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RESUMO

Considerando os danos causados pelas arboviroses disseminadas pelo vetor Aedes aegypti, 0
Brasil vem sofrendo, porém buscando estratégias de combate a tal realidade, uma vez que
teve um custo total de R$ 2,3 bilhGes, apenas no ano de 2016, distribuidos no combate ao
vetor, em inseticidas e larvicidas e nos custos diretos e indiretos. Valor esse, correspondente a
cerca de 2 % do montante investido na Saude no mesmo ano. Esse quadro ressalta a
necessidade de novas acOes e taticas na procura de minimizar a situacdo, como a elaboracéo
de repelentes que possuam um sistema mais efetivo no combate do vetor responsavel pela
disseminacdo do virus Zika, da Dengue, do Chikungunya e da Febre Amarela. Hoje, sabe-se
que um dos ativos repelentes mais eficientes é a icaridina, porém, ela pode causar intoxicagdo
nos organismos ndo alvos. Também, tem-se o geraniol, que € um ativo de origem botanica,
bastante eficaz em sua atuacao repelente. E, na busca de aprimorar a acdo dos ativos, existe a
opcao da utilizagédo de sistemas de liberagéo lenta, o que resulta no aumento da faixa de efeito
biolbgico do ativo de interesse, devido ao prolongamento da liberacdo do mesmo. No entanto,
nota-se a existéncia de intensa preocupacdo e responsabilidade na elaboragédo de sistemas que,
além de se mostrarem mais eficientes, sejam, também, focados na diminui¢do de possiveis
mecanismos de resisténcia que o vetor possa desenvolver. Dessa forma, o presente estudo teve
por objetivo o desenvolvimento de sistemas de liberacdo sustentada com o emprego de
nanoparticulas de zeina em uma mistura que contém a icaridina e o geraniol, encapsulados
individualmente. Ressaltando que se realizou o estabelecimento de concentracdes que fossem
mais eficazes e, possivelmente, menos toxicas em organismos ndo alvos. Para tanto, foram
acompanhadas durante o periodo de tempo de sessenta dias as caracteristicas fisico-quimicas
das formulagdes, como, potencial zeta, polidisperséo, eficiéncia de encapsulacdo, diametro,
além da cinética de liberagdo, acompanhada por 40 horas. Assim, se obteve uma eficiéncia de
encapsulacdo individual de cada ativo, de 98 e 80 % para formulagdes que continham geraniol
e icaridina, respectivamente. Salienta-se, que o tamanho médio inicial foi de 206 + 4 nm, e 0
potencial zeta positivo para todas as formulacGes, com indice de polidispersdo em torno de
0,2 a 0,4. Os resultados da cinética de liberagdo mostraram que as formulages possuem uma
intensa liberag&o inicial, com uma liberacgdo sustentada com o decorrer das horas, fazendo-se
adequada a finalidade de um repelente nanoencapsulado, garantindo eficiéncia imediata e ao
longo do tempo de acdo. Assim, observa-se que as nanoformula¢des com os dois ativos se
mantiveram estabilizadas no tempo de acompanhamento de 60 dias, o que indica que a zeina é
uma efetiva opgédo no carreamento dos ativos combinados.

Palavras-chave: icaridina, geraniol, liberacdo lenta, nanoparticulas, zeina, Aedes aegypti.



ABSTRACT

Considering the damage caused by arboviruses disseminated by the vector Aedes aegypti,
Brazil has been suffering, but seeking strategies to combat this reality, since it had a total cost
of R$ 2.3 billion, only in the year 2016, distributed in combat to the vector, in insecticides and
larvicides and in direct and indirect costs. This amount corresponds to approximately 2 % of
the amount invested in Health in the same year. This scenario highlights the need for new
actions and tactics in order to minimize the situation, such as the elaboration of repellents that
have a more effective system in the fight against the vector responsible for the spread of the
Zika virus, Dengue, Chikungunya and Yellow Fever. It is now known that one of the most
effective repellent actives is icaridin, but it can cause intoxication in non-target organisms.
Also, one has the geraniol, that is an active of botanical origin, quite effective in its action
repellent. And, in the search to improve the action of the assets, there is the option of using
slow release systems, which results in the increase of the biological effect range of the asset of
interest, due to the prolongation of the release of the same. However, we note the existence of
intense concern and responsibility in the elaboration of systems that, in addition to being more
efficient, are also focused on the reduction of possible mechanisms of resistance that the
vector can develop. Thus, the present study aimed at the development of sustained release
systems with the use of zein nanoparticles in a mixture containing icaridin and geraniol,
individually encapsulated. Noting that concentrations were established that were more
effective and possibly less toxic in non-target organisms. The physical-chemical
characteristics of the formulations, such as zeta potential, polydispersity, encapsulation
efficiency, diameter, and release kinetics were monitored during the 60-day period. Thus, an
individual encapsulation efficiency of each active was obtained, of 98 and 80% for
formulations containing geraniol and icaridin, respectively. It should be noted that the initial
mean size was 206 = 4 nm and the zeta potential positive for all formulations, with a
polydispersity index of about 0.2 to 0.4. The results of the release kinetics showed that the
formulations have an intense initial release, with sustained release over the hours, making it
suitable for the purpose of a nanoencapsulated repellent, guaranteeing immediate efficiency
and over time of action. Thus, it is observed that the nanoformulations with the two actives
remained stable at the 60-day follow-up time, which indicates that zein is an effective option

in the combined assets.

Key words: icaridin, geraniol, slow release, nanoparticles, zein, Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Artropodes sdo vetores capazes de transmitir uma série de patdgenos e parasitas,
contribuindo para disseminacdo de doencas endémicas em todo o mundo. Em especial, os
mosquitos (Diptera: Culicidae) tém um papel chave na disseminacdo de doengas em humanos
e animais, que incluem a Maléria e importantes arboviroses como Dengue, Febre Amarela,
Chikungunya, Zika (BENELLI, 2015; BENELLI; MEHLHORN, 2016).

Assim, tais doencas, as arborivoses Febre Amarela, Dengue, Chikungunya e Zika, cujo
0 mosquito Aedes aegypti é o principal vetor, ao longo dos anos vém trazendo preocupacdes
em todo 0 mundo. E, isso se da devido aos dados contabilizados. Sendo que, essas arboviroses
juntas causaram milhares de centenas de infeccOes, sendo, por exemplo, registrado em 2015,
mais de 50000 mortes anuais (KISTLER et al., 2015).

A Febre Amarela, que teve seu primeiro registro no México em 1648 e,
posteriormente, diversos outros surtos pelo mundo, como na Europa, em 1730, continuou a
fazer suas vitimas nos séculos posteriores (GARDNER; RYMAN, 2010; VASCONCELOS,
2010). Ressaltando que, entre dezembro de 2016 e setembro de 2017, aconteceu novo surto da
doenca no Brasil, tendo, além do elevado e assustador nimero de eventos em humanos, um

acentuado episodio de mortes e adoecimentos de macacos (BRASIL, 2017).

A Dengue que, em 2008 ressurgiu globalmente, também registrou um aumento de
vitimas em muitos locais, como evidenciado na Fl6rida, nos Estados Unidos (RICHARDS et
al., 2012). Os primeiros apontamentos de febre resultante da Dengue se deram nos anos 992,
enguanto os primeiros casos de Dengue hemorragica ocorreram no final do século XX nas
Filipinas e Tailandia (GUBLER, 2006).

A Chikungunya apresenta sintomas semelhantes aos da Dengue, porém, com fortes
dores articulares (GARCIA et al., 2011). O primeiro quadro de epidemia dessa doenca
ocorreu na Africa, nos anos cinquenta do século passado. Posteriormente, provocou muitas
incidéncias, espalhando-se com velocidade consideravel em inimeros paises, principalmente
devido a falta de imunidade da populacdo a esse arbovirus (STAPLES; FISCHER, 2014;
WEAVER, 2014).

Por fim, a arbovirose Zika teve sua primeira identificacdo em 1947, em Uganda, na

Africa Oriental, nos conhecidos macacos Rhesus. Ela permaneceu em territorio africano e
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asiatico até o ano de 2007, praticamente sem registro em humanos, quando se disseminou nas
Ilhas do Pacifico, em Yap, causando um grande surto (CHANG et al., 2016; MUSSO et al.,
2014; WONG et al., 2013; BENELLI; MEHLHORN, 2016). J& em 2015, houve a
confirmacdo da contaminacdo desse virus nas Américas e em territorio brasileiro, ocorrendo
posterior alastramento, e causando o assustador surto da microcefalia (PETERSEN et al.,
2016; BOGOCH et al. 2016) e da sindrome de Guillain-Barré (CAO-LORMEAU et al., 2016)

1.1 O vetor Aedes aegypti

O vetor Aedes aegypti faz parte da familia dos culicideos (pernilongos e mosquitos),
0S quais constituem o primeiro maior grupo relacionado a transmissdo de diversas doengas
aos humanos (FONSECA, 2009). Assim, o Aedes aegypti, como ja citado, é considerado um
importante vetor das arboviroses Febre Amarela, Dengue, Chikunguya e Zika e, por isso, tem

despertado intensa preocupagdo em combaté-lo, porém, ainda, sem resultados muito eficazes.

Este vetor originou-se no Egito e se espalhou para diversos paises a partir da Africa,
por meio de navios de transporte de escravos (GLORIA-SORIA et al.,, 2014). Ele se
caracteriza pela maior incidéncia em regides subtropicais e tropicais, clima este, que, propicia
0 aumento da sua populacdo e das consequentes arboviroses (BOGOCH et al., 2016; BRADY
etal., 2014; WONGKOON, 2011).

O Aedes aegypti, também se adequa em zonas urbanas, pois se reproduz facilmente
com os multi criadouros adaptados, oferecidos por esses locais (TAVARES et al., 2018). Néo
apresentando preferéncia por tipos de materiais que compdem os recipientes, porém, coloca
seus ovos, preferencialmente, em locais com agua limpa e, favorecidos com sombra. Tudo
isso para a eficacia do periodo necessario para que 0s ovos adquiram resisténcia ao
ressecamento e, também, para garantir a eficiéncia da eclosdo e do desenvolvimento da fase
larval (LOPES. 1993)

Lembrando que o calor e a umidade favorecem o desenvolvimento dos ovos e das
larvas, ou seja, beneficiando o ciclo de vida e a disseminacdo rapida. Isso tudo associado ao
aquecimento global resultou no aumento de locais com caracteristicas de clima quente e
umido, resultando em maior disseminagdo do Aedes aegypti e, consequentemente, das
arboviroses transmitidas por ele (TAVARES et al., 2018).
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As fémeas desse vetor, que sdo as responsaveis pela disseminacdo dos arbovirus,
depositam um total de até mil e quinhentos ovos durante toda a fase adulta. Tais ovos
possuem forma alongada e com coloracédo escura, além de possuirem brilho. E, caso a fémea
esteja contaminada com alguma das arboviroses, seus ovos podem apresenta-las neles.
Ressalta-se que eles conseguem resistir até quatrocentos e cinquenta dias sem o contato com a
agua, 0 que aumenta a resisténcia desse mosquito. Sendo que apds quinze horas de postura
dos ovos, estes ja adquirem tal resisténcia ao ressecamento devida sua exposi¢cdo ao ambiente,
resistindo ao periodo especificado, em ambientes secos. Podendo ser transportados, desde que

ndo haja o contato com a dgua (KISTLER et a.l, 2015).

Toda essa resisténcia apresentada, somada a alta capacidade como vetor, aliada a
dificuldade de controle de sua populacéo e auséncia de terapéutica especifica, resulta no atual
quadro de preocupacao com o Aedes aegypti (BENELLI; MEHLHORN, 2016).

1.1.1 Doencas endémicas causadas pelo vetor Aedes aegypti
1.1.1.1 Arboviroses

As arboviroses disseminadas pelo vetor Aedes aegypti causam inimeros problemas na
salde das pessoas. Também, algumas dessas arboviroses apresentam sintomas parecidos que
acabam sendo confundidos, e outras, porém, sintomas mais especificos, se tornando mais facil
discriminar com qual arbovirus a pessoas foi infectada. Assim, atualmente, busca-se a
ampliacdo de novas estratégias e ferramentas de combate a tais arboviroses, em parceria com

a tecnologia desenvolvida e ofertada no mercado.
1.1.1.1.1 Febre Amarela

A Febre Amarela, transmitida principalmente pelo mosquito Aedes aegypti, ja alarmou
muito, principalmente, devido a falta de conhecimento, pois, valorizou-se por longos periodos
de tempo o conhecimento popular equivocado que afirmava que tal transmisséo acontecia de
pessoa para pessoa, sendo que a real ocorréncia apenas se da por meio do mosquito
(MONATH, 2008).

Ela é uma arbovirose muito incidente na Africa e América do Sul, causando alguns

sintomas proximos aos da Chikungunya e Dengue, como febre, dor de cabeca, dentre outros.
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Todavia, a principal evidéncia € a ictericia, que é a mudanca na coloragdo dos olhos e peles
para tons mais amarelados, além de hemorragias nas gengivas, nariz e em partes do sistema
digestivo. Lembrando que os sintomas variam de acordo com o nivel da incidéncia da Febre
Amarela (MONATH, 2008; BRASIL, 2016).

Quanto ao tratamento, como ainda ndo é muito especifico, recomenda-se 0 repouso € a
reposicdo de liquidos e nos casos em que se exige a internacdo hospitalar, também se pode
utilizar da reposicdo sanguinea. Em casos mais graves, recomenda-se o0 tratamento em
unidades de terapias intensivas, pois em caso contrario, pode-se registrar a morte do doente
(GARDNER & RYMAN, 2010).

A principal forma de prevencdo é a utilizacdo da vacina (PULENDRAN et al., 2008),
podendo as criangas, a partir de nove meses de vida, utilizarem seguramente da vacina.
Porém, ndo é recomenda 0 uso em gestantes, ou mulheres que estdo amamentando, pessoas
que fazem uso da quimioterapia ou radioterapia, ou com o sistema imunoldgico deprimido,
também as que fazem tratamento de doencas graves e idosos. Ainda, pessoas com alergia a
eritromicina, a gelatina e ao ovo, ndo podem receber a vacina, pois, nesse ultimo caso, pode
haver quantidades residuais de proteina ovoalbumina. Em todos esses casos ndo se indica o

uso da vacina para evitar riscos de complicacfes na salde dessas pessoas (BRASIL, 2016).
1.1.1.1.2 Dengue

A busca da eliminacéo de casos de Dengue vem da sua grande incidéncia em periodos
climaticos sazonais, quando se registravam surtos dessa doenca. Pois, ap0s periodos que se
conseguia controlar, ainda que parcialmente, os focos de Dengue, posteriormente, com a
mudanca das estacOes este arbovirus retornava de forma intensa, aumentando veementemente
0Ss numeros de casos registrados (BOGOCH et al., 2016; BRADY et al., 2014,
WONGKOON, 2011).

A preocupacdo € evidenciada devido aos problemas de salde que a infeccdo de tal
arbovirus causa, sendo a principal reclamacdo a febre alta e repentina, além do cansaco
extremo. Esta doenca apresenta como sintomas classicos as dores na regido posterior dos
olhos, dor de cabeca, tonturas, reducdo e até perda de apetite, nduseas e vomitos, dores nas
articulagbes e nos o0ssos, dentre outros. A busca pelo tratamento medico é de extrema

importancia, ainda mais porque se esse arbovirus for reincidente em uma pessoa, ele pode se
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desenvolver na forma de Dengue hemorrégica, podendo levar a morte (CHANG et al, 2009;
BRASIL, 2016; GARCIA et al., 2011).

1.1.1.1.3 Chikungunya

A Chikungunya é muito confundida com a Dengue devido a grande dificuldade por
parte dos pacientes e profissionais de saude em distinguir seus sintomas e, assim como a
Dengue, tem deixado suas marcas quanto aos problemas de saude da populacdo (BEDOYA-
ARIAS et al., 2015).

Esta arbovirose que também causa febre, dores de cabeca, coceira leve, dentre outros
sintomas, possui a diferenca de registrar dores nas articulagdes, que ocorrem de forma muito
mais intensa do que na prépria Dengue (STAPLES & FISCHER, 2014).

Assim como no caso da Dengue, a maior complicacdo é a falta de medicamentos
especificos para o tratamento da Chikungunya (BENELLI & MEHLHORN, 2016), tendo que
se utilizar de meios paliativos, como antitérmicos e antiinflamatérios, para o alivio dos
sintomas. Acrescente-se 0 agravante da restricdo do leque de medicamentos antitérmicos,
sendo permitido unicamente o paracetamol. A utilizacdo do medicamento errado pode levar
ao aparecimento de um perigoso sintoma, que é a ocorréncia do quadro de hemorragia,

observado quando da utilizagdo de acido acetil salacilico (BRASIL, 2016).

Os sintomas da Chikungunya podem persistir por meses, porém se mostra como um
evento Unico, pois, quando um individuo adquire tal doenca, passa a ser imune pelo resto de
sua vida, ao contrario da Dengue. Ressaltando que cerca de 30 % dos casos de pessoas
infectadas pela Chikungunya ndo apresentam qualquer sintoma, assim como nos registros
mais leves de Dengue (STAPLES & FISCHER; 2014; BRASIL, 2016).

1.1.1.1.4 Zika

O virus Zika é um arbovirus da familia Flaviviridae, ou seja, é um virus de RNA que é
transmitido por artrépodes (BENELLI & MEHLHORN, 2016; MUSSO et al., 2014), o qual
tem sido um dos que mais tem se destacado dentre as pesquisas em doencas endémicas
transmitidas pelo vetor Aedes aegypti. Tal destaque se da pelas consequéncias trazidas as
pessoas que sdo picadas pelo vetor contaminado (IOOS et al.,2014), principalmente as
gestantes (PETERSEN et al., 2016; BRASIL, P. et al. 2016). Esse fato é devido a ma

formacdo do encéfalo dos bebés que ocorre no periodo gestacional, causando a temida
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microcefalia (BOGOCH et al., 2016). Situacdo essa que reflete o tropismo demonstrado por

parte do Zika virus pelas células neurais (ENFISSI et al., 2016).

Em fevereiro de 2014, registrou-se episodios de Zika virus no Chile. Em maio de
2015, o Brasil apontou seus primeiros casos. Sendo que, seis meses depois, em novembro,
uma das primeiras mortes registradas no Brasil por Zika virus foi o caso de um bebé recém-
nascido, cujo possuia microcefalia. Ap6s andlises de sangue e de tecidos dessa crianca,

encontrou-se o genoma do Zika virus (ATTAR, 2016).

Ressalta-se que os sintomas decorrentes da infeccdo dessa arbovirose sdo praticamente
imperceptiveis, ocorrendo apenas estado febril em cerca de 20 % dos casos (CAO-
LORMEAU et al., 2016). Nao registrando casos com internagdo hospitalar. Dessa forma,
torna-se muito dificil realizar um diagnostico clinico e, consequente dificuldade na realizacédo
de um tratamento adequado para tal infeccdo (GINIER et al., 2016; FAUCI, MORENS, 2016;
CHANG et al., 2016). Atualmente, 0 método mais utilizado para detectar o Zika virus em
amostras bioldgicas é a reacdo em cadeia da polimerase, pela transcriptase reversa. Porém,
esse método é custoso e exige tempo para ser realizado, além de pessoas capacitadas em
realiza-lo, fazendo com que muitas unidades de satde ndo facam a analise, principalmente em
locais que possam ter as maiores ocorréncias, pois, resulta em altos custos. Lembrando que as
regides endémicas estdo localizadas em locais caracterizados pela baixa renda (MELO et
al.,2018).

Melo (2018) e seus colaboradores desenvolveram uma alternativa menos custosa e
bem mais agil de deteccdo do Zika virus em amostras bioldgicas. Essa andlise envolve a
utilizacdo de espectrometria de massa aliada ao uso de algoritmos de tomada de decisoes,
resultando em diagnosticos. Tal analise faz a distingdo entre pacientes realmente infectados e
0s que apresentam sintomas semelhantes, ou também, casos que se enquadrem apds periodo

agudo de infeccdo dessa doenga.

Embora o Zika virus apresente os diferentes danos, Lima e seus colaboradores (2017)
observaram todos esses pontos, e se utilizaram do fato de o Zika virus (0 virus que €
recorrente no territorio brasileiro) ter certo direcionamento a causar alteragdes no ciclo celular
em células cerebrais, induzindo, muitas vezes, a apoptose celular. Assim, testaram se a mesma
situacdo também ocorreria no caso de células neurais de cancer. E, concluiram que essa

relacdo é verdadeira, considerando que a sintese de digoxina induzida pelo Zika virus pode
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futuramente ser uma nova opcdo no tratamento neural de células tumorais, alternativa as

quimio e radioterapias.
1.1.1.1.4.1. Cenério brasileiro e o Zika virus

A preocupacdo dos brasileiros quanto a disseminacdo do virus da Zika e suas
consequéncias sdo bem fundamentadas. Principalmente, considerando o nimero de provaveis
infectados no Brasil em 2017, que foi de 17.594, porém, somente no ano imediatamente
anterior (2016) ja haviam sido de 216.207 casos (notificados) da doenca, sem considerar
dados de Dengue e Chikungunya, demonstrando a grande dimensdo do problema

epidemioldgico enfrentado pelo pais (BRASIL, 2018a).

Ainda, de acordo com o Centro de Operacfes de emergéncias em salde publica a
respeito de microcefalias, entre novembro de 2015 e dezembro de 2017, houveram 15.150
ocorréncias registradas de suspeitas nesse periodo, de acordo com o fixado no Boletim
Epidemoldgico do Ministério da Satde em janeiro de 2018. Dentre esses, 3.037 casos foram
confirmados (20,1 %), 2.903 das ocorréncias continuam sob averiguacdo (19,2 %) e 6.718
foram classificadas como sem relagdo com o virus Zika (44,3 %), ou seja, descartadas. Ja as
ocorréncias que ainda permanecem em estudo, resultam em pouco mais de 500 casos,
considerando em tal periodo casos para microcefalia e/ou alteragdo do sistema nervoso
central. (BRASIL, 2018b).

Concomitantemente a apreensdo em relacdo ao numero de casos, tem-se, também, uma
crescente preocupacdo relacionada ao acompanhamento quanto as alteracdes no crescimento e
desenvolvimento dos bebés referentes aos episodios confirmados. E, oferece, dessa forma,
para esses casos, as diferentes a¢es, como atendimento em puericultura, para 1.639 casos,
cuidados em estimulagdo precoce, para 975 casos, além de servico de atencéo especializada,
para 1.679 dos casos (BRASIL, 2018b).

Também, existem o0s casos de 6bitos em monitoramento, ou seja, em acompanhamento
das evidencias para saber se tem ou néo relacdo com o virus. Sendo que 26 % dos municipios
do Brasil registram ao menos um caso de obito em monitoramento. E, a maior concentragdo
de casos em monitoramento se encontra no Nordeste, com quase 40 %, e, se considerar o
namero de casos somados aos 6bitos em monitoramento, este resulta em um percentual de
quase 50 % dos municipios dessa regido (BRASIL, 2018b).
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1.2 Formas de combate e protecao

As formas de combate ao mosquito e as arboviroses por ele disseminadas tém se
dividido entre os controles biolégicos, fisicos, quimicos e por insetos transgénicos, além do
desenvolvimento de vacinas. O controle bioldgico se da por meio do uso de bactérias, fungos,
peixes e crustadceos. JA o controle quimico ocorre por meio de larvicidas, inseticidas e
repelentes. Os fisicos resumem-se na dificultagdo mecénica do mosquito se procriar, sendo
por meio da protecdo, além da destruicdo e gestdo adequada de criadouros potenciais. J& a
utilizacdo de insetos transgénicos pode ocorrer, por exemplo, esterilizando o mosquito
(RATHER et al., 2017).

Assim, uma das principais formas de controle o Aedes aegypti é a estratégia da
diminuicdo de populacdo. Porém, ndo é uma acdo tdo eficiente, pois ndo se consegue
restringir com efetividade a incidéncia dos casos, ainda mais se consideradas as regides
tropicais e subtropcais (TAVARES et al., 2018; WALKER et al., 2011).

Isso tem levado a uma intensa preocupacdo com as formas de se proteger da picada de
tal mosquito. Umas das agdes por parte das pessoas se resume na eliminacdo dos focos e
recipientes com aguas paradas de suas casas e quintais. Mesmo com essas agdes, muitos
locais de reproducdo podem passar despercebidos. Como também a falta de controle do
mosquito de areas verdes e florestas proximas as regifes urbanas. Associado a isso, tem-se
ainda a falta de conscientizacdo de significativa parte da populacdo, favorecendo a
proliferacdo do mosquito (LIMA-CAMARA, 2016).

Também, tem-se um incentivo na utilizagdo de roupas mais largas com mangas
compridas, calgas, sapatos fechados e com meias. Entretanto, esta ndo se mostra a melhor
maneira, visto que ndo é tdo viavel e nem tdo eficiente, pois o tecido dificulta, porém nao
impede a picada. Acrescenta-se a dificuldade de se utilizar tais vestimentas em clima tropical
e subtropical, principalmente nas épocas de temperaturas mais elevadas (BOGOCH et al.,
2016).

Associada a tal acdo, tem-se o incentivo de se fazer uso de barreiras fisicas, como
colocar telas antimosquito em portas e janelas, ou, também, mosquiteiros ao redor de bercos e
camas (TAVARES et al., 2018; LIMA-CAMARA, 2016). Mas, para fortalecer a protecéo,

teve-se 0 desenvolvimento de vacinas ao combate as arboviroses. A da Dengue se faz em trés
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dosagens, com intervalos de seis meses cada. Garantindo a protecdo para os quatro tipos de
Dengue em cerca de 70 % dos casos. Suas restricdes se fazem as mesmas citadas para vacina
da Febre Amarela, somando-se mais uma proibicao, que € o caso de com pessoas que estejam
em estado febril. Sendo, essa vacina, permitida no Brasil, para criancas a partir de nove anos
de idade e pessoas com até 45 anos de idade (BRASIL, 2017).

J& a vacina contra 0 Zika virus estd em desenvolvimento, dentre as quais, algumas se
encontram em fase de testes em humanos. Em que cerca de 60 instituicbes ao redor do
mundo, tanto particulares gquanto puablicas, estdo buscando produzi-la (BARRETT, 2018;
MORABITO, GRAHAM, 2017). Como é o caso da vacina desenvolvida no Brasil, que € uma
parceria entre a Faculdade de Medicina da USP (Universidade de Séo Paulo), UFMG
(Universidade Federal de Minas Gerais) e o Centro de Pesquisas de Vacinas do Instituto
Nacional de Alergia e Doencas infecciosas dos Estados Unidos, que iniciaram esses testes no
final de 2018, e oferecem um acompanhamento de dois anos, periodo de exigéncia para que as
voluntarias ndo engravidem. Outras, ja estdo em finalizacdo dos testes, como a desenvolvida
nos Estados Unidos, pelo NIAID, “Laboratério de Doengas Virais”, liderado por Stephen
Whitehead, que iniciaram seus testem num grupo de pessoas em meados de 2018, realizando

um acompanhamento de seis meses.

Essas duas vacinas apresentam diferencas entre si, sendo que a brasileira utiliza do
DNA do Zika virus, ja a outra utiliza o virus atenuado. Isso reflete principalmente nas
restricdes da aplicacdo da vacina. Em ambos os casos ndo serdo recomendadas para as
gravidas, nem pessoas acima de 35 anos e criancas, abaixo de 15 anos, no caso da brasileira.
Também ndo sera permitida para pessoas abaixo de 18 anos e acima de 50 anos, para a
proveniente do laboratorio NIAID. Ou seja, a vacina esta sendo direcionada, primordialmente,
a pessoas em fase reprodutiva (USP, 2018; NIAID, 2018).

Considerando todo esse contexto de cuidados, expectativas e esperas, faz-se, cada vez
mais necessaria a utilizacdo cuidadosa de repelentes, ja que é uma alternativa de acéo
imediata. Para que unido a outros cuidados, como a utilizacdo das barreiras fisicas, possa se
atingir uma protecao de efeito sinergético (PETERSEN et al., 2016; BOGOCH et al., 2016).

Evidencia-se, ainda, a importancia de seguir corretamente o uso do repelente, como
ndo deixar de aplica-lo dentro das residéncias e em locais abertos, como praias, ruas, areas

verdes, independentemente do horario, principalmente em gravidas, por causa do Zika virus.
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Além de ser importante fazer a reaplicacdo dentro do tempo informado no rétulo, uma vez

que cada repelente tem um tempo de acdo, devido aos seus ativos (TAVARES et al. 2018).

Ressalta-se que, de inicio, 0 mercado ndo se encontrava preparado para tal demanda,
havendo a necessidade de investimentos em pesquisas e desenvolvimento de novas vacinas e
férmulas de repelentes mais eficientes e, a0 mesmo tempo, seguras, buscando a eficacia de tal
protecdo (BENELLI & MEHLHORN, 2016). Esses investimentos visam um controle mais
eficiente e a eliminacdo de novas incidéncias, através do desenvolvimento de inovacGes em
pesquisas com o foco de acabar com a disseminacdo descontrolada dessas arboviroses,

evitando as picadas.

Como reflexo dessa situacdo, nota-se uma mudanca significativa na comercializagao
de repelentes. Dados mostram que as vendas de repelentes no Brasil, em volume, se elevaram
49 % em 2016, apos terem crescido 32,5 % em 2015, e 6,6 % no ano anterior. Essa tendéncia
elevou o Brasil para a quarta posicéo referente ao mercado global de repelentes (G1, 2017),
sendo que em receita, o setor faturou 217,4 milhdes de reais s6 no ano de 2015 (DCI, 2016).

1.2.1 Alternativas de repelentes disponiveis no mercado

A comercializagdo atual de repelentes concentra-se nos que possuem 0s seguintes
ativos: DEET (N,N-dietil-m-toluamida), IR3535 (3-N-acetillbutyiamino-estér etil propionico)
e lcaridina (4cido 1-piperidinepiperidina-2-2 hidroximethil-1-methilester) (ABDEL-
GHAFFAR et al. 2015), os quais tem sua comercializacdo aprovada pela ANVISA. No
entanto, além desses ativos, existem os ativos de origem natural, com o composto geraniol
(3,7-dimetilocta-trans-2,6-dien-1-ol), o qual possui interessante e eficaz acdo de repeléncia, e

vem sendo cada vez mais comercializado no mercado de repelentes.

Dessa forma, nota-se que os repelentes se dividem nesses dois grupos: sintéticos e
naturais. A apresentacdo dos repelentes se faz em aerossol, spray, lo¢do, creme e gel, sempre
especificando a idade minima para a aplicacdo, além de, a maior parte deles informar a
concentracdo, em porcentagem, do ativo que causa a repeléncia. Nesse ambito, a Tabela 1
apresenta alguns dos repelentes comercializados que possuem em sua formulagéo algum dos

ativos citados. Ressalta-se, que a escolha dos repelentes para compor a Tabela 1, se baseou
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nos quais mais se destacam, de acordo com cada ativo, quando se realiza a pesquisa de busca

por repelentes na internet.

Tabela 1: Alguns repelentes disponiveis no mercado contendo os ativos Icaridina, IR3535 e
DEET, e com misturas de diferentes ativos.

Huggies

— () 3
IR3535 (Infantil) 10-15% Logéo 3h > 6 meses
DEET OFF 14 % Spray Até 6h > 12 anos
Super Repelex 11 % Aerossol 4h > 12 anos

Geraniol: 20 %
Oleo de Soja: 5 %
Alecrim: 0,8 % Bug Band 26,8% (ativos) Spray Até 3h > 6 meses
Menta: 0,9 %
Oleo de Geranio:
0,1%

*Informag&o sobre a concentracdo do ativo ndo informada.

Dentre os repelentes sintéticos, o DEET é o mais antigo e eficiente, porém, dentre
todos, ele é o mais tdxico, elevando a idade minima de aplicacdo, ndo indicando seu uso em
criancas e bebés. Como alternativa quanto a toxicidade, utiliza-se a icaridina (Picaridin) e 0
IR3535. Sendo este ultimo 0 menos toxico, podendo ser prescrito para criangas a partir dos
seis meses e para mulheres gravidas. J& a icaridina tem a acdo mais proxima ao DEET. Ela é a
que possui maior tempo de acdo entre os repelentes, devido a sua volatilidade menos rapida
(TAVARES et al., 2018).

Neste contexto, o uso de repelentes vem ganhando mercado, pois, como mencionado,
é uma importante forma de reducdo efetiva dos casos de infeccOes provocadas pelo vetor
Aedes aegypti. E, para que os resultados almejados sejam alcancados de forma duradoura e
eficaz, torna-se necessario o desenvolvimento de sistemas repelentes que sejam mais eficazes
e que tenham uma agéo prolongada.
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Segundo TAVARES et al. (2018), os repelentes de longa duracéo j& comegaram a se
inserir no mercado. Esses sdo formulados em sistemas que compreendem as microcépsulas, as
nanocapsulas, as micro e nanoparticulas lipidicas solidas, também as micro e nanoemulsdes,
em lipossomas e niossomas, nos hidrogéis poliméricos e ciclodextrinas nanoestruturadas.
Cujos sistemas permitem a liberagcdo mais controlada do ativo de interesse. A Tabela 2 traz

dois repelentes que sdo compostos por icaridina nanoencapsulada.

Tabela 2: Alguns repelentes disponiveis no mercado com o ativo icaridina, baseados em

sistemas de liberacédo sustentada.

5,5 % Spray Até 6 horas > 6 meses

ICARIDINA Cutisanol
Granado Bebe 25 04 Spray 6 8horas = 6 meses

Segundo a Tabela 2, o “Repelente Granado — longa durag¢do”, com 25 % de icaridina
encapsulada, promete de 6 a 8 horas de protecdo, sendo 6 horas de protecdo contra o Aedes
aegypti e 8 horas contra o Anopheles albimanus e o Culex quinguefasciatus. Também, tem-se
a disposi¢do no mercado o repelente “Cutisanol”, fabricado pela MRpharma, que promete alta
eficacia por meio da liberacdo prolongada, garantindo 6 horas de protecdo contra o Aedes
aegypti, o Anopheles albimanus e o Culex quinquefasciatus, com 5,5 % do ativo icaridina
encapsulado. Ambos sdo comercializados na forma de spray e permitem o uso em bebés a
partir de 6 meses de idade. Nota-se, ainda, que no caso do Cutisanol, a quantidade do ativo é
bem reduzida e o tempo de duracéo € bastante longo em relacéo a concentracéo. Isso fica mais
evidente se comparar com os repelentes do mesmo ativo na Tabela 1, cujos ndo sdo

encapsulados.

Essas inovagGes mostram que recorrer ao uso da nanotecnologia se faz uma importante
opcdo, uma vez que a encapsulacdo colabora para minimizar efeitos dos ativos aos
organismos néo alvos, por reduzir sua toxicidade. Além de garantir a eficacia da agdo desse
ativo durante o tempo de acdo, resultante da liberacdo sustentada. Isso reflete que o
desenvolvimento de produtos de base nanotecnoldgica pode ser alcangado combinando-se
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ciéncia bésica com abordagens tecnoldgicas, para se considerar interacdes entre diferentes
fendmenos e conseguir chegar a solucdes eficientes para os problemas.

1.2.1.1 Geraniol

Os Oleos essenciais sdo misturas de compostos organicos volateis que se fazem
presentes em plantas. Eles s&o liberados, como forma de defesa, em momentos que as plantas
sofrem agressbes. E, o geraniol (3,7-dimethilocta-trans-2,6-dien-1-ol) (Figura 1) é um
constituinte comum de varios 6leos essenciais, como o de citronela, palmarosa, rosas, dentre
outros (SHARMA et al., 2013). O geraniol é, portanto, amplamente usado como um produto
quimico em fragrancias cosmeéticas e para uso no lar (RASTOGI et al., 2001).

Além de apresentar baixa toxicidade, suas propriedades efetivas como repelente e
inseticida para o controle de pragas, apresentaram boa atividade quimiopreventiva, assim
como propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias. Portanto, as
propriedades promotoras do geraniol incentivam estudos a fim de explorar e viabilizar
formulacGes de produtos contendo este composto (GOVINDARAJAN et al., 2016; MISNI et
al. 2016).

Ressaltando que o geraniol, como produto que provém de 6leos essenciais, possui
elevada volatilidade, que é ainda mais acelerada com o aumento da temperatura. Por isso, ele
possui curto tempo de acdo. A nanotecnologia vem a favor tentando melhorar tal fato,
aumentando o tempo de acdo desse produto, criando nanoemulsdes, para que esse Oleo
consiga ser liberado de forma mais lenta, além de garantir um espalhamento mais eficiente na
superficie da pele de uma pessoa (TAVARES et al., 2018).

Figura 1: Formula estrutural do geraniol.

CHs

OH

H;C CH;
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1.2.1.2 Icaridina

O ativo icaridina (1-piperidine-carboxylic acid 2-2 hydroxymethyl-1-methylester),
representado na Figura 2, também, é conhecido como Picaridin ou KBR023. Se apresenta na
forma de um dleo volatil e, dentre as op¢des de ativos disponiveis, € 0 mais indicado para
atividade repelente, pois, apresenta um extenso campo de alcance e possui um tempo maior de
acdo. Sendo destacado nos rétulos dos repelentes atualmente comercializados, que possui
acao de até 12 horas. Lembrando que a icaridina é favorecida pela propriedade de que, quando
ela entra em contato com a pele, ela evapora mais devagar em relacdo aos outros repelentes.
Evidencia-se, também, que a icaridina € o ativo mais indicado que o DEET para controle de
infeccbes causadas por Aedes aegypti em humanos (TAVARES et al., 2018; ABDEL-
GHAFFAR et al. 2015).

Embora a concentracdo de icaridina abaixo de 5 % também apresente repeléncia, as
formas classicas de repelentes com tal ativo ndo apresentam uma concentracéo abaixo de 5 %
em uma formulagdo. Sendo a concentracdo diretamente proporcional ao seu tempo de acgéo.
Portanto, para uma concentracdo de 5 a 10 % de icaridina, obtém-se de 3 a 5 horas de acao
repelente. Se for 20 %, a acdo sobe para até 10 horas (TAVARES et al., 2018). Porém, varias
formulacGes com icaridina aparecem em alta concentracdo na composicao final do repelente,
podendo chegar em torno de 30 %, e acabar sendo toxico aos organismos considerados nao
alvos, neste caso, 0s proprios seres humanos (ABDEL-GHAFFAR et al. 2015). Ressaltando a
possibilidade de ela causar irritacdo na pele de humanos (DIAZ, 2016).

Figura 2: Formula estrutural da icaridina.

A
o
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1.2.2 Nanotecnologia em beneficio as formula¢des de repelentes

A nanotecnologia tem aplicacdo em diversas areas, como na agricultura, na saude, nos
cosmeticos, dentre outras. Por isso, investimentos nessa area tém crescido bastante, e em
diferentes paises. Isso, tanto por empresas, quanto por seus governos (SANT’ANNA et al.,
2013).

A nanotecnologia vem cada vez mais se destacando, pois surge beneficiando a a¢do de
formulagcBes quanto ao aumento da estabilidade e da eficacia das mesmas nas mais diversas
areas, como, na agricultura, na elaboracéo de inseticidas botanicos para controle de pragas, 0
que reduz riscos a salde, pois se evita 0 uso excessivo de agrotdxicos, favorecendo o

ambiente e os organismos néo alvos (GHORMADE et al, 2011).

Nesse contexto, a nanotecnologia vem favorecendo, também, inovacdes em
formulacBes eficientes de repelentes de uso humano contra insetos. Dentre elas, o
desenvolvimento de formulagdes de repelentes de longa duracdo por meio de encapsulamento
dos ativos de interesse em nanoparticulas, permitindo a liberacdo lenta, aumentando,
consequentemente, a durabilidade desses repelentes e, reduzindo, ainda, a quantidade de

ativos aplicada para a obtencdo da protecdo de forma eficaz (PUJIASTUTI et al, 2017).

A elaboracdo de formulacGes de nanoparticulas de repelentes engloba um universo
extenso de materiais no seu preparo, além das diferentes substancias, os chamados ativos,
nesse caso, os repelentes (KAH et al. 2013). E, ao se aplicar as formulagdes com os repelentes
nanoencapsulados sobre a superficie da pele, inicia-se um processo de liberacdo dos ativos,
que vai se volatilizando para o ambiente ao redor da regido aplicada. E o ativo passa a se
volatilizar a partir das nanoparticulas de forma sustentada, mantendo a eficiéncia ao longo de
e um periodo de tempo, de acordo com o ativo escolhido e de sua concentragdo. Também, a
nanoencapsulacdo permite menor exposicao do repelente diretamente na pele e, a consequente
reducdo da permeacdo do ativo nela. Além de, devido ao aumento do tempo de acdo, resulta

em menos reaplicagdes da formulagéo sobre a pele (LI et al., 2014).

No caso do ativo livre em solucdo, existe a facilidade de ele permear a camada
superficial da pele ultrapassando-a, podendo chegar até a derme, que é ricamente irrigada por
vasos sanguineos, levando a uma distribuicdo do ativo para dentro do corpo da pessoa.
Situacdo que € bastante minimizada quando ocorre o encanpsulamento desse ativo. O

nanoencapsulamento do composto ativo colabora, também, para promover uma protecdo do
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repelente, evitando sua volatilizagdo, pois, protege da luz, calor, da oxidagdo, da umidade do
ar, a qual pode resultar da degradacao do ativo, ou seja, as hanoparticulas acabam protegendo
de uma degradacdo antecipada dos repelentes (TAVARES et al., 2018; Ll et al., 2014).

Embora exista a possibilidade do encapsulamento de ativos diferentes conjuntamente,
se faz importante ressaltar a possibilidade de se encapsular mais de um repelente de interesse
de forma individualizada. Essas possibilidades permitem uma associacdo de ativos, com o
objetivo de tambeém usufruir das propriedades dos diferentes componentes, que permitirdo,
por consequéncia, uma acdo mais ampla sobre o individuo a ser protegido, aumentando-se,

assim, o espectro de acdo, ou seja, a eficacia concomitante, dos ativos encapsulados.

Dessa forma, repelentes desenvolvidos por meio da nanotecnologia, permitem maior
eficiéncia de protecdo contra insetos, reduzindo a disseminacdo de arboviroses, como o Zika
virus, pois, evita de forma eficaz por mais tempo a picada do mosquito, reduzindo intensas
reaplicacdes de repelentes, se tornando ideal para organismos ndo alvos. Além de apresentar
bastante interesse no @mbito ecoldgico, o sistema de liberagcdo controlada de ativos se faz
muito importante no ambito econdmico também, pois embora seja mais custoso que uma
formulacéo classica, apresenta acdo de prevencdo imediata e prolongada, o que reduz gastos e
acOes mais intensas no tratamento de pessoas infectadas com alguma das arboviroses,
decorrentes da ndo prevencdo (PUJIASTUTI et al, 2017).

1.2.2.1 Nanoparticulas de Zeina

A proteina zeina compde pouco mais da metade de todas as proteinas presentes no
milho. A zeina provém do endosperma, o qual confere a dureza que este grdo possui, sendo
denominada proteina de reserva (SHUKLA; CHERYAN, 2001). Segundo Paliwal e
Palakurthi (2014), ela faz parte da classe das prolaminas, ocorridas somente nos cereais. O

que a caracteriza como material de baixo custo.

A zeina é considerada uma das proteinas mais hidrofobicas encontradas em cereais,
tendo sua hidrofobicidade em cerca de 1,365 J.mol™. O que é resultante da sequéncia de
aminoéacidos que a compde, que possuem residuos apolares. Estando presente em cerca de 70
% na molécula, sendo eles: a alanina, a glutamina, a leucina e a prolina (HOLDING e

LARKINS, 2009). Tal caracteristica faz com que esta proteina ndo se solubilize nem em agua
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e nem em &lcool puros, sendo necessdrio o preparo de uma solugdo que permita sua
solubilidade. Geralmente, utiliza-se uma solucéo hidroetandlica a 85 % sob agitacdo de varias
horas (podendo ser necessaria agitacdo over night), ou pode-se promover esta solubilizacéo

com outras solucdes, como com a acetona (SOUSA et al., 2013).

O método de precipitacdo anti solvente é bastante utilizado, em que causa a formacéo
das particulas coloidais. Isso acontece modificando a capacidade de solubilizagéo referente ao
solvente primario, por meio da diluicdo em um ndo solvente (PATEL; VELIKOV, 2014).

Essa caracteristica hidrofobica da zeina permite que ela se comporte feito um filme
que ndo permite a passagem de &gua, porém, que possui as particularidades de ser
biodegradavel, com flexibilidade, bastante resistente, biocompativel, além de ser
antimicrobiano e possuir baixa toxicidade. Essas caracteristicas permitem emprega-la como
estrutura de revestimento (PALIWAL; PALAKURTHI, 2014; SHUKLA; CHERYAN, 2001).
Tal proteina, devido ao seu nucleo apolar, também, se faz interessante na elaboracdo de
sistemas na entrega de farmacos ou nutrientes (KIM; XU, 2008). Acrescente-se, a facilidade

em se fabricar, a partir da zeina, as nanoparticulas (LUO; WANG, 2014).

Oliveira e seus colaboradores (2018) obtiveram resultados satisfatorios utilizando as
nanoparticulas de zeina. Inicialmente, prepararam nanoparticulas de zeina com o intuito de
utiliza-la como sistemas de transporte ecologicamente correto dos repelentes boténicos, o
geraniol e o R-citronealal. Tudo isso com a finalidade de se reduzir a degradabilidade precoce
desses ativos. Realizaram o teste para saber se com a liberacdo sustentada, seriam necessarias
menores quantidades dos repelentes, o que reduziria danos aos organismos ndo alvos e ao
meio ambiente. Realizaram, também, os testes de fitotoxicidade e citotoxicidade. Seus
resultados mostraram que a encapsulacdo pelas nanoparticulas de zeina foram bastante
elevadas para os dois repelentes, sendo acima de 90 %, além da boa estabilidade fisico-
quimica. A protecdo contra a degradacdo por UV, resultante do nanoencapsulamento, foi
garantida. Além do encapsulamento por nanoparticulas de zeina terem reduzido efetivamente

a toxicidade dos repelentes boténicos, garantindo um 6timo efeito no controle de pragas.

Ja no caso da utilizacdo das nanoparticulas de zeina direcionadas na liberacdo
sustentada de repelente de insetos, ela se faz uma alternativa interessante, principalmente, por
possuirem baixa toxicidade e serem biocompativeis. 1sso se da devido ao seu emprego no

interesse de encapsular individualmente os compostos de acédo repelente de uso tépico. Sendo,
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no caso deste trabalho, o encapsulamento dos ativos icaridina e o geraniol, buscando a
liberagédo lenta desses ativos. Resultando, entdo, em uma durabilidade maior da formulagéo e,

também, na reducdo da toxicidade aos organismos néo alvos.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo geral o desenvolvimento e a caracterizacdo de
sistemas de carreadores utilizando-se de nanoparticulas de zeina contendo uma mistura dos
repelentes icaridina e geraniol como um sistema mais eficiente e prolongado para repeléncia
do Aedes aegypti a fim de minimizar a possivel propagacdo do virus da Zika e outras

arboviroses (Dengue, Chikungunya e Febre Amarela).
2.2 Objetivos especificos
Este trabalho apresenta os objetivos especificos abaixo listados:

e Preparo de nanoparticulas de zeina como sistemas de liberacdo prolongada da

associacdo dos repelentes icaridina e geraniol;

e Utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia para a caracterizacdo dessas

formulages por eficiéncia de encapsulacao;

e Realizacdo da espectroscopia de correlagdo de fdétons e microeletroforese para

determinacéo de distribuicdo de tamanho e potencial zeta, respectivamente;

e Realizacdo da espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier — FTIR,
para obter a interacdo entre composto bioativo e nanoparticula;

e Ensaio de microscopia de forca atbmica — MFA para anélise da morfologia e tamanho

das particulas;
e Ensaio de Cinética de Liberacdo dos repelentes pelas nanoparticulas de Zeina;

e Auvaliacdo da estabilidade fisico-quimica das formulagdes.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
e Acetonitrila - grau HPLC (JT Baker®);
e Agitador magnético - Tecnal®;
e Alcool etilico - Merck®;
e Analisador de particulas NanoSight LM10 - Malvern®;
e Analisador de particulas Zetasizer Nano ZS 90 - Malvern®;
e Bomba a vacuo Al2 - Symbol®;
e Dispositivos de ulltrafiltracdo (celulose regenerada, 10 kDa-Milipore®);
e Filtros de 45um - Millipore®;
e Geraniol - Sigma®;
e Icaridina (Golden Wing — Wuhan Golden wing Industry & Trade CO., LTD);
e Metanol - grau HPLC (JT Baker®);
e Microcentrifuga - MiniStar®;
e pHmetro — MS Technopon®;
e Pluronic F-68 — Sigma®;

e Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - UltiMate 3000 —
DIONEX da Thermo Scientific®;

= Coluna: Phenomenex® Gemini-NX C18 5u 110A, 150 x 4,60mm;
= Software Cromaleon;

e Zeina - Sigma®.
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3.2 Métodos

A proposta metodologica referente ao preparo e caracterizacdo dos sistemas

carreadores contendo repelentes, foi realizada de acordo com as etapas apresentadas a seguir.

3.2.1 Metodologia Analitica de quantificacdo dos repelentes por CLAE

Foi realizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), fazendo uso de diversas
literaturas, com adaptacdes (DE MELO et al. 2011; MORAES et al. 2011; GRILLO et al.
2009). Para tanto, utilizou-se do equipamento UltiMate 3000 — DIONEX da Thermo
Scientific® para a quantificacdo dos repelentes (icaridina e geraniol) nas nanoparticulas. Tal
equipamento contém um sistema de bomba quaternario (LPG-3400SD®), amostrador
automatico (WPS-3000 (T) SL®), detector UV-VIS (DAD-3000®). Nas colunas
cromatogréaficas Phenomenex, Gemini, C;g fase reversa, 5 um, 110A, 150 x 4,60 mm, foram
injetadas solugdes dos repelentes botanicos e das suspensdes de nanoparticulas
antecipadamente filtradas, e foi realizada uma eluicdo gradiente, utilizando fase movel
constituida de acetonitrila/agua. Os repelentes foram detectados através de um detector UV-
VIS, sendo realizadas aquisi¢fes cromatograficas em dois diferentes comprimentos de onda,
sendo 210 nm para analise do geraniol e 240 nm para a analise da icaridina. E foram, assim,
construidas curvas analiticas para os repelentes botanicos com o objetivo de ser usada na

determinacdo da eficicia de encapsulacdo dos repelentes nas nanoparticulas.
3.2.1.1 Construcdo da curva analitica

A construcdo da curva analitica para cada ativo, o geraniol e a icaridina, se deu
considerando as condic¢des cromatogréaficas ideais, visando a realizacdo da quantificacdo com
a real eficiéncia e eficacia na encapsulacdo dos ativos analisados. Apresentando, dessa forma,
seguranga em seu método de andlise, conforme condi¢cBes cromatograficas, que foram
acertadas objetivando um tempo menor para corrida e um pico regular, cujas condigdes estdao
descritas na Tabela 3. Ressaltando que as condi¢es cromatograficas foram obtidas por meio
da literatura (GRILO et al., 2012), considerando os equipamentos disponiveis para a

realizacdo do projeto.
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Tabela 3: Condi¢bes cromatogréaficas utilizadas para a metodologia analitica, junto com a
quantificacdo dos compostos analisados. A) geraniol, B) icaridina.

a) Geraniol

GERANIOL
Fase Mavel (v:v) Acetonitrila/Agua (60:40, v:v)
Temperatura 30°C
Fluxo 1 mL/minuto
Volume de injecéo 100 uL
Coluna cromatogréfica Phenomenex, Gemini 5p C18
110A, 150 x 4,60mm
Detector Ultravioleta (UV), A= 210 nm
b) Icaridina
ICARIDINA
Fase Mavel (v:v) Metanol/Agua (60:40, v:v)
Temperatura 25°C
Fluxo 1 mL/minuto
Volume de injecao 100 uL
Coluna cromatogréfica Phenomenex, Gemini Su C18
110A, 150 x 4,60mm
Detector Ultravioleta (UV), A= 240 nm

Foi, dessa forma, realizada a preparacdo das curvas analiticas de calibragdo, as quais
apresentam resposta a metodologia analitica empregada, devido ja se conhecer as
concentracdes prévias dos analitos (GRILO et al., 2012). Para tanto, utilizou-se distintas
concentragfes para cada ativo, variando, para o geraniol, na faixa de 1-5 pg/mL, e para a
icaridina, entre 8-100 pg/mL. Sendo que a andlise ocorreu por CLAE e em triplicata,
considerando as condicGes analiticas apresentadas na Tabela 2. Dessa forma, em trés dias
consecutivos analisaram-se as trés curvas. No fim, utilizou-se para as quantificagdes, a curva

final que apresentou a média das trés curvas, sendo, entdo, n=9.

3.2.2 Otimizacéo das condi¢cfes experimentais

3.2.2.1 Sistemas nanocarreadores

3.2.2.1.1 Sistemas carreadores baseados em nanoparticulas de zeina

As nanoparticulas de zeina foram preparadas pelo método de precipitacéo
antissolvente, descrito por (HU; MCCLEMENTS, 2014). Inicialmente, 2,0 g de zeina (p0)
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foram acrescidos a 100 mL de uma solucéo hidroetandlica 85 % (v:v) agitando-se “overnight”
para assegurar a dissolugdo. Apds isso, a solugdo passou por um tratamento térmico, a 75 °C

durante 15 minutos, com o objetivo de ocorrer, nas cadeias de proteinas, uma desorganizacao.

A solucéo foi ajustada a um pH de 5,8, com HCI a 1,0 mol/L, e agitada por mais 30
minutos. A solucédo foi, entdo, filtrada em membrana Millipore® de 0,45 pm para remover
particulas insoltveis. Os repelentes GRL e ICA foram adicionados a solucdo de zeina em

diferentes proporcGes e colocados sob agitacao.

Uma solucédo aquosa 2,0 % (v:v) de Pluronic F-68 foi preparada e acertada ao pH 4. E,
utilizando-se uma seringa, a solucao de zeina foi inserida de forma répida a solucéo aquosa de
Pluronic F-68, que ja estava sob agitacdo, com a finalidade da melhor formacdo das
nanoparticulas contendo os ativos. A dispersdo coloidal resultante permaneceu sob agitacao
“overnight” utilizando um agitador magnético a temperatura ambiente, em que o etanol

restante nas dispersoes coloidais finais foi evaporado.

Durante a otimizacdo destas particulas, as quantidades de zeina, bem como a
proporcéo de repelente a ser encapsulado, além do volume das solucdes, foram variadas na
busca de se conseguir formulacdes com maior quantidade de ativos encapsulados possiveis.
Isso se deu, considerando, também, a literatura, em que se evidenciou muitos trabalhos que
utilizavam métodos de precipitacdo anti-solvente, para formulagdo de nanoparticulas de zeina
(CHUACHAROEN et al., 2016; Da ROSA et al., 2015; CHEN et al., 2014; PATEL et. al.,
2010). Ressaltando-se, que grande parte desses trabalhos se diferem entre si quanto ao volume

de solucdo, ao tensoativo utilizado, além da concentracdo dos ativos e da zeina.

Também, as pesquisas e experimentos prévios desenvolvidos no proprio grupo de
pesquisa do laboratdrio, como DE OLIVEIRA (2014) e DE OLIVEIRA (2018), auxiliaram na
otimizagdo das nanoparticulas de zeina. Por esse motivo, apds diversos testes iniciais, a
concentracdo da zeina fixou-se em 2,0 % (m:v), conforme relatado acima. E, apds se injetar
10 mL da solucdo de zeina na solucédo de Pluronic F-68 (30 mL), e submeter a agitacéo e,

consequente evaporacdo do solvente, manteve-se volume final de 30mL.

A partir dai, foram elaboradas as formulagdes com diferentes concentragbes dos
ativos. Sendo uma das solucbes de nanoparticulas de zeina contendo 2,0 % de geraniol
(NP_GRL_2 %), outra formulacdo com 3,0 % de geraniol (NP_GRL_3 %) e outra com 4,0 %

de icaridina (NP_ICA_4 %). Além disso, com a finalidade de se conseguir a formulacao
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mista, de GRL com ICA, realizou-se o preparo separado das formulacGes de 3 % de GRL
(NP_GRL_3 %) e outra de 5 % de ICA (NP_ICA 5 %) e, posteriormente misturadas,
chegando as concentracdes finais de 1,5 % do GRL e 2,5 % de ICA (NP_ICA 2,5 % + GRL
1,5 %).

3.2.3 Medidas de Caracterizacéo e Estabilidade das Formulagdes

Com a finalidade da caracterizacdo das formulacdes e acompanhamento das referentes
estabilidades fisico-quimicas das nanoparticulas, analisou-se diversas proriedades. Sendo elas:
0 potencial zeta, o didmetro hidrodindmico, que é o tamanho, e a eficiéncia de encapsulacéo
dos compostos (ativos) nas nanoparticulas, considerando o tempo, sendo 0 dias, 15 dias, 30
dias e 60 dias. Cabe ressaltar que as formulacGes, assim que preparadas, foram armazenadas

em frascos ambar, a 25 °C.

3.2.3.1 Diametro médio e polidisperséo

A utilizacdo da técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons se fez muito
importante, pois foi aplicada para obtencdo da distribuicdo de tamanho, além do tamanho
médio das particulas. Para a diluicdo das suspensdes de particulas foi utilizado agua Milli-Q
sem ajuste de pH. Para esta andlise foi utilizado um analisador de particulas ZetaSizer Nano
ZS 90 (Malvern), sempre num angulo fixo de 90°, considerando a temperatura de 25 °C, com
isso a distribuicdo de tamanho € obtida pelo indice de polidispersdo. Cada resultado foi

expresso obtendo-se a media de trés determinac¢Ges (GRILLO et al., 2014).

3.2.3.2 Rastreamento de Nanoparticulas

A determinacdo da distribuicdo de tamanho, além da concentracdo das nanoparticulas
que contém Oleos essenciais, foi realizada por meio da técnica de rastreamento de
nanoparticulas. A coleta dos dados se fez utilizando uma camera SCMOS e utilizando-se do
software NanoSight (versdo 2.3) para andlise dos dados. Dessa forma, foram feitas as

medicdes da agua deionizada, com 0 objetivo de garantir que as amostras nao tenham
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resultados alterados pela qualidade da agua. Entdo, foi realizada a diluicdo das suspensdes de
nanoparticulas, além da realizacdo de andlises de forma triplicada para cada uma das
amostras. Na busca de garantir que tivessem sido realizadas analises de distintas particulas,
em cada réplica, foi injetada aproximadamente 1 mL de suspensdo da amostra na célula
volumétrica, com a finalidade de conseguir deslocar exatamente o conteddo antes medido.
Assim, cinco medicBes com cerca de 2000 particulas computadas em cada uma das analises
(ANDERSON et al., 2013). Tal técnica, em relacdo ao DLS, apresenta a vantagem de se
conseguir detectar as particulas individualmente, pois ndo sofre nenhuma interferéncia
referente a intensidade da luz proveniente de particulas maiores. O que permite a mensuragdo
de valores provenientes das concentra¢fes das particulas em determinada suspensdo (BOYD
etal., 2011; FILIPE et al., 2010).

3.2.3.3 Potencial Zeta

A determinacdo de potencial zeta permitiu a avaliacdo da carga de superficie das
particulas (XU, 2008). E isso foi feito por meio de microeletroforese em um analisador de
potencial zeta Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern). Para a realizacdo das analises, houve a
diluicdo das suspensdes de nanoparticulas em agua Milli-Q (1000 vezes), e a obtencdo dos
resultados foi a partir da média de trés determinacdes, a um angulo fixo de 90° e temperatura
de 25°C.

3.2.4 Analise morfologica das formulagdes por microscopia

3.2.4.1 Microscopia de Forga Atbmica

A morfologia da superficie das nanoparticulas foi analisada utilizando Microscopia de
Forca Atdmica (MFA). As suspensdes foram depositadas sobre placas de silicio previamente
preparadas com remocao do dioxido de silicio para facilitar a interagcdo/adesédo da amostra nas
placas. As andlises foram realizadas pelo Microscopio de Forca Atdémica (BT0O2217,
Nanosurf, Switzerland) em modo contato intermitente. Foram utilizados cantilever comercial
ContAL-G-10 (Budgetsensors) (GRILLO et al. 2012).
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3.2.5 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

Para analise das evidéncias de interagBes entre 0s compostos e as nanoparticulas de
zeina, utilizou-se dos espectros na regido do infravermelho (FTIR) (SOLOMONS; FRYHLE,
2001; SKOOG et al., 2002). Utilizando do espectrofotdmetro Varian 660, fazendo uso do
acessorio de reflectancia total atenuada - GladiATR, Pike Technologies e com cristal de
diamante, com 2.2 mm x 3.0 mm, em uma faixa de 400 a 4000 cm™, utilizando de 128
varreduras para cada amostra com a resolucdo de 8 cm™. Assim, os componentes e 0s
compostos usados na formulacdo dos nanocarreadores, também passaram pela analise que fez
uso do acessoério de refletancia total atenuada (ATR) (ATKINS; JONES, 2012). Ainda, as
amostras da suspensao das nanoparticulas passaram pela centrifugacéo, tendo, posteriormente,
0 sobrenadante retirado. Ja o pellet permaneceu no dessecador num periodo de sete dias.
Dessa forma, foram realizadas as andlises posteriormente a secagem completa de cada

amostra.

3.2.6 Eficiéncia de Encapsulacao

A Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) foi utilizada para determinar o total de ativos
encapsulados nas nanoparticulas, que se deu por meio do método de
centrifugacdo/ultrafiltracdo. Para isso, as suspensfes de nanoparticulas de zeina passaram por
uma diluicdo em etanol que, posteriormente, foram submetidas ao processo de centrifugacéo,
que ocorreu em dispositivos de ultrafiltracdo feitos a base de celulose regenerada de 10 kDa
(Microcon — Millipore®), além da realizacdo da quantificagdo do ultrafiltrado feito com o uso

da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Nessa andlise, apenas o repelente livre atravessou a membrana de 10 kDa. Dessa
forma, por meio da diferenca entre o total de repelente empregado (100 %) e a porcentagem
de repelente ndo associado as nanoparticulas, determinou-se, entdo, quantitativamente a
eficiéncia de encapsulacédo dos repelentes nas nanoparticulas de zeina (PEREIRA et al., 2014;
ZHANG et al., 2014).
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3.2.7 Cinética de Liberacéo da Icaridina e do Geraniol das nanoparticulas de Zeina

Os ensaios de cinética de liberacéo foram realizados conforme descrito por Abreu et al.
(2012), considerando algumas adaptacGes. Tal analise consistiu em colocar aproximadamente
2 mL de cada formulacdo de nanoparticulas de zeina contendo o ativo de interesse em sacos
de membrana de diélise, o qual possuia o tamanho de poro de exclusdo de 1 kDa. Apds isso,
as bags foram submergidas em 100 mL de uma solucdo de Tween 80 a 5 % (m/v), sendo

agitadas lentamente, em seguida.

Dessa forma, aliquotas de volume de 1 mL eram coletadas com o decorrer do tempo,
porém, toda vez que uma coleta era realizada, fazia-se a reposicdo do volume com Tween 80
a5 % (m/v), sempre mantendo o volume final referente ao compartimento aceptor. A
quantificacdo dos ativos liberados foi realizada por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com os resultados expressos na forma de porcentagem. E, somente
durante os momentos em que se realizaram a amostragem, feitas em triplicata, é que se
descobriam o0s béqueres, tudo isso para evitar qualquer tipo de perda de material por

evaporacao.

Os resultados foram expressos em graficos, com o ajustamento das informacdes feitos no
programa GraphPad Prism 6. Dessa maneira, fez-se a conversdo dos valores das areas dos
cromatogramas, obtidos no ensaio, na forma de porcentagem. Esses dados foram colocados
nos graficos em porcentagem de liberacdo cumulativa dos ativos icaridina e geraniol

encapsulados, medido com o passar do tempo, que foi demarcado em horas.

3.2.8 Modelagem Matemética para avaliagdo do mecanismo da cinética de liberagéo

Com a finalidade de se determinar o mecanismo de liberacdo dos repelentes icaridina e
geraniol a partir dos carreadores, as curvas de cinética de liberagdo dos sistemas carreadores
foram tratadas pelos modelos matematicos de “Ordem Zero”, “Primeira Ordem”, “Higuchi” e
Korsmeyer-Peppas (COSTA; LOBO, 2001), na busca de se estudar o modelo para tratar os
dados que melhor se ajuste ao processo de liberacdo dos ativos pelas nanoparticulas de zeina.

Para isso se fez uso do programa OriginPro 8 (OriginLab, Massachusetts, EUA).
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3.2.9 Dopagem das formulac6es

Foi realizada a dopagem com o ativo icaridina livre (ndo encapsulada) na formulagéo
mista, a qual ja possui os dois ativos, a icaridina (2,5 %) e o geraniol (1,5 %) encapsulados em
nanoparticulas de zeina, com o objetivo de favorecer a liberacdo imediata do ativo, assim que
a formulacdo for aplicada a superficie da pele. Para tanto, foram adicionadas diferentes

concentragdes do ativo icaridina, conforme a tabela abaixo.

Tabela 4: Diferentes concentrac6es de dopagens da Formulacdo Mista que ja possui 2,5 % de

Icaridina e 1,5 % de Geraniol encapsulados individualmente em nanoparticulas de zeina.

Dopagens da Formulacdo Mista

. . . Total de
~ Icaridina Geraniol Icaridina .
Nome da Formulagao Icaridina na
Encapsulada  Encapsulado (Dopagem) ~
Formulacéo
NP_MISTA_DP_5%_ICA 2,5% 1,5% 25% 5%
NP_MISTA_DP_7,5%_ICA 2,5% 1,5% 5,0% 7,5%
NP_MISTA_DP_10 %_ICA 2,5% 1,5% 7,5% 10 %

3% PL

A dopagem consistiu em: apés realizar o preparo da formulacdo mista, conforme ja
explicitado acima, no item 3.2.2.1.1, porém, com o volume aumentado e concentracdes
mantidas. Apds esta etapa se dividiu a formulagdo em quantidades menores, com 30 mL cada.
Dessa forma, colocou-se cada formulacdo mista sob agitacdo, a temperatura ambiente e
realizou-se a dopagem de cada uma com concentracdes diferentes de icaridina livre, ndo
ultrapassando a concentracdo maxima de 10 % de icaridina total (icaridina encapsulada
[concentracdo fixa de 2,5 %] + icaridina) na formulacdo. Apds a adi¢do da icaridina, manteve-
se sob agitacdo por 30 minutos, tambem a temperatura ambiente, e, posteriormente, cada

formulacdo dopada foi armazenada em frascos &mbar, a 25 °C.

Dessa forma, foram realizados acompanhamentos de trés concentracdes de dopagens
diferentes, que foram adicionadas, separadamente, a cada umas das formulages mistas,
conforme se observa na Tabela 4. Sendo a primeira 0 aumento da concentragdo de icaridina
em 2,5 % diretamente na formulacdo mista, totalizando 5,0 % de icaridina no total. Essa
formulacdo dopada recebeu 0 nome de NP_MISTA _DP_5 % _ICA. Ja a segunda dopagem foi
realizada na formulagédo mista, acrescentando 5,0 % de icaridina, totalizando 7,5 % de
icaridina. Esta recebeu o nome NP_MISTA DP_7,5% ICA.
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A ultima formulagdo, porém, ao se realizar a dopagem de 7,5 % de icaridina, a mesma
ndo conseguiu se solubilizar na formula, depositando-se no fundo do recipiente em pouco
tempo apds retirar da agitacdo. Dessa forma, optou-se por descartar esta formulacao e realizar
uma nova dopagem em que se adicionou 3,0 % de polipropileno glicol a formulacdo mista
colocada sob agitacdo, a temperatura ambiente, por 30 minutos e, posterior a isso, é que se
realizou a dopagem, colocando-se os 7,5 % de icaridina. Esta dopagem, com a adi¢édo do
polipropileno glicol, apresentou maior solubilidade da icaridina adicionada. Assim, esta
formulacdo recebeu o0 nome de NP_MISTA DP 10 % ICA 3 % PL.

3.2.9.1 Medidas de Caracterizacéo e Estabilidade das formulacdes dopadas (Analises

DLS)

Ap0s a realizacdo dessas dopagens, com a finalidade de realizar o acompanhamento
referente a caracterizacdo da estabilidade fisico-quimica de tais formulacdes, analisou-se
diferentes propriedades, sendo elas: o diametro hidrodindmico e o indice polidispersdo, por
meio da técnica de espectroscopia de correlacdo de fétons (descrito no item 3.2.3.1), 0
potencial zeta, realizado por meio de espalhamento de luz combinado com microeletroforese,
(descrito no item 3.2.3.3). As analises foram realizadas considerando o tempo de 0 dias, 15
dias, 30 dias, 45 dias e 60 dias.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Desenvolvimento da metodologia analitica para quantificacdo dos repelentes
4.1.1 Curvas de calibracao e adequacao de metodologia analitica

Com o objetivo da construcdo da curva analitica, foram elaboradas as solucgdes padrdo
referente aos ativos geraniol e icaridina. Dessa forma, cada grafico abaixo, referente a Figura
3, representa as curvas analiticas junto da equacdo gerada com a utilizacdo da regressdo
linear, sendo a Figura 3-A para o geraniol e a Figura 3-B para a icaridina, considerando a
concentracdo para o geraniol, na faixa de 1-5 ug/mL, e para a icaridina, entre 8-100 ug/mL.
Assim, ao confeccionar a curva de calibracdo analitica, preparou-se solugdes padrdo para cada

repelente. Entdo, o composto pesado foi diluido no solvente de acordo com a fase movel e, a
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partir dessa solucdo padréo, realizou-se dilui¢cBes as quais constituiram os 5 pontos na curva
analitica. Sendo a linearidade do método representada por meio do coeficiente de relacéo (r),

cujo parametro mostra a dispersdo do grupo de pontos experimentais.

De tal modo, de acordo com o INMETRO e a ANVISA, quanto mais se aproxima de
1, resulta-se numa dispersédo muito menor, ou seja, tem que ser maior ou igual a 0,99. Assim,
a Tabela 5 apresenta os coeficientes de correlagcdo obtidos para a icaridina e para o geraniol,
mostrando que atendeu aos requisitos necessarios. Cabe ressaltar, também, que cada curva
analitica apresentada se refere a média de trés curvas obtidas em trés dias subsequentes. E, 0s
valores dos coeficientes de correlacdo obtidos nos trés dias apresentaram todos superiores a
0,99, refletindo a linearidade do método, j& que estdo acima do minimo estipulado
(INMETRO, 2011).

Figura 3: Curvas analiticas obtidas para os ativos botanicos junto dos parametros da
regressdo linear. A) Geraniol B) Icaridina. Os valores apresentam a média de trés

experimentos - realizados em triplicata, n=9.
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Tabela 5: Coeficiente de correlacdo (r) referente as curvas de calibracdo analiticas dos

repelentes, obtido para curva final.

2

Repelentes r
Geraniol 0,99871
Icaridina 0,99961

Considerando os céalculos a partir das regressdes lineares das curvas analiticas, foram
obtidos os resultados para o limite de detecgdo (LD) e para o limite de quantificacdo (LQ)
referentes aos dois ativos estudados, cujos valores estdo apresentados na Tabela 6. Assim, 0s
parametros obtidos sdo considerados satisfatorios, pois os resultados apresentados pelos
métodos analiticos conseguem atender o que exige os 6rgdos reguladores como o INMETRO
(2011) e a ANVISA (2003). Entdo, considera-se que dentro do espago da concentracao
analisado, esse metodo apresentou-se linear e especifico, considerando-se, dessa forma,

adequado na quantificagdo dos ativos nas formulas de nanoparticulas.

Tabela 6 — Valores de limite de deteccdo e limite de quantificacdo referentes aos métodos

analiticos para cada repelente estudado.

Geraniol Icaridina

Limite de Deteccéo 0,39 + 0,02 2.35+0.86
_ (wgimb)

Limite de Quantificacéo 1,30+ 0,32 783+165

(pg/mL)
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4.2 Estudo e caracterizagdo da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas

No estudo e caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas fez-se
uso dos parametros de analise, sendo: o didmetro hidrodindmico - tamanho, o potencial zeta, a
polidispersdo, a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos nas nanoparticulas em relacdo ao
tempo de 0, 15, 30 e 60 dias. Com o armazenamento das formula¢fes em frascos &mbar, a
temperatura de 25 °C.

4.2.1 Diametro hidrodinamico e indice polidisperséo

Para a determinacdo do tamanho médio e do indice de polidispersédo, utilizou-se da
técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons. Assim, no inicio, as formulagdes com o
ativo geraniol a concentracdo de 2 e 3 %, NP_GRL 2 % e NP_GRL 3 %, resultaram num
didmetro médio de 250 + 1,5 e 329 £ 5 nm, respectivamente, conforme representado na
Figura 4. Salienta-se que houve, em funcdo do tempo, um aumento expressivo no diametro
médio das nanoparticulas, principalmente nos quinze primeiros dias e, depois desse periodo,

os valores sofreram menores alteragoes.

Ja nas formulagbes com o ativo icaridina contendo a concentracdo de 4 e 5 %,
NP_ICA 4 % e NP_ICA 5 %, resultaram num diametro médio de aproximadamente 150 nm,
porém, seu diametro médio manteve-se estavel durante todo o periodo analisado, conforme,

também observado na Figura 4.

Para a formulagdo dos ativos de geraniol (1,5 %) e de icaridina (2,5 %) juntos, a
formulacdo mista (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5 %), notou-se, de inicio, um didmetro médio de
cerca de 200 nm, em que completando 15 dias aconteceu um acentuado aumento, porém, apds
tal periodo, as particulas retornaram aos seus tamanhos iniciais, mantendo-se, a partir dai,
estaveis (Figura 4). Observa-se que, comparando 0 mesmo periodo de tempo, tal formulacéo
teve um tamanho inicial intermediério entre as formulacbes NP_ICA 5 % e NP_GRL 3 %.
Isso é explicado, principalmente, devido a dilui¢éo sofrida por esta formulagdo mista, visto
que o preparo foi realizado separadamente para cada ativo e, posteriormente, misturados,
dobrando-se, assim, o volume final da solucdo e, por consequéncia, reduzindo também a

concentragéo.
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Figura 4: Diametro médio (hnm) para as nanoparticulas de zeina contendo geraniol e icaridina
avaliados em funcdo do tempo: A) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol (NP_GRL 2 %);
B) Nanoparticulas contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); C) Nanoparticulas contendo 4
% de icaridina (NP_ICA 4 %); D) Nanoparticulas contendo 5 % de icaridina (NP_ICA 5 %);
E) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol (NP_ICA 2,5 % + GRL
1,5 %). Estes valores representam a media referentes a trés determinagdes. SignificaAncia
considerada de p<0,05 (Two-way ANOVA) considerando as diferencas estatisticas
ressaltadas entre os grupos de mesmo composto, em que a* representa variagoes significativas
de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo inicial; b* representa variacGes
significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 15 dias; c* representa

variacdes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 30 dias.
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O surfactante estabilizou estericamente as nanoparticulas de zeina, pois, por meio das
Forgas de London, as regides hidrofobicas do polioxipropileno, que se fazem presente no
Plurdnic F-68, interagiram com as unidades apolares existentes nas superficies de zeina e, ao
mesmo tempo, as regides hidrofilicas se direcionaram para parte mais externa para conseguir
interagir com a agua por Ligacdo de Hidrogénio (PATEL; BOUWENS; VELIKOV, 2010;
PODARALLA; PERUMAL, 2012).
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Considerando isso, as variagfes de distribuicdo média resultaram numa variagdo
dentro de um intervalo de tempo inicial de 15 a 30 dias, pois essas interagdes intermoleculares
ocorrem apos certo tempo de equilibrio, ao decorrer do processo inicial de formacdo das

nanoparticulas.

Porém, posterior a isso, as interaces nas nanoparticulas se equilibraram, favorecendo
a estabilidade até os 60 dias analisados. Fendbmenos como esse ja foram evidenciados em
outras pesquisas (CAMPOS et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2015), em que no inicio
notava-se as variacdes de distribuicdo de tamanho, mas depois observava-se a estabilidade
com o decorrer do tempo. Como, também, na elaboracdo de nanoemulsdes com o ativo
carvacrol (antimicrobiano), as quais apresentavam nanoparticulas com 100nm, e decorridos 0s
30 dias, tais particulas passaram a ter um aumento superior a 100 % quanto a distribuicéo de
tamanho, paralelamente a certa reducdo da polidispersdo (LANDRY et al., 2014). E, para
explicar esses resultados, os autores desse trabalho atribuiram os dados ao fendmeno de
Ostwalt Ripening, no qual as nanoparticulas aumentam de tamanho, deixando-as

significativamente mais uniformes.

Também, os resultados expressos na Figura 5 apresentam a distribuicdo de tamanho
referente as formulacdes observadas com o decorrer do tempo (0, 15, 30 e 60 dias), os quais
mostraram que as formulagBes com o ativo geraniol e a formulagdo mista sofreram maiores
alteracdes quanto a distribuicdo de tamanho, o que condiz com o que mostram a Figura 4 e a

Figura 6.

Mas cabe ressaltar que mesmo com as alteracGes evidentes de polidispersdo e de
tamanho para tais formulagdes, nota-se que nao surgiu uma nova populacdo de particulas, no
periodo acompanhado. Isso reflete que ndo houve processos de agregacéo entre elas, mas sim
um rearranjo de tamanho com o decorrer do tempo, reforgando a ideia de ter ocorrido o efeito

do, ja citado, fendmeno Ostwald Ripening.

Figura 5: Curvas de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de zeina possuindo os ativos
geraniol e icaridina acompanhada em diferentes tempos de estabilidade, sendo 0, 15, 30 e 60
dias: A) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol (NP_GRL 2 %); B) Nanoparticulas
contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); C) Nanoparticulas contendo 4 % de icaridina
(NP_ICA 4 %); D) Nanoparticulas contendo 5 % de icaridina (NP_ICA 5 %) e E)
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Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1.5 % de geraniol (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5

%). Em temperatura ambiente e com determinacgdo em triplicata (n=3).
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Mais um parametro utilizado pra avaliar a estabilidade das formulagdes, foi o indice de
polidispersdo (PDI), representado pela Figura 6. Assim, os dados obtidos pelo PDI se
apresentaram diretamente proporcionais aos de diametro médio (Figura 4), em que os valores
menores foram referentes as formulagbes com o ativo icaridina, que ndo resultaram numa
variagédo significativa com o passar do tempo, que inicialmente (O dias) apresentou 0,188 +
0,009 e, em 60 dias, 0,169 + 0,016, para NP_ICA 4 %. E a formulacdo NP_ICA 5 %,
apresentou PDI de 0,181 £ 0,019, e 0,162 £ 0,026 respectivamente nos mesmos periodos de

tempo.

J& as formulagBes com o ativo geraniol, com o decorrer dos dias, resultaram num
maior valor de indice de polidispersdao e apresentaram maiores variacbes durante os dias
observados. Sendo que o0 NP_GRL 2 % apresentou para 0, 15, 30 e 60 dias 0,390 + 0,010;
0,288 + 0,046; 0,343 + 0,005 e 0,296 + 0,052, respectivamente. J& para formulacdo NP_GRL
3 %, obteve-se em 0 dias o valor de 0,320 £ 0,012; porém, esta formulagdo sofreu uma
reducdo deste valor com o decorrer do tempo, mas voltou a ter seu valor de PDI aumentando
em 60 dias (0,280 + 0,061), que se aproximou do obtido inicialmente. Dessa forma, os valores
obtidos no indice de polidispersdo se fizeram de acordo com o que a literatura afirma, ja que a

zeina é uma proteina que possui origem natural (DA ROSA et al., 2015; CHEN et al., 2014).

Figura 6: Indice de polidispersdo para as nanoparticulas de zeina contendo geraniol e
icaridina avaliados em funcdo do tempo: A) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol
(NP_GRL 2 %); B) Nanoparticulas contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); C)
Nanoparticulas contendo 4 % de icaridina (NP_ICA 4 %); D) Nanoparticulas contendo 5 %
de icaridina (NP_ICA 5 %); E) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de
geraniol (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5 %). Estes valores representam a média referentes a trés
determinacGes. SignificAncia considerada de p<0,05 (Two-way ANOVA) considerando as
diferencas estatisticas ressaltadas entre os grupos de mesmo composto, em que a* representa
variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo inicial; b*
representa variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 15
dias; c* representa variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em relagdo ao

tempo 30 dias.
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4.2.2 Rastreamento de Nanoparticulas

A avaliacdo por meio da técnica de Nanoparticles Tracking Analysis (NTA)
possibilitou ponderar os resultados expressos na Figura 7 e Figura 8, que mostra o tamanho e
a concentracdo, respectivamente, correspondentes as formulagdes de nanoparticulas contendo
diferentes ativos, acompanhadas ao longo de 60 dias, mais especificamente em 0, 15, 30 e 60
dias.

Para a formulagdo com o ativo geraniol na concentracdo de 2 % (NP_GRL 2 %),
notou-se um aumento no tamanho médio das nanoparticulas num periodo de 15 dias (185,0 +
4,6 nm), que no decorrer dos 60 dias foi retornando ao tamanho inicial (164 + 5 nm),
conforme a Figura 7. J& a formulacdo com 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %) apresentou um
aumento significativo no de correr do tempo, ja a partir dos 15 dias de analise, sendo que,
inicialmente, estava com o tamanho de 180 + 5 nm, e com 60 dias estava com 210 £ 6 nm
(Figura 7).

As formulacdes com o ativo icaridina 4 e 5 % (NP_ICA 4 % e NP_ICA 5 %)
apresentaram certa estabilidade referente ao tamanho em funcdo do tempo, sendo em 0 dias
180 £ 7 nm e 180 = 3 nm, respectivamente, e para 60 dias 197 + 5 nm e 195 + 6 nm, de
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acordo com a Figura 7. Ja a formulacgdo dos ativos de geraniol (1,5 %) e de icaridina (2,5 %)
juntos, a formulagdo mista (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5 %), ndo apresentaram grande variacao
de tamanho, no decorrer dos 60 dias. Apresentando no tempo inicial o tamanho de 201 = 4 nm
e 186 £ 5 nm em 60 dias.

Figura 7: Distribuicdo de tamanho médio das nanoparticulas de zeina possuindo os ativos
geraniol e icaridina acompanhada em diferentes tempos de estabilidade, sendo 0, 15, 30 e 60
dias: A) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol (NP_GRL 2 %); B) Nanoparticulas
contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); C) Nanoparticulas contendo 4 % de icaridina
(NP_ICA 4 %); D) Nanoparticulas contendo 5 % de icaridina (NP_ICA 5 %); E)
Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5

%). Com temperatura ambiente e com determinacdo em triplicata (n=3).
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A Figura 8, que representa a concentragdo das nanoparticulas, mostra que todas as
formulacBes se apresentaram estaveis em fungdo do tempo. Sendo que as formulagdes
NP_GRL 2 % e NP_GRL 3 % (com 2 e 3 % de geraniol) apresentaram em 0 dias a
concentracdo de 3,6 + 0,2 x 10 particulas/mL, e no decorrer dos 60 dias apresentaram a
concentracdo de 3,5 + 0,2 x 10 particulassmL e 3,1 + 0,8 x 10% particulas/mL,

respectivamente.
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Ja as formulagbes NP_ICA 4 % e NP_ICA 5 % (com 4 e 5 % de icaridina)
apresentaram em 0 dias 3,6 + 0,3 x 10" particulas/mL e 3,8 + 0,7 x 10*2 particulas/mL em 60
dias. A formulacdo mista NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5 % (com 1,5 % de geraniol e 2,5 % de
icaridina), apresentou 2,1 + 0,5 x 10" particulas/mL, inicialmente e 2,3 + 0,4 x 10%
particulas/mL apd6s 60 dias (Figura 8). Assim, todas elas ndo apresentaram variacGes

significativas em funcdo do tempo, mantendo a estabilidade.

E possivel notar, também, por meio da Figura 8, que ndo se observa processos de
agregacao entre as nanoparticulas, confirmando o ja evidenciado anteriormente pelas anéalises
de DLS. O nédo surgimento de novas populagdes de particulas € notado na andlise de
concentragcdo, por ndo haver variacOes significativas de seus valores, especialmente na

formulacéo mista.

Figura 8: Concentracdo das nanoparticulas de zeina contendo os ativos geraniol e icaridina
(10"particulas/mL) acompanhada em diferentes tempos de estabilidade, sendo 0, 15, 30 e 60
dias: A) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol (NP_GRL 2 %); B) Nanoparticulas
contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); C) Nanoparticulas contendo 4 % de icaridina
(NP_ICA 4 %); D) Nanoparticulas contendo 5 % de icaridina (NP_ICA 5 %); E)
Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5
%). Com temperatura ambiente e com determinagdo em triplicata (n=3).
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4.2.3 Potencial Zeta

A anélise do potencial zeta, que permitiu a avaliacdo das cargas superficiais das
particulas, se deu com o decorrer do tempo (0, 15, 30 e 60 dias). E, observou-se que para este
parametro de estabilidade, os valores obtidos foram positivos para todas as formulacdes,
conforme representado na Figura 9, o que confirma os resultados obtidos por Podaralla &
Perumal (2012), que estabilizaram usando lectina e Pluronic F-68 as nanoparticulas de zeina.

Figura 9: Potencial Zeta para as nanoparticulas de zeina contendo geraniol e icaridina
avaliados em funcdo do tempo: A) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol (NP_GRL 2 %);
B) Nanoparticulas contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); C) Nanoparticulas contendo 4
% de icaridina (NP_ICA 4 %); D) Nanoparticulas contendo 5 % de icaridina (NP_ICA 5 %);
E) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol (NP_ICA 2,5 % + GRL
1,5 %). Estes valores representam a média referentes a trés determinacdes. Significancia
considerada de p<0,05 (Two-way ANOVA) considerando as diferencas estatisticas
ressaltadas entre os grupos de mesmo composto, em que a* representa varia¢Oes significativas
de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo inicial; b* representa variacGes
significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 15 dias; c* representa

variagoes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 30 dias.

60
' Jodia [ |15 dias [ 30 dias [ 60 dias
~ 501 .
> X . T
e a @ a
~ T
40' a
©
; 11 b l
N a = a c¢
= 30" T a g
6 ¢ 11 C
c b b
o 20 1 a
(@)
o
10 1
0
GRL 2% GRL 3% ICA 4% ICA5% NP_ICA 2,5%

+ GRL 1,5%



56

Dessa forma, com o passar do tempo, as formulagdes com os ativos comegaram a
sofrer modificagBes no potencial zeta, pois houve uma diminuigdo para as que continham o
ativo icaridina, ja para as que possuiam o ativo geraniol, houve um aumento. Porém, mesmo
com essas variagdes no potencial zeta com o decorrer do tempo, evidencia-se que as
formulagBes se conservaram estaveis. Isso se deu, essencialmente, a estabilizacdo estérica
causada pelo proprio surfactante, conforme ja citado anteriormente. Isso favorece a elevacéao
do plano de cisalhamento. Dessa forma, evidencia-se que o potencial zeta ndo se estabelece
como um parametro eficiente a fim de medir a estabilidade referente as formulacgdes, ja que
ndo é considerado o mecanismo essencial utilizado na estabilidade coloidal das solugdes
estudadas (LI et al., 2015).

4.3 Eficiéncia de encapsulacéo

A técnica de ultrafiltracdo/centrifugacdo foi utilizada para determinar a eficiéncia de
encapsulagdo (EE). Tal técnica foi empregada, também, para determinar a estabilidade das
formulacGes contendo os repelentes, conforme a Figura 10. Dessa forma, as formulacdes que
continham geraniol, durante acompanhamento inicial, resultaram cerca de 98 % de
encapsulacdo. Porém, as que continham icaridina na formulacdo, apresentaram

aproximadamente 70 % de encapsulacgéo.

Tal fato pode ser compreendido baseando-se na hidrofobicidade do geraniol, cuja
solubilidade em agua é 100 mg/L, ja a da icaridina é de ICA — 8,2 g/L (8200 mg/L), o que faz
com gue o GRL se associe mais facilmente aos residuos hidrofébicos da prépria proteina
zeina enquanto ocorre 0 processo em que o etanol evapora, ocorrendo, assim, sua
encapsulagdo. Ja a formulagdo mista, resultou numa EE bem semelhante, com uma elevagéo

para a eficiéncia de encapsulagdo da icaridina.

Com o decorrer do tempo, a eficiéncia de encapsulacdo se manteve estavel para quase
todas as formulacgdes, pois nas que continham icaridina houve um aumento da EE com o
decorrer de 15 dias, mas depois se estabilizaram. Isso também ja foi observado por Zhang et
al. (2014), quando conseguiu altos resultados de EE em relacdo a 6leos em nanoparticulas de
zeina. Sendo acima de 80 % de eficiéncia de encapsulagdo de timol nas nanoparticulas de
zeina, cujas foram estabilizadas com cloridrato de quitosana e caseinato de sdédio, formando-

se uma dupla camada. Ja os resultados sem esse recobrimento resultaram em um didmetro
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meédio cerca de 118 nm e potencial zeta no valor de 28 mV. Porém, com o acréscimo de
caseinato de sodio, ocorreu um aumento do diametro médio, obtendo valores de potencial zeta
cerca de -39 mV. Além disso, notou-se que a eficiéncia de encapsulacdo aumentou a medida
que houve a diminuicdo da razdo de caseinato de sodio em relacdo a quitosana, resultando na

maior eficiéncia de encapsulacdo do timol nas nanoparticulas, mais precisamente, de 82,9 %.

Também, Bazo e colaboradores (2013) conseguiram produzir nanoparticulas de zeina
com a finalidade de encapsular compostos biologicamente ativos, lipofilicos ou hidrofilicos,
para aplicacdo nas mais variadas areas, como cosmeética, alimenticia, farmacoldgica, dentre
outras. Tais nanoparticulas foram preparadas fazendo uso como ativo modelo, o flavonoide
natural quercetina, que apresentaram como resultado a eficiéncia de encapsulacéo de 70 + 1,2
%, além do potencial zeta de -49 + 2,5 mV, do diametro médio de 369 * 70,32 nm e do indice
de polidispersao de 0,32+0,08.

Assim, considera-se que as formulagfes com repelentes apresentaram interessante
estabilidade com o decorrer do tempo e, ressalta-se ainda, que os ativos tenham sido
eficientemente encapsulados nas nanoparticulas da proteina zeina. Essa estabilidade
apresentada ao longo de 60 dias, se faz muito interessante visando o campo comercial para

tais sistemas.

Figura 10: Eficiéncia de encapsulacdo (%) para as nanoparticulas de zeina contendo geraniol
e icaridina avaliados em funcdo do tempo: A) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol
(NP_GRL 2 %); B) Nanoparticulas contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); C)
Nanoparticulas contendo 4 % de icaridina (NP_ICA 4 %); D) Nanoparticulas contendo 5 %
de icaridina (NP_ICA 5 %); E) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de
geraniol (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5 %). Estes valores representam a média referentes a trés
determinac@es. SignificAncia considerada de p<0,05 (Two-way ANOVA) considerando as
diferencas estatisticas ressaltadas entre 0s grupos de mesmo composto, em que a* representa
variacdes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo inicial; b*
representa variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 15
dias; c* representa variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao

tempo 30 dias.
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4.4 Andlise morfoldgica das formulagdes por microscopia

4.4.1 Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

Com a finalidade de se analisar a morfologia das nanoparticulas formuladas, utilizou-
se a técnica de microscopia de forca atbmica. Assim, a Figura 11 apresenta as micrografias
obtidas referente as nanoparticulas de zeina contendo os ativos icaridina e geraniol. Tais
imagens foram conseguidas em modulo ndo-contato, passando pela anélise com cantilever
TapAl-G - BudgetSensors®, Bulgaria, sendo a taxa de varredura de 90Hz, e as imagens foram
capturadas no modo de tempo com 256x256 pixels.

Nota-se que em todas as formulacdes a morfologia das nanoparticulas € esférica. A
nanoparticula de zeina que contém 2 % de GRL apresentou o didmetro médio de 248,315,2
nm (Figura 11-A), ja a que contém 3 % de GRL resultou em 343 £ 7 nm (Figura 11-B), a que
possui 4 % de ICA apresentou 158 + 5 nm (Figura 11-C), a que contém 5 % de ICA resultou
155 + 6 nm (Figura 11-D) e, por fim, a que contém 2,5 % ICA + 1,5 % GRL apresentou 206 +
4 nm de didmetro medio (Figura 11-E).
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Figura 11: Micrografias referente as nanoparticulas de zeina e nanoparticulas de
goma/quitosana contendo os ativos geraniol e icaridina. A) Nanoparticulas contendo 2 % de
geraniol (NP_GRL 2 %); B) Nanoparticulas contendo 3 % de geraniol (NP_GRL_3 %); C)
Nanoparticulas contendo 4 % de icaridina (NP_ICA 4 %; D) Nanoparticulas contendo 5 % de
icaridina (NP_ICA 5 %); E) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol
(NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5 %).
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Ressalta-se que para a realizacdo da analise dos didmetros médios utilizou-se de outras
imagens para cada uma das formulagdes, sendo o valor médio referente a 100 particulas. Para
as analises, utilizou do software Image-J, assim, foi possivel ver nas imagens intensa variacdo
quanto a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, confirmando os resultados do indice de
polidispersdo, conforme a Figura 5, onde os valores obtidos foram de 0,2 a 0,4 para tais
particulas, se fazendo de acordo com a literatura, sendo a proteina zeina de origem natural
(DA ROSA et al., 2015; CHEN et al., 2014)..

4.5 Espectroscopia na regido do Infravermelho

Com o objetivo de analisar provaveis evidéncias de interacdes entre os ativos e as
nanoparticulas de zeina, utilizou-se dos espectros na regido do infravermelho. Assim,
analisaram-se amostras dos ativos puros de geraniol e de icaridina e, também, dos
constituintes das nanoparticulas, sendo o Pluronic F-68 e a zeina, além das diferentes
formulacGes estudadas. Assim, a Figura 12 apresenta os espectros de infravermelho das

analises citadas acima.

Figura 12: Espectros de infravermelho, sendo: A) Zeina pura; B) Pluronic F-68 (PLU); C)
Geraniol (GRL); D) Icaridina (ICA); E) Nanoparticulas contendo 2 % de geraniol (NP_GRL 2
%); F) Nanoparticulas contendo 3 % de geraniol (NP_GRL 3 %); G) Nanoparticulas contendo
4 % de icaridina (NP_ICA 4 %); H) Nanoparticulas contendo 5 % de icaridina (NP_ICA 5
%); 1) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol (NP_ICA 2,5 % +
GRL 1,5 %). Os espectros foram adquiridos fazendo uso de acessorio de reflectancia total
atenuada (ATR), sendo um total de 64 acumulacdes (faixa de frequéncia: 4000-400 cm™). As

setas em vermelho indicam em cada espectro as principais bandas de absorcao caracteristicas.
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Dessa forma, na Figura 12-A, nota-se 0 espectro da zeina pura, que apresenta as
bandas que sdo referentes as ligagdes C-H, que fica na regido espectral entre 3100-2800 cm™,
que sdo consequentes a presenca de aminoacidos e dos &cidos graxos. Ja a presenca dos
estiramentos de —CH e de =CH,, predominantes de proteinas e de lipidios, sdo notados na
regi&o entre 1300 - 1500 cm™, além da presenca, na regido entre 1800-1500 cm™, de bandas

bastante intensas, que se referem as amidas I e II.
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J& na Figura 12-B, ressalta-se 0 espectro que se refere ao tensoativo utilizado, o
Pluronic F-68, pois, em determinadas regides, por exemplo, em 2884 cm™, que s&o resultantes
dos estiramentos dos grupos C-H que vibram. Assim, nas regides especificas 1110 e 948 cm™,
apresentam picos, 0s quais referem-se as vibracdes de alongamento assimétrico e simétrico

dos grupos C-O, da funcéo éter.

Analisando a Figura 12-C, que é referente ao ativo geraniol, destacou-se a presenca de
bandas especificas alusivas aos grupos O-H, da funcéo alcool, na regido 3326 cm™. Também,
nota-se nas regides 2916 e 2967 cm™ as vibracdes do estiramento C-H, que comp&em o grupo
alcano, ja em 1669 cm™, destaca-se as vibracdes especificas de C=C, além das ligacdes CO,
observadas em 1010 cm™. J4 a andlise do ativo icaridina esta representada na Figura 12-D e,
na regido aproximada de 3450 cm™ se nota o estiramento O-H, ja a regido alquilo
(caracteristica) é representada em cerca de 2938 cm™, além de em 1667cm™ ser referencia ao
éster de CO.

As formulagbes que contém o ativo geraniol encapsulado na proteina zeina,
apresentam seus espectros nas Figuras 12-E e F, sendo a concentracao deste ativoem 2 % e 3
%, respectivamente em cada figura. Nota-se que, muito provavelmente pela interacdo da zeina
com o GRL, ocorre um pequeno deslocamento dos picos referentes as amidas | e Il da
nanoparticula de zeina, que se localizam entre 1800-1500 cm™. Identifica-se, também, na
regi&o 3326 cm™ um pico mais intenso, o que faz referéncia aos grupos O-H, que podem ser
provenientes do geraniol, além dos que pertencem ao alcool. Outros deslocamentos foram
identificados, que também sdo resultantes provaveis da interacdo da nanoparticula com o
ativo, que correspondem aos grupos C-H e de C-O, em que o primeiro se localiza entre 2967-
2916 cm™, e 0 segundo esté determinado em 1010 cm™, conforme jé citado.

Também as Figuras 12 -G e H explicitam espectros referentes a formulaces que
contém as nanoparticulas de zeina, porém, encapsulando outro ativo, a icaridina, sendo a
Figura 12-G com a concentracdo de 4 % e a Figura 12-H com a concentracdo de 5 %. Dessa
forma, nota-se em maior magnitude a intensidade as vibracoes referentes a alquilas, na regido
de 2938 cm™, além da presenca do estiramento de O-H. Também, notou-se que houve leve
deslocamento referentes aos picos relativos as amidas da zeina, que se localizam na regido
entre 1800 a 1500 cm™, muito provavelmente resultantes das interacdes com o grupo éster de

COOC, que pertencem a icaridina.
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J& a formulacdo que contém os dois ativos, a icaridina e 0 geraniol, possui seu espectro
representado pela Figura 12-1, na qual se observa tanto picos referentes as vibracGes (1669
cm™, para as ligagdes C=C; 1010 cm™, para grupos C-O) que o geraniol apresenta como
caracteristica, quanto os picos da regido alquila e os de estiramento do O-H pertencentes a
icaridina. Sendo que as bandas que se referem as amidas, as quais pertencem a nanoparticula,
sofreram leve deslocamento, tendo a mesma provavel explicagdo, que seria sua interacdo com

0sS ativos.

Assim, nota-se que ocorre interacdo entre a zeina junto dos grupos que sdo
hidrofobicos presentes nos ativos. Tais resultados também evidenciaram que nenhuma banda
nova foi criada ap6s a interagdo entre as nanoparticulas e os ativos, o que indica que
ocorreram essencialmente as interacGes fisicas e ndo as quimicas. O que evidencia os dados
expostos por Wu et al. (2012), em que fizeram uso da mesma técnica com a finalidade de

caracterizar as nanoparticulas de zeina que estdo carregadas com os ativos carvacrol e timol.

4.6 Cinética de liberacdo dos repelentes das nanoparticulas de Zeina

O acompanhamento da liberacdo de compostos ativos encapsulados em nanoparticulas
se da pela analise do perfil da cinética de liberacdo. Em que diversos autores de diferentes
areas realizaram este ensaio na busca de tal perfil. Como no campo da saude, Kimna et al.
(2018) desenvolveu curativos com nanoparticulas de zeina que liberam lentamente o ativo
gentamicina, auxiliando no periodo de cicatrizacdo. Também, Abdellatif et al. (2018) fez o
ensaio de liberacdo utilizando de nanoparticulas de fluconazol revestidas com o Polipropileno
Glicol, que encapsulam o ativo de interesse, na busca liberagdo controlada na atividade
antifangica. Além de Maria et al. (2017), que fez a encapsulacdo de curcumina complexada
com B-ciclodextrina, além de hidroxipropil-B-ciclodextrina, com o objetivo de criar um colirio

de liberacdo controlada do farmaco curcumia.

Dessa forma, fez-se o ensaio de liberagdo na busca do acompanhamento da liberagédo
dos repelentes geraniol e icaridina encapsulados em nanoparticulas de zeina. Lembrando-se
que o objetivo de tal encapsulamento é o de prolongar a acdo dos ativos, uma vez que o tempo
de acdo deles na forma livre (ndo encapsulados) é bastante curto, pois, volatilizam rapido e
podem sofrer oxidagdo (TAVARES et al., 2018). Dessa forma, o nanoencapsulamento
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favorece a liberagdo sustentada, o que reduz o nimero de vezes em que se deve que reaplicar

0 repelente para manter a protecdo contra a picada do mosquito Aedes aegypti.

O ensaio de liberacdo foi, entdo, realizado utilizando formulacdes de nanoparticulas
em diferentes disposi¢des. Sendo uma formulacdo com 1,5 % de geraniol encapsulado e outra
com a 2,5 % de icaridina encapsulada, as quais séo as formulagdes ndo mistas, nomeadas,
respectivamente, como GRL_separado e ICA_separado. Também, foi feita esta analise com a
formulacdo mista, a qual consiste na elaboracdo de formulacdes igualmente encapsuladas para
cada ativo e, posteriormente, misturadas, que receberam o nome durante a analise de
GRL_junto e ICA_junto. Assim, foi verificado, também, se ocorreram alteragdes no perfil de
cinética de liberacdo dos ativos, decorrentes da mistura das formulagoes.

Ressalta-se que a realizacdo do ensaio de liberacdo dos repelentes livres foi
comprometida, uma vez que os repelentes icaridina e geraniol apresentam baixa solubilidade
em agua e a utilizacdo de uma quantidade elevada de tensoativo, como a utilizada para a
preparacdo das nanoparticulas, ultrapassa a concentracdo micelar critica do préprio
tensoativo. Por este motivo ndo foram realizados os ensaios de liberacdao dos ativos livres, em
gue havendo a ocorréncia de os repelentes se solubilizarem em micelas, ja se caracterizaria
como um sistema de liberagdo. E isso ndo permitiria avaliar o comportamento no perfil de
liberacdo desses ativos na forma realmente livre, ndo apresentando valores reais para efetiva

comparacao entre ativos livre e 0s encapsulados pelas nanoparticulas de zeina.

No ensaio de liberacdo, as nanoparticulas de zeina ndo conseguem atravessar 0S poros
presentes na membrana que faz a separacdo do compartimento aceptor do doador,
diferentemente dos ativos, que ja possuem tal capacidade. Assim, se faz possivel acompanhar
o0 efeito da encapsulacdo do ativo em face da velocidade de liberacdo das nanoparticulas de

zeina.

Dessa forma, a Figura 13 apresenta o perfil da cinética de liberacdo da icaridina e do
geraniol, encapsulados individualmente em formulagfes separadas de nanoparticulas de zeina.
Nota-se que a formulacdo que contém o geraniol apresenta uma liberacdo de cerca de 50 %
deste ativo em torno de 36 horas (1,5 dias). Ja a formulagdo que contém icaridina
encapsulada, levou, visivelmente, menos tempo pra liberar a mesma quantidade do ativo,

neste caso, cerca de 2 horas (0,08 dias).
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Figura 13: Perfil de cinética de liberacdo in vitro para os ativos icaridina e geraniol
encapsulados individualmente em nanoparticulas de zeina (formulagbes separadas), em que:
A) GRL_1,5 %, refere-se a formulacdo de nanoparticulas de zeina contendo geraniol na
concentracdo de 1,5 %; B) ICA_2,5 %, refere-se a formulacdo de nanoparticulas de zeina
contendo icaridina na concentragdo de 2,5 %. Temperatura de 25 °C, com determinagdo em
triplicata, n=3.
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J& a Figura 14 apresenta o perfil da cinética de liberacdo da icaridina e do geraniol
encapsulados individualmente em formulacdes separadas de nanoparticulas de zeina, cujas
foram misturadas posteriormente (formulacdo mista). Sendo evidenciado, nesse caso, que
foram necessarias de cerca de 1,75 horas (0,07 dias) para atingir a liberacdo de 50 % do
repelente icaridina. E, no caso do geraniol, houve uma redugéo para aproximadamente 30
horas (1,25 dias) no tempo necessario para realizar a liberacdo de metade da quantidade do

ativo.
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Figura 14: Perfil de cinética de liberagdo in vitro para os ativos icaridina (2,5 %) e geraniol
(1,5 %) encapsulados individualmente em nanoparticulas de zeina e misturados em seguida

(formulacdo mista). Temperatura de 25 °C, com determinacdo em triplicata, n=3.
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Essa andlise do perfil de liberagdo mostra que ao se misturar as duas formulagfes, uma
acaba afetando a outra quanto ao tempo de liberacéo inicial, ocorrendo certa aceleragédo no
processo de liberacdo para os dois ativos. Porém, com o passar do tempo, nota-se um retardo
na liberacdo da icaridina e uma continua aceleracdo na liberacdo do geraniol, em comparagdo
as formulagdes ndo misturadas. Evidencia-se que essas variagdes se devem, possivelmente, ao
fato de, ao se realizar a mistura, ocorrerem interacbes entre 0os compostos livres e as
superficies das nanoparticulas de zeina, que refletem no processo de liberagdo, pois essas

interacdes sdo rompidas mais rapidamente.

Cabe ressaltar, também, que todos esses perfis de liberacdo se caracterizam pela
presenca de duas fases bem diferentes ao longo do tempo, ou seja, eles se mostram bifasicos,
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conforme representado na Figura 15. A velocidade de liberagdo bifasica também foi notada
com 0 uso de nanoparticulas poliméricas, as PLGA ou de PLGA (bloco-Polietileno Glicol),
h& um tempo por Li et al. (2001). Sendo a albumina, o ativo que se pretendiam associar. Eles
observaram, no inicio do processo, a liberacdo rapida do composto ativo, e, posteriormente a
liberagdo controlada. As caracteristicas iniciais foram atribuidas a possibilidade de uma
pequena parte do ativo aderido as superficies da PLGA. A segunda parte do processo foi

justificada pela difusdo da albumina atraves da nanoparticula.

Figura 15: Perfil de cinética de liberacdo in vitro: A) Para ativos icaridina (2,5 %) e geraniol
(1,5 %) encapsulados individualmente em nanoparticulas de zeina e misturados em seguida
(formulacdo mista) (GRL_junto e ICA_junto); B) Para os ativos icaridina (2,5 %) e geraniol
(1,5 %) encapsulados individualmente em nanoparticulas de zeina e analisados
individualmente (GRL_separado e ICA_separado). Temperatura de 25 °C, com determinacéo

em triplicata, n=3.
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Ressalta-se que o perfil da cinética de liberagdo se da, também, devido as estruturas
das nanoparticulas empregadas, as quais sdo resultantes do método utilizado no seu preparo,
diretamente relacionadas a concentracdo referente a cada componente delas (SOUTO;
MULLER, 2008). No caso do preparo das nanoparticulas de zeina, resulta-se em estruturas
altamente hidrofdbicas, ja que € uma proteina com aminoacidos, que apresentam residuos nao
polares (HOLDING e LARKINS, 2009).

E notéavel, embora em todos os casos seja evidente a velocidade de liberacdo bifésica,
0 quanto que a liberacdo da icaridina foi mais rapida que a do geraniol, significando a direta
interacdo de cada ativo com a nanoparticula de zeina. Demonstrando que a analise do perfil de
liberacdo dos ativos pelas nanoparticulas de zeina evidencia total interligacdo com a eficiéncia
de encapsulacdo (EE). Sendo as duas analises inversamente proporcionais uma a outra, ou
seja, quanto maior for a EE, menor sera a velocidade da cinética de liberacdo do ativo pela

nanoparticula.

Assim, as caracteristicas citadas das nanoparticulas de zeina aliadas a elevada
hidrofobicidade dos ativos icaridina e, principalmente, do geraniol, sendo suas solubilidades
em agua de 8,2 g/L e 100 mg/L, respectivamente, favoreceram a eficiéncia de encapsulacgéo,
sendo obtidos elevados valores para esse indice. Dessa forma, as formulacbes de
nanoparticulas que nao foram misturadas apresentaram o valor de 98 % de EE para o geraniol
e 70 % para a icaridina. E, a formulagdo mista apresentou a EE, com interessante aumento do

indice para a icaridina, de pouco acima de 80 % e manteve a eficiéncia para o geraniol.

Esses dados de EE corroboram com o perfil de liberacdo dos ativos, pois, a elevada
encapsulacdo do geraniol se da pela sua alta hidrofobicidade, caracterizada pela baixissima
solubilidade do geraniol em agua, somada ao nucleo de carater hidrofobico da nanoparticula
de zeina. O que causou intenso controle na liberagdo desse ativo, levando a um longo tempo,

36 horas (1,5 dias), para liberar metade da quantidade de geraniol encapsulado.

Tais caracteristicas da zeina, aliadas, também, a baixa solubilidade do ativo icaridina
em agua (embora seja mais solivel em &gua, se comparada ao geraniol), resultou numa
eficiéncia de encapsulacdo elevada, porém, menor se comparada ao ativo geraniol. O que
explica a liberagdo com mais facilidade, ou seja, mais répida, desse ativo em ambas as
situacbes de formulacGes mistas e das ndo misturadas, refletindo as caracteristicas de

encapsulacdo da icaridina pelas nanoparticulas de zeina.
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Cabe reevidenciar que, mesmo tendo uma rapida liberacdo inicial para o ativo
icaridina, ambas as formulagdes, a mista e as ndo misturadas, tiveram sua liberacdo
consideravelmente sustentada, chegando a valores acima de 90 % de liberacdo, somente

préximo ao final das 40 horas (1,67 dias).

Os perfis de liberagcdo avaliados acima atingem o0s objetivos iniciais deste trabalho,
uma vez que a liberacdo intensa inicial favorece a protecdo no instante da aplicacdo do
repelente e sua posterior liberacdo sustentada mantém a protecdo por um tempo mais longo.
Além da potencializacdo da liberacdo dos dois ativos (formulacdo mista), usufruindo o efeito
sinergético de cada um. Ressaltando um controle maior de liberacdo do geraniol, cujo
estabelece a protecdo residual do repelente, e a liberacdo, mais rapida, mas, também,

sustentada da icaridina.

4.7 Modelagem Matematica para avaliacdo do mecanismo da cinética de liberacao

Para compreender melhor determinados fatores essenciais no processo de cinética de
liberacdo de ativos por meio de nanoparticulas de interesse, € necessario acompanhar de
forma mais préxima o mecanismo presente em tal processo. Por isso, deve-se recorrer a
literatura para decidir qual o modelo mateméatico mais adequado para aplicad-lo no
acompanhamento das propriedades de liberacdo de compostos ativos pelas nanoparticulas
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Entdo, a partir das curvas referentes aos perfis de liberacéo, representadas nas Figuras
13 e 14, foi possivel aplicar diferentes modelos matematicos para tratar os dados do processo
de liberagdo. Sendo o de Ordem Zero, o de Primeira Ordem, o Higuchi e o Korsmeyer-Peppas
(COSTA,; LOBO, 2001), conforme a Tabela 7, que traz os ajustes referentes aos modelos

matematicos citados.

Tabela 7: Coeficiente de correlacdo (r%) para os distintos modelos mateméticos empregados
para a cinética de liberacdo dos ativos geraniol e icaridina encapsulados individualmente nas

nanoparticulas de zeina.
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GRL_separado

ICA_separado 14,00 0,9525 124 08443 420 09637 1,77 0,89 0,9724
GRL_junto 15,80 08231 115 05977 6,13 09177 2,16 1,76  0.9349
ICA_junto 23,41 0,951 141 08711 6,78 09949 240 0,50 0,9974

Dentre os dados que compdem a Tabela 7, mostra-se que o modelo matematico que
melhor se ajustou ao perfil de liberagcdo para os dois ativos e para ambas as formulacGes, a
misturada e a ndo misturada, foi o de Korsmeyer-Peppas, também conhecido como “Lei de
Poténcia”, j&4 que o coeficiente de correlagdo (r?) apresentou maiores valores para esse
modelo, sendo os que possuem valores mais proximos de 1. Dessa forma a Figura 16 traz os
resultados em forma de gréfico para esse modelo.

Figura 16: Valores resultantes do modelo matematico “Lei de Poténcia” (Korsmeyer-
Peppas). A) GRL_separado, refere-se a formulacdo de nanoparticulas de zeina contendo
geraniol na concentragdo de 1,5 %; B) ICA_separado, refere-se a formulagdo de
nanoparticulas de zeina contendo icaridina na concentracdo de 2,5 %; C) GRL_junto e D)
ICA_junto, referem-se a formulacdo de nanoparticulas de zeina contendo geraniol
encapsulados individualmente na concentracdo de 1,5 % e formula¢do de nanoparticulas de
zeina contendo icaridina encapsulada individualmente na concentracdo de 2,5 %, e

posteriormente misturados.
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Evidenciando-se que o coeficiente de correlagdo, o “r”, apresentou os melhores
valores para os repelentes icaridina e geraniol nanoencapsulados individualmente que tiveram
suas formulagGes misturadas. Os valores, conforme apresentados na Tabela 7, foram de
0,9350 para 0 GRL_junto e de 0,9974 para ICA_junto, em comparagdo aos valores de 0,8975
para 0 GRL _separado e 0,9724 para ICA_separado, que sdo referentes as mesmas

formulacGes, porém, sem misturar.

A andlise desses valores, também, auxilia a prever os mecanismos envolvidos na
cinética de liberacdo dos repelentes pelas nanoparticulas de zeina, obtidos por meio do
modelo matematico semi-empirico de Korsmeyer-Peppas. Dessa forma, quando se observa o
valor do expoente de liberacdo (n) é necessaria a andlise dentro de um parametro. Tal
parametro classifica 0 mecanismo que faz o controle da liberacdo, de acordo com o valor de n,
sendo os intervalos: n < 0,45; 0,45 <n < 0,85 e n > 0,85 (KORSMEYER-PEPPAS, 1983).

Na primeira situacdo, em que n < 0,45, indicaria ser um processo de difusdo simples
de liberacdo. Porém, quando o expoente de liberagdo for maior que 0,85, 0 mecanismo sera
Transporte do tipo Caso Il. Todavia, se 0 n se enquadrar entre 0,45 e 0,85, 0 mecanismo de
liberacdo sera resultante dos dois mecanismos de liberagdo conjuntamente, conhecido como
Transporte Andmalo (KORSMEYER et al., 1983).

Considerando isso, os perfis da cinética de liberacdo dos ativos icaridina e geraniol
pelas nanoparticulas de zeina, apresentaram, valores referentes ao expoente de liberacdo (n)
superiores a 0,85 para trés dos quatro casos, o0 GRL separado, 0 GRL_junto e o

ICA separado, sendo 1,01, 1,76 e 0,89, respectivamente. Desta forma a liberacdo se
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caracteriza como Transporte do tipo Caso Il. J& as formulaces de ICA_junto, cujo valor de
“n” foi 0,50, que se enquadrou entre os valores de 0,45 e 0,85, apresentou o mecanismo de

liberacdo do tipo Transporte Anémalo.

Ja as analises dos valores referentes a constante de liberacéo, o “’k”, refletem a cinética
de liberacdo de um ativo, ou seja, quanto maior for o valor de k, mais rapida é a liberacdo do
ativo. Dessa forma, as analises mostram que a formulagdo GRL_separado em comparacao
como GRL_junto apresentou um valor maior, sendo, respectivamente, 2,54 e 2,16 h™. Para a
liberacdo da icaridina o valor de k foi maior para liberacdo formulacdo mista (ICA_junto),
sendo o valor de 2,40 h™*, em comparacéo ao valor de 1,77 h™', para a icaridina presente na
formulacdo ndo mista (ICA_separado), ou seja, a liberacdo mais lenta estd ocorrendo na

ICA_separado, confirmando os dados da Figura 15.

Kimna (2018) e seus colaboradores encapsularam gentamicina, que é um antibiotico,
em nanoparticulas de zeina com o objetivo da liberacdo controlada para que as bactérias
presentes em um ferimento, que foram resistentes a dosagem inicial, com a liberacdo
sustentada, continue sendo eliminadas pelo medicamento. Dessa forma, eles obtiveram um
comportamento de liberacdo bastante proximo a analise acima (na encapsulacdo dos
repelentes), pois, eles também observaram a ocorréncia de uma explosdo de liberacdo no
tempo inicial, seguida da liberacdo sustentada. Também ressaltaram o modelo matemético
Kosrmeyer-Peppas como 0 mais ajustado, e descobriram que o mecanismo de liberagéo foi o

Fickiano, ou seja, n<0,45.

4.8 Dopagem das formulag6es

A dopagem das formulacgdes de icaridina (2,5 %) e geraniol (1,5 %) encapsulados
individualmente em nanoparticulas de zeina e, posteriormente, misturados, foi realizada
adicionando-se dosagens de icaridina, aumentando sua concentracdo total final, para cada

amostra.
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4.8.1 Estudo e caracterizacao da estabilidade fisico-quimica das nanoparticulas -
formulacdes dopadas (Anélises DLS)

O estudo e a caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas das formulacbes de
nanoparticulas que foram dopadas com icaridina se deram por meio das técnicas de andlise:
diametro hidrodinamico (tamanho médio), polidispersdo e potencial zeta dos compostos nas
nanoparticulas em relacdo ao tempo de 0, 15, 30, 45 e 60 dias. Sendo as formulacbes

armazenadas em frascos ambar, em temperatura de 25 °C.

4.8.1.1 Diametro médio e indice polidispersao das formulaces dopadas

A técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons foi empregada a fim de realizar as
analises do diametro hidrodinamico e do indice de polidispersdo das formulacGes de
nanoparticulas mistas dopadas com icaridina. Dessa forma, o didmetro médio da
NP_MISTA_DP_5 % ICA, resultou em um tamanho médio inicial de 260 £ 7 nm, porém,
apos 15 dias sofreu um declinio chegando em 193 + 1 nm, e se manteve estavel ao longo dos

60 dias, conforme apresentado na Figura 13.

Jaa NP_MISTA DP_7,5 % ICA, com um didmetro médio inicial de 220 £ 3 nm, se
manteve bastante estdvel ao longo do tempo. Porém, a analise da formulacdo
NP_MISTA _DP 10 % ICA 3 % PL resultou em uma estabilidade inicial ao longo dos 15
primeiros dias, variando de 245 + 4 nm para 262 £ 8 nm , entre 0 e 15 dias. No entanto, sofreu
acentuada elevacdo no tamanho médio das nanoparticulas depois dos quinze primeiros dias,
aumentando mais de 150 nm nesse periodo, chegando a 429 nm + 5 nm em 60 dias, de acordo
com a Figura 17.

Dessa forma, nota-se que as formula¢@es de nanoparticulas mistas dopadas em até 7,5
% de icaridina, que é o caso da NP_MISTA DP 5% ICA ea NP_MISTA DP_7,5% ICA,
apresentaram boa estabilidade e, tambem, didametro médio proximo aos 200 nm, semelhante a
formulacdo mista sem a dopagem, conforme a Figura 4. O que mostra que a dopagem ndo
resulta em alteracdo da estabilidade do tamanho médio da formulacdo mista. Porém, a
formulacéo que recebeu a adi¢édo do Polipropileno Glicol, a NP_MISTA_DP_10 % _ICA 3 %
PL, sofreu acentuado aumento no tamanho de suas nanoparticulas, ndo mantendo a

estabilidade da formulagéo, quanto ao tamanho médio.
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Figura 17: Didmetro médio (nm) para as nanoparticulas de zeina contendo geraniol e
icaridina e dopadas com icaridina, avaliados em fungdo do tempo: A) Nanoparticulas
contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol, dopada com 2,5 % de icaridina
(NP_MISTA DP_5 % ICA); B) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de
geraniol, dopada com 5,0 % de icaridina (NP_MISTA_DP_7,5 %_ICA); C) Nanoparticulas
contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol, dopada com 7,5 % de icaridina
(NP_MISTA DP_10 % _ICA 3 % PL). Estes valores representam a meédia referentes a trés
determinacGes. Significancia considerada de p<0,05 (Two-way ANOVA) considerando as
diferencas estatisticas ressaltadas entre 0s grupos de mesmo composto, em que a* representa
variagoes significativas de cada tempo de estabilidade em relagdo ao tempo inicial; b*
representa variacfes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 15
dias; c* representa variacdes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao
tempo 30 dias; d* representa variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em

relagdo ao tempo 45 dias.
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Quanto a distribuicdo de tamanho (Figura 18), nota-se, inicialmente (0 dias), que em
ambas as formulacBes de nanoparticulas dopadas com icaridina livre, apresentaram uma
desestabilizacdo do sistema, em que se pode ser evidenciada pelo surgimento de uma segunda
populacdo menor ao lado da populacdo principal, que foi, principalmente, notada na
formulacdo NP_MISTA DP_5 % ICA, conforme a Figura 18. Lembrando que, nas
formulages de nanoparticulas ndo dopadas apresentaram, em todos os tempos de analise,
somente uma populacdo, ndo evidenciando, em nenhum momento, o surgimento de nova
populacdo de nanoparticulas, de acordo com a Figura 5. Dessa forma, nota-se que
desestabilizacdo inicial do sistema é, possivelmente, resultante das interacdes causadas no

momento da dopagem com icaridina livre.

Figura 18: Curvas de distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de zeina contendo geraniol
e icaridina e dopadas com icaridina, acompanhada em diferentes tempos de estabilidade,
sendo 0, 15, 30, 45 e 60 dias: A) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de
geraniol, dopada com 2,5 % de icaridina (NP_MISTA DP_5 % ICA); B) Nanoparticulas
contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol, dopada com 5,0 % de icaridina
(NP_MISTA DP_7,5 % _ICA); C) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de
geraniol, dopada com 7,5 % de icaridina (NP_MISTA DP_10 % ICA 3 % PL). Em

temperatura ambiente e com determinagéo em triplicata (n=3).
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Porém, com o passar do tempo, nota-se que cada um dos trés sistemas analisados
tentou se reequilibrar novamente, pois, essa segunda populacdo inicial se desfez de maneira
que as nanoparticulas formaram uma s6 populacdo. E manteve-se estavel, com essa Unica
populacéo, no decorrer do tempo de analise, ou seja, até se completar os sessenta dias. Esta
situagdo mostra a ocorréncia de um rearranjo referente ao tamanho, porém sem agregagao
entre as nanoparticulas em fungdo do tempo, alids, ocorre o desaparecimento da segunda
populacédo que foi evidenciada no tempo zero, como ja citado. Percebendo-se, novamente a
presenca do fenébmeno Ostwald Ripening (MCCLEMENTS et al., 2017; MCCLEMENTS,
2012).

Paralelamente a essas andlises, foi realizado o acompanhamento do indice de
polidispersdo (PDI). E, p6de-se observar que a dopagem também refletiu nos valores deste
indice. Nas trés formulacGes dopadas com icaridina (Figura 19), notou-se um elevado valor
para 0 tempo zero, se comparado a formulacdo sem a dopagem (Figura 6). Em que, com a
dopagem, todas elas registraram valores acima de 0,4. Ja a formulagdo mista sem a dopagem

apresentou o valor de 0,250 + 0,009 no tempo inicial.

Ja em 15 dias de analise, as formulacGes dopadas mostraram um acentuado declinio de
seus valores de PDI, e continuaram diminuindo em funcdo do tempo, conforme Figura 19.
Porém, ao chegar em 60 dias, os valores das trés formulagcdes se fizeram semelhantes
novamente, sendo de 0,183 = 0,010, para NP_MISTA_DP 5 % _ICA, 0,167 £ 0,001, para
NP_MISTA_DP_7,5 % _ICA e 0,178 + 0,027, para NP_MISTA _DP_10 % _ICA 3 % PL.

Tais valores, do tempo de 60 dias, sdo muito préximos ao indice de polidispersao
obtido pela formulagdo mista sem a dopagem, que foi de 0,173 £ 0,025, considerando o
mesmo tempo de acompanhamento, conforme a Figura 6. Dessa forma, a dopagem nao
descaracterizou indice de polidispersdo especifico de proteina de origem natural, como €é o
caso da zeina, principalmente, devido a semelhancga dos valores do tempo inicial e de 60 dias
(DA ROSA et al., 2015; CHEN et al., 2014).
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Figura 19: Indice de polidispersio para as nanoparticulas de zeina contendo geraniol e
icaridina e dopadas com icaridina, avaliados em funcdo do tempo: A) Nanoparticulas
contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol, dopada com 2,5 % de icaridina
(NP_MISTA DP_5 % ICA); B) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de
geraniol, dopada com 5,0 % de icaridina (NP_MISTA _DP_7,5 %_ICA); C) Nanoparticulas
contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol, dopada com 7,5 % de icaridina
(NP_MISTA DP_10 % _ICA 3 % PL). Estes valores representam a meédia referentes a trés
determinacGes. Significancia considerada de p<0,05 (Two-way ANOVA) considerando as
diferengas estatisticas ressaltadas entre 0s grupos de mesmo composto, em que a* representa
variagoes significativas de cada tempo de estabilidade em relagdo ao tempo inicial; b*
representa variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao tempo 15
dias; c* representa variacdes significativas de cada tempo de estabilidade em relacdo ao
tempo 30 dias; d* representa variacOes significativas de cada tempo de estabilidade em
relagdo ao tempo 45 dias.
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4.8.1.2 Potencial Zeta das formulag6es dopadas

Uma das analises importantes para 0 acompanhamento da estabilidade fisico-quimica
das formulagdes de nanoparticulas dopadas é o Potencial Zeta (PZ), cuja foi realizada por
meio da técnica de microeletroforese, realizando-se trés determinacGes para cada resultado,

também, com o tempo de 0, 15, 30, 45 e 60 dias.

Assim, as formulagfes de nanoparticulas mistas dopadas passaram por tal analise e se
mantiveram todas elas positivas, de acordo com a Figura 20. Nota-se que a dopagem nao
alterou a carga da superficie das nanoparticulas, se mantendo o resultado da estabilizacédo
estérica da nanoparticula de zeina, por meio do Plurdnic F-68, conforme a semelhanca dos

resultados de Podaralla & Perumal (2012), que realizaram estabilizacdo semelhante.

Porém, é perceptivel que houve diminuicdo no valor do Potencial Zeta em todas as
dopagens, resultado da interacdo entre o ativo icaridina com a superficie da nanoparticulas de
zeina. Observa-se, também, que a formulacdo NP_MISTA DP_10 % ICA 3 % PL,
apresentou instabilidade em seus resultados de PZ em fungcdo do tempo, embora se
apresentem todos positivos, e com o resultado de PZ final, 60 dias, préximo ao tempo inicial,
0 dias, que foram, respectivamente, de 6, 5 mV e de 5,8 mV (Figura 20). Recorda-se que,
embora importante, ele ndo é tido como mecanismo essencial para avaliar a estabilidade
coloidal de tais formulacdes de nanoparticulas (LI et al., 2015), conforme ja se havia citado

anteriormente.

Figura 20: Potencial Zeta para as nanoparticulas de zeina contendo geraniol e icaridina e
dopadas com icaridina, avaliados em funcdo do tempo: A) Nanoparticulas contendo 2,5 % de
icaridina e 1,5 % de geraniol, dopada com 2,5 % de icaridina (NP_MISTA _DP_5 %_ICA);
B) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5 % de geraniol, dopada com 5,0 % de
icaridina (NP_MISTA _DP_7,5 % ICA); C) Nanoparticulas contendo 2,5 % de icaridina e 1,5
% de geraniol, dopada com 7,5 % de icaridina (NP_MISTA _DP 10 % ICA 3 % PL). Estes
valores representam a média referentes a trés determinacgdes. Significancia considerada de
p<0,05 (Two-way ANOVA) considerando as diferencas estatisticas ressaltadas entre 0s
grupos de mesmo composto, em que a* representa varia¢Ges significativas de cada tempo de
estabilidade em relagcdo ao tempo inicial; b* representa variagOes significativas de cada tempo

de estabilidade em relacdo ao tempo 15 dias; c* representa variagdes significativas de cada
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tempo de estabilidade em relagdo ao tempo 30 dias; d* representa variagdes significativas de

cada tempo de estabilidade em relagdo ao tempo 45 dias.

60
[ Jodia [115 dias M 30 dias M 45 dias [ 60 dias
~ 501
>
E
s 401
(]
N
s 291 c o c
— a a a a
(&] b a C
o 201 = @ a
45 a
o b
10 1 b d
0
v/ v/ v/
A v A v~ A el
N O & L NN
Q P °\°> Q § 6)Q\o/ Q § Qo\()/ o
Ny N SN 9
S OQ/ QQ 'b°\
5 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta resultados importantes alusivos ao preparo e caracterizagdo das
nanoparticulas de zeina contendo dois ativos, os repelentes de insetos icaridina e geraniol. E,
analisando os dados obtidos por meio das analises, notou-se que a eficiéncia de encapsulagéo
para as formulag¢fes que continham o ativo icaridina foi de em média de cerca de 70 %, ja
para a que continha o ativo geraniol alcancou uma eficiéncia média bem significativa de
aproximadamente 98 %, refletindo uma boa interacdo entre o geraniol e as nanoparticulas. A
formulacdo mista apresentou semelhante eficiéncia, porém com uma elevagdo da EE no caso

do ativo icaridina.
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Também, para acompanhar a associacdo dos repelentes as nanoparticulas de zeina,
realizou-se a analise de espectros na regido do infravermelho. Ressalta-se que todas as
formulacGes das nanoparticulas apresentaram morfologia esférica, de acordo com a anélise de
microscopia, e as formula¢Ges com geraniol nas concentracdes de 2 e 3 %, resultaram num
didmetro médio de 248 + 5 nm e 343 =+ 7 nm, j& as nanoparticulas contendo 4 e 5 % de
icaridina resultaram em 158 £ 5 nm e 155 + 6 nm, respectivamente. J& a formulacdo mista,
apresentou 206 + 4 nm de diametro médio. Assim, notou-se que houve intensa variacdo na
distribuicdo do tamanho das particulas, corroborando com a andlise do indice de
polidispersdo, de 0,2 a 0,4 para essas particulas. Para o didmetro hidrodindmico, nota-se que
as formulagdes com geraniol (NP_GRL 2 %: 250 + 1 nm; NP_GRL 3 %: 329 = 5 nm), ao
longo do tempo, sofreu um aumento, ao contrario das formula¢es com icaridina (NP_ICA 4
% e NP_ICA 5 %: aproximadamente 150 nm) que teve seu diametro médio estavel, em
funcdo do tempo. A formulacdo mista (NP_ICA 2,5 % + GRL 1,5 %: cerca de 200 nm) teve
um aumento no didmetro médio ao decorrer 15 dias, porém, com o passar do tempo de
analise, retornou ao tamanho inicial, mantendo, entdo, a estabilidade. Também, apresentou o
potencial zeta positivo em fungdo do tempo para todas as formulacGes. Sendo que todas as

formulagdes analisadas se mantiveram, praticamente, estaveis ao longo do tempo.

Afirma-se, assim, que mesmo com alteracOes significativas referentes ao tamanho e a
polidispersdo, durante o periodo de estabilidade acompanhado, ndo houve aparecimento de
nova populacdo de particulas, mas sim certo rearranjo de tamanho com o decorrer do tempo,
podendo decorrer do fendmeno de Ostwald Ripening, conforme, também, se evidencia nas
analises de rastreamento de nanoparticulas. Dessa forma, tal estabilidade também observada
na formulagcdo mista, indica que a zeina € uma excelente opcdo de nanoparticula no

carreamento dos ativos combinados.

Somada a essas andlises, acompanhou-se, também, o perfil da cinética de liberagéo, o
qual apresentou-se com uma liberacdo mais rapida do ativo icaridina, cujo apresentou uma
liberacdo de 50 % em duas horas e o geraniol necessitou de 36 horas para liberar a mesma
quantidade de ativo. O perfil de liberacdo se delineou bifasico em todas as andlises, tendo uma
liberacdo inicial intensa, seguida por uma liberacdo sustentada ao longo do tempo, atendendo
ao destino da formulagéo, que é a acdo imediata do repelente, porém, sustentada de forma
eficaz ao longo do tempo, garantindo a repeléncia. Sendo, nesse caso, essa liberagédo

sustentada mais incisivamente pelo geraniol residual nas horas finais do repelente.
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O mecanismo de liberacdo melhor ajustado foi pelo modelo mateméatico Korsmeyer-
Peppas, cujo coeficiente de correlacdo (r?) foi o mais préximo a 1, em relagdo aos outros
modelos. Observando-se que no caso da formulacdo mista, a liberacdo da icaridina se deu por

difusdo, e a do geraniol ocorreu por transporte anémalo

Salienta-se, também, que, apdés as dopagens das formulacbes mistas com
concentracOes diferentes de icaridina livre, ocorreram algumas variagdes nas analises de
tamanho medio, PDI e do potencial zeta, porém, ndo descaracterizaram as formulagdes de

nanoparticulas.

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram alcangados com a realizacdo do
desenvolvimento e caracterizacdo de sistemas carreadores fazendo uso de nanoparticulas de
zeina, contendo os repelentes icaridina e geraniol encapsulados individualmente. Obteve-se,
assim, um sistema mais eficiente e prolongado, que usufrui dos efeitos sinergéticos dos dois
ativos, focados na repeléncia do Aedes aegypti, evitando-se, mais eficazmente, as arboviroses

por ele propagadas.
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