdo da espalhabilidade in vitro

Os ensaios de espalhabilidade devem ser realizados a partir da leitura dos didmetros
abrangidos pela amostra em um sistema formado por uma placa molde circular de vidro com
orificio central, esta estara posicionada sobre uma placa suporte de vidro e uma escala
milimetrada. A determinacdo da consisténcia por extensibilidade contribui para discussdo de
espalhabilidade relacionada a caracterizacdo reoldgica da amostra, sendo uma das
caracteristicas essenciais das formas farmacéuticas destinadas a aplicacdo tdépica, pois esta
intimamente relacionada com a aplicacdo destas formulacdes no local de acdo. (ISAAC et al.,
2008; MILAN et al., 2007; BORGHETTI et al., 2006).

Os valores de espalhabilidade obtidos para as formulagdes po6s preparo em funcéo do

peso adicionado estdo representados nas Figuras 4.30 e 4.31. Os resultados revelam
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comportamentos paralelos para as emulsdes, porém é perceptivel que a emulsdo cosmética sem
incorporac0es, utilizada como controle, possui uma espalhabilidade extensiva. As formulacdes

gue continham as particulas poliméricas possuem um valor decrescente de espalhabilidade a

medida que a concentracgdo de dleo essencial de citronela aumenta nas formulagées.
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Figura 4.30- Espalhabilidade in vitro: (a) Emulsdo cosmética (b) Formulacdo cosmética com
PMMA incorporado (c) Formulacdo cosmética com PMMA + Citro (5%) incorporado
(d) Formulagao cosmética com PMMA + Citro (10%) incorporado.

A incorporagdo das nanoparticulas poliméricas resultou num possivel aumento de
viscosidade nas formulacdes e a consequente reducdo de espalhabilidade. Fazendo-se uma
analise de variacdo de espalhamento entre um peso e outro percebe-se que as formulacGes se
comportam de forma semelhante, porém a presenca do polimero na emulsdo reduz
moderadamente a capacidade de espalhamento das férmulas devido a estrutura molecular

polimérica que aumenta a dureza e adesividade da emulséo.

A emulsdo deve apresentar substantividade para ser usada com seguranga, devendo agir
somente na pele e ndo apresentar o risco de permeéa-la. Um material possui substantividade

quando adere ao estrato cdrneo. A substantividade de uma formulagdo pode estar ligada ao
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ativo, mas, em geral, também se relaciona com o veiculo utilizado. A adi¢do de substancias
poliméricas pode levar ao aumento da retencdo dos ativos na pele, causando até mesmo efeito
de resisténcia a agua. Propriedades ligada ao PMMA podem aumentar essa sushtantividade a
pele e diminuir a espalhabilidade da formulagdo, devido a alta massa polimérica ou mesmo a
natureza do tensoativo utilizado na reacdo de polimerizacdo. Além disso a hidrofobicidade
polimérica pode aumentar as interacbes com as areas hidrofobicas que compdem a pele
aumentando assim a substantividade. (COUTINHO et al., 2014)
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Figura 4.31- Espalhabilidade comparativa das formulacdes analisadas.

Ainda em relacdo a comparacdo entre os valores das espalhabilidade das formulag6es o
calculo do fator de espalhabilidade (Equacéo. 3.3) de cada amostra foi realizado e esta expresso
na Tabela 4.7.

Tabela 4.7- Valores do fator de espalhabilidade por formulagéo.

1 Emsulsdo cosmética 3,3392 +0,4089

N

PMMA 2,3315+0,3231
3 PMMA +Citro (5%) 2,3883 +0,1483

4 PMMA +Citro (10%) 2,2607 +0,1782
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O sistema cosmético emulsionado sem incorporacdes possui 0 maior fator de
espalhabilidade (3,34 = 0,41) implicando a maior possibilidade de extensdo no momento de
aplicacdo do produto. Porém, quando as nanoparticulas poliméricas sdo incorporadas, percebe-
se um decréscimo no valor desse fator. A formulacdo contendo 5 % de 6leo essencial de
citronela possui 0 maior fator de espalhabilidade (2,39 + 0,15) quando comparada as
formulagbes com nanoparticulas incorporadas. A formulacdo emulsiva que contém as
nanoparticulas poliméricas com 10% de citronela incorporada possui 0 menor valor do fator de
espalhabilidade (2,26 + 0,18). O que leva a conclusdo inicial que o0 aumento da citronela nas
formulacbes poliméricas reduz as taxas de espalhabilidade. Porém, isso pode estar
condicionado a presenca do polimero que, como analisado anteriormente, reduz a

espalhabilidade quando comparado a emulsdo cosmética controle.

Caso a espalhabilidade fosse um parametro para a escolha da melhor formulacéao, a
composicdo 3 (PMMA + Citro 5%) seria a mais indicada por ter o maior fator de
espalhabilidade, apontando melhor possibilidade de extensédo e de espalhamento inicial no
momento do uso tépico do cosmético, apesar da diferenca entre os fatores de espalhabilidade
entre as formulacGes ser concisa. Porém, outros fatores devem ser analisados na escolha final

da formulacdo, como a eficacia do produto.

Para determinacdo dos valores de espalhabilidade foram utilizados os testes estatisticos
ANOVA (p<0,05) e TUKEY para comparag¢es multiplas, entre as médias dos diferentes pontos

de espalhabilidade. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos.

4.5.3.6 Textura in vitro

O estudo das propriedades de textura dos cremes cosméticos produzidos sao parametros
importantes na otimizacdo de formulages topicas. Essas propriedades afetam a aplicabilidade
da formulagédo no local da administracdo e no resultado proposto. Pardmetros como dureza e
adesividade foram determinados a partir da resultante de forca-tempo analisadas no

Texturémetro. (HURLER et al., 2012). Os resultados podem ser observados na Figura 4.32.
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Figura 4.32- Propriedades de textura das formulagdes estudadas.

As emulsdes cosméticas devem compreender equilibrio entre adesividade e dureza. A
dureza da formulacdo expressa a aplicabilidade dessas na pele e a adesividade pode ser um
indicador para a retencdo do produto. (HURLER et al., 2012; CARMONA et al., 2011,
GLIBOWSKI et al., 2011).

Os valores de adesividade (4,40 £ 0,15) e dureza (-11,90 + 1,53) encontrados na emulsao
cosmética utilizada como controle foram os mais reduzidos, resultados plausiveis com o0s
encontrados nas andlises de espalhabilidade. A emulsdo cosmética pura obteve os maiores
valores referentes ao fator de espalhabilidade (3,34 £ 0,41), logo a extensdo que 0 produto
alcanca no momento da aplicacdo € maior com uma menor forca empregada. A adesividade é
uma propriedade mecanica que em alguns casos apresenta um valor inverso ao de
espalhabilidade. Adesividade pode ser definida como atracdo fisica ou unido de duas
substancias, que pode ser observada macroscopicamente. Uma emulsdo que possui uma

adesividade elevada fixa-se bem a superficies, logo a espalhabilidade da mesma é reduzida.

Os altos valores de adesividade (5,80 + 0,10) e dureza (-16,90 = 0,5) da formulacao
cosmética contendo PMMA incorporado estdo relacionados com a estrutura da cadeia
polimérica que aumenta a dureza, a adesividade e a substantividade da emulsdo. Logo o valor

relacionado ao fator de espalhabilidade (2,33 £+ 0,32) é baixo. A presenca das nanoparticulas na
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emulsdo cosmética aumenta a forga necessaria para espalhar uma determinada quantidade de

produto na pele.

As nanoparticulas contendo citronela incorporadas na emulsdo cosmética obtiveram
menores valores de adesividade e dureza quando comparadas com as formulagdes com PMMA.
As formulagdes contendo 5 % de citronela nas reacdes poliméricas obtiveram aumento no valor
do fator de espalhabilidade (2,39 £ 0,15) reduzindo o valor da dureza (4,9 £ 0,50) e adesividade
(-15,50 £ 2,80) das formulacGes. Quando a concentracdo de 6leo essencial de citronela
aumentou para 10 % os valores de adesividade (-13,60 + 0,87) e dureza (4,60 £ 0,15) reduziram
ainda mais, porém a espalhabilidade ndo acompanhou esse comportamento. Se apenas 0S
resultados da textura in vitro fossem considerados, a formulacdo contendo 10 % de citronela
seria indicada como preferivel por ter menores valores nos parametros dureza e adesividade,
porém os resultados referentes a espalhabilidade possuem grande importancia na analise geral.
A formulacdo contendo 5 % de citronela na emulsdo cosmeética, portanto seria adotada por
apresentar altos valores de espalhabilidade e menores valores relacionados a dureza e
adesividade. Todas as formulagfes que passaram por esta etapa de estudo foram consideradas
estaveis no teste de estabilidade preliminar, afirmando a potencialidade e possibilidade de
incorporagédo de nanoparticulas poliméricas contento 6leo essencial de citronela em um sistema

emulsionado do tipo (O/A) para formulagéo de produto cosmético de grau risco I1.
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Capitulo 5

5.0 Conclusodes e Sugestdes

As conclus@es obtidas ao final dos estudos e as sugestdes para trabalhos futuros sao

apresentadas nesse capitulo.
5.1 Conclusoes

A proposta geral desse trabalho de pesquisa foi de encapsular o 6leo essencial de
citronela em nanoparticulas poliméricas produzidas por polimerizacdo in situ via miniemulsao.
O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas de poli (metacrilato de metila) contendo 6leo

essencial de citronela através da polimerizacdo in situ, foi bem-sucedida.

A eficiéncia de encapsulamento do dleo essencial em nanoparticulas de PMMA foi de
aproximadamente 99,97 + 9,60 %. A medida que a concentraco de citronela aumentou no meio
reacional, a eficiéncia de incorporagédo diminuiu. Tais perdas podem estar associadas ao método
utilizado para secagem do polimero e ao solvente empregado na etapa de extragdo do bioativo
encapsulado nas particulas. O dleo essencial de citronela, ao ser incorporado as nanoparticulas
poliméricas, ndo apresentou alteracdo nas propriedades térmicas do PMMA, nem interacao

guimica com a cadeia polimérica.

A incorporacdo das nanoparticulas nas emulsdes cosmeticas (O/A) ocorreram de forma
satisfatdria. Os sistemas emulsionados foram considerados estaveis nos testes de estabilidade
acelerada afirmando a potencialidade e possibilidade de incorporagdo das nanoparticulas na

emulsdo cosmética.

Neste contexto, 0s resultados se mostraram promissores para a producdo de
nanoparticulas poliméricas com 6leo essencial de citronela incorporado via polimerizacédo in
situ pelo método de miniemulsdo. A técnica apresenta vantagens notaveis com potencialidade

de aplicacdo na area cosmética e farmacéutica.
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5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Com base nas conclusdes apresentadas no trabalho de pesquisa em questdo outros

estudos podem ser realizados para a complementacdo dos resultados.

E importante investigar mais intensamente o papel do 6leo essencial de citronela na
cinética das reacOes de polimerizacdo. A reformulacdo das reacGes in situ com o objetivo de
estabilizar a emulsdo em relacdo aos diametros médios das nanoparticulas é aconselhavel,
principalmente em relacdo a coalescéncia das gotas e reducéo de perdas do 6leo essencial de
citronela no processo de encapsulacdo. Isso aumentaria a possibilidade de se obter valores
constantes de didmetro das nanoparticulas e aumento nos valores de eficiéncia de

encapsulamento.

A metodologia de secagem do polimero pode levar a perdas de bioativo para 0 meio ou
mesmo liberagdo antecipada. Outro método, como o emprego de ultracentrifugas, poderia ser
utilizado para separacdo das nanoparticulas poliméricas do meio reacional, possibilitando

inclusive diferentes aplicacdes a produtos finais.

Os testes de liberagéo in vitro no meio ambiente e em pele devem ser efetuados para
avaliar a difusdo dos componentes volateis e compara-los ao perfil difusivo do éleo de citronela
puro. Testes de eficacia de repeléncia com mosquitos devem ser realizados baseados nos guias
oferecidos pela Organizacdo Mundial de Saude para obter resultados precisos em relacdo ao
tempo e a potencialidade das nanoparticulas repelirem os mosquitos.

Apo6s um aprofundamento no processo de encapsulacdo sugere-se um estudo para
aumento de escala de producéo das nanoparticulas poliméricas incorporadas com 6leo essencial
de citronela. O desenvolvimento de produtos que alcancem uma producdo em massa € de
extrema importancia, principalmente, se estes mantiverem as caracteristicas ja encontradas nas

formulacdes propostas em escala laboratorial.
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Apéndice

Apéndice A

Curvas de calibragdo foram desenvolvidas seguindo os procedimentos dos itens 3.3.4 e
3.3.5, para analises de eficiéncia de encapsulamento e composicdo do Oleo essencial de
citronela. Na Figura A.1 a curva de calibracéo foi preparada utilizando o etanol como solvente
e 0 0Oleo essencial de citronela como padrédo para as andlises realizadas em Espectrofotémetro
UV/Vis. A curva demonstrada na Figura A.2 foi desenvolvida utilizando o citronelal como
padrdo e o heptano como solvente para as analises de eficiéncia de encapsulamento realizadas
no GC/MS. A curva demonstrada na Figura A.3 foi utilizada para as analises de composicao do
6leo essencial de citronela e seguiu 0 mesmo procedimento das curvas anteriores utilizando o
hexano como solvente, o equipamento utilizado foi o GC. Todas as calibracdes obtiveram
coeficientes de correlacdo elevados e comportamento linear, refletindo a proporcionalidade

entre a concentracdo do bioativo e a resposta obtida.
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Figura A.1- Curva de calibracdo do 6leo essencial de citronela em etanol utilizada para
analises de eficiéncia de encapsulamento.
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Figura A.2- Curva de calibracdo do citronelal em heptano utilizada para analises de eficiéncia
de encapsulamento.
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Figura A.3- Curva de calibracao do citronelal em hexano utilizada para anélise de composicéao
do bleo essencial de citronela.
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Apéndice B

Testes preliminares de polimerizacdo em massa foram efetuados em tubos de ensaio
com o objetivo de avaliar a possibilidade de polimerizacdo dos monémeros MMA e VAc na
presenca do 6leo essencial de citronela. Diferentes propor¢Ges de mondmeros e bioativo foram
utilizadas, mantendo-se constantes a massa de iniciador (1%m/m) e a temperatura (70°C)
(Tabela B.1).

Nos testes efetuados utilizando o MMA como mondmero, as reagdes de polimerizacédo
foram visualmente perceptiveis, inclusive com o efeito gel eminente, caracteristica presente nas
reacOes de polimerizacdo de MMA. (PEIXOTO, 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto,

ndo foi observada as reacdes de polimerizacao quando o mondmero VAc foi utilizado.

Tabela B.1- Reacdes de polimerizacdo em massa utilizando MMA e VAc como monémero
em diferentes proporc¢des do 6leo essencial de citronela como bioativo.

Mondmero (%) (g) Bioativo (%) (g)
Tubo 1 MMA 100 9,65 Citronela 0 -
Tubo 2 MMA 95 9,32 Citronela 5 0,29
Tubo 3 MMA 90 8,54 Citronela 10 1,74
Tubo 4 MMA 85 8,41 Citronela 15 1,17
Tubo 5 MMA 80 8,05 Citronela 20 1,57
Tubo 6 MMA 75 7,51 Citronela 25 1,92
Tubo 7 MMA 70 6,90 Citronela 30 2,37
Tubo 8 VAc 100 9,81 Citronela 0 -
Tubo 9 VAc 95 9,09 Citronela 5 0,28
Tubo 10 VAc 90 8,66 Citronela 10 0,76
Tubo 11 VAc 85 8,17 Citronela 15 1,09
Tubo 12 VAc 80 7,72 Citronela 20 1,55
Tubo 13 VAc 75 7,30 Citronela 25 1,87
Tubo 14 VAc 70 6,94 Citronela 30 2,34
Iniciador (%) (g) Temperatura: 70°C Tempo: 3 hs

BPO 1 0,1 Volume total do Tubo: 10mL
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Apéndice C

Testes de solubilidade de substancias terapéuticas em metacrilato de metila e acetato de
vinila foram efetuados. Os estudos de solubilidade, realizados no 6leo de coco e no &cido
glicolicoem MMA e VAc, foram efetuados de forma qualitativa e dividido em duas etapas. Na
primeira etapa, uma analise visual foi realizada no intuito de observar a formacéo de fase Unica
ou duas fases. A segunda etapa do estudo envolveu a andlise de solubilidade através do indice
de refracdo. Nessa fase, analisou-se apenas o mondmero MMA por se mostrar mais promissor

para a realizagao das reagdes de polimerizagao.

Os resultados mostraram, visualmente, que o &cido glicélico era insolGvel nos dois
mondmeros testados em todas as concentragdes massicas avaliadas com formacédo de duas
fases. O 6leo de coco, opostamente, apontou solubilidade/miscibilidade tanto no MMA quando
no VAcC.

O o6leo de coco se mostrou muito solavel no MMA, sendo dificil identificar um ponto
de saturacdo da solucdo. Os indices de refracdo do 6leo de coco puro a 18°C, 25°C e 38°C foram
respectivamente: 1,4545, 1,4535 e 1,4485, em conformidade com as especificacdes técnicas.
(FERQUIMA, 2017). Nas Figuras C.1 e C.2, os valores de indice de refracdo do 6leo de coco
em solucdo com MMA sdo apresentados. O valor do indice de refragdo da solucdo sofre
acréscimo a medida que a concentracdo de 6leo de coco é aumentada. Nao é perceptivel um
ponto de saturacdo na solucdo, demonstrado que o 6leo de coco possui grande solubilidade em
MMA.
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Figura C.1- Valores de indice de refragdo do dleo de coco a 18°C, 25°C e 38°C, influéncia da
concentracdo massica e temperatura.
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Figura C.2- Valores de indice de refracdo do 6leo de coco a 25°C, influéncia da concentracéo.

O comportamento do indice de refracdo da solucdo com &cido glicolico é totalmente
diferente se comparado ao 6leo de coco. Quando o &cido glicolico é adicionado a solugdo, o
valor do indice de refracdo muda rapidamente se mantendo constante, independente da
concentracdo massica de acido que é adicionada. Esse ponto de estagnacao do indice de refracao
é 0 ponto de saturacdo da solugédo (Figura C.3). Isso constata que o acido glicolico apresenta
baixa solubilidade no MMA. Nesse caso, 0 &cido glicélico ndo se mostra adequado como
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bioativo a ser encapsulado pela técnica de polimerizac¢do in situ via miniemulsdo com esse
mondmero. Os indices de refracdo do acido glicolico puro a 18°C, 25°C e 38°C foram
respectivamente: 1,4070, 1,4055 e 1,4040.
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Figura C.3- Valores de indice de refragdo do &cido glicolico a 18°C, 25°C e 38°C, influéncia
da concentragcdo méssica e temperatura.
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