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RESUMO

Novas alternativas terapéuticas para melhorar a atividade biologica e diminuir os possiveis
efeitos adversos de moléculas bioativas tém sido desenvolvidas. O uso de sistemas
nanoparticulados como carreadores de farmacos é estratégico para se alcangar a acumulagédo
seletiva no alvo biologico, visto que eles alteram a farmacocinética e biodistribuicdo da
molécula encapsulada. A incorporagdo desse sistema em hidrogéis termorresponsivos vem
ganhando interesse da comunidade cientifica uma vez que possibilita uma liberacdo seletiva
in situ do farmaco, tendo em vista isto, neste trabalho hidrogéis com carvacrol inserido em
nanocapsulas foram preparados para obtencdo de um sistema de liberacdo in situ. As
nanocépsulas foram formuladas pelo método de nanoprecipitagdo de polimeros pré-formados.
Diferentes concentracfes de Poloxamer 407 (10%, 20% e 30%) foram utilizadas para
formular os hidrogéis, estes foram avaliados quanto as caracteristicas de termossensibilidade,
tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta; analises microscopicas e
macroscopicas também foram realizadas. O tamanho de particula, indice de polidispersao e
potencial zeta também foi visto para hidrogéis formulados com 20% de Poloxamer 407 com
nanocapsulas de carvacrol e sem nanocépsulas de carvacrol. Andlise de pH, ensaio de
toxicidade frente Artemia salina Leach e testes em camundongos foram realizados com
hidrogéis de 20% da concentracdo do copolimero. Os resultados obtidos das anlises
macroscopicas mostraram que todas as formulacbes durante o decorrer do tempo eram
incolores, sem odor e n&o foi visto presenca de precipitado tanto macroscopicamente quanto
microscopicamente; quanto aos resultados do tamanho de particula, indice de polidisperséo e
potencial zeta de hidrogéis com 10%, 20% e 30% do copolimero foi visto que os hidrogéis
com 20% apresentaram um sistema mais estavel, sendo portanto, a concentracdo escolhida
para insercdo das nanocapsulas de carvacrol. A presenca de nanocapsulas de carvacrol nos
hidrogéis ndo alteraram sua propriedade termorreversivel; as analises de tamanho de particula,
indice de polidispersdo e potencial zeta mostraram que o sistema hidrogel com nanocapsulas
de carvacrol apresenta estabilidade e boa homogeneidade. Quanto ao pH os valores
alternaram com o decorrer do tempo, entretanto todos apresentaram pH de aproximadamente
7. O ensaio de toxicidade em Artemia salina mostrou que hidrogel com nanocépsulas de
carvacrol apresentam toxicidade moderada. Os testes em camundongos demonstraram que
nanoparticulas com carvacrol apresentam liberacdo prolongada do farmaco, proporcionando
efeito terapéutico por maior tempo, em contrapartida, hidrogéis com nanoparticulas de
carvacrol ndo obtiveram os resultados esperados. Este trabalho mostrou que hidrogéis
termossensiveis podem ser utilizados para incorporar nanocapsulas de carvacrol vislumbrando
um novo sistema de liberacdo in situ de farmacos.

Palavras- Chave: Nanocapsulas. Carvacrol. Hidrogéis. Poloxamer 407.



ABSTRACT

New therapies to improve the biological activity and decrease the possible adverse effects of
bioactive molecules have been developed. The use of nanoparticulate systems as carriers of
drugs is strategic to achieve selective accumulation in target biological since they alter the
pharmacokinetics and biodistribution of the encapsulated molecule. The incorporation of this
system in thermoresponsive hydrogels has gained interest in the scientific community since it
enables a selective release in situ of the drug, given that, in this work hydrogels with carvacrol
inserted into nanocapsules were prepared for obtaining a delivery system in situ. The
nanocapsules were made by nanoprecipitation method of preformed polymers. Different
concentrations of Poloxamer 407 (10%, 20% and 30%) were used to formulate hydrogels,
they were evaluated as to characteristics of thermosensitivity, particle size, polydispersity and
zeta potential; microscopic and macroscopic analyzes were also performed. The particle size,
polydispersity and zeta potential were also seen for hydrogels formulated with 20%
Poloxamer 407 with carvacrol nanocapsules and nanocapsules without carvacrol. pH analysis,
toxicity test front Artemia salina Leach and tests in mice were performed with hydrogel
copolymer of 20% concentration. The results of the macroscopic analysis showed that for all
formulations over time were colorless, odorless and was not seen presence of precipitate both
macroscopically and microscopically; on the results of particle size, polydispersity and zeta
potential of hydrogels with 10%, 20% and 30% of the copolymer it has been seen that
hydrogels with 20% showed a more stable system, and therefore was the concentration chosen
for insertion of the nanocapsules carvacrol. The presence of carvacrol nanocapsules in
hydrogels did not change its thermoreversible property; the analysis of particle size,
polydispersity and zeta potential showed that the system hydrogel with carvacrol
nanocapsules has good stability and homogeneity. Regarding pH the values alternated over
time, though all had pH of approximately 7. The toxicity test showed that in Artemia salina
hydrogel with carvacrol nanocapsules has moderate toxicity. Tests on mice have shown that
carvacrol nanoparticles have prolonged drug release, providing therapeutic effect for a longer
time, however, hydrogels with carvacrol nanoparticles have not obtained the desired results.
This work showed that thermosensitive hydrogels may be used to incorporate carvacrol
nanocapsules envisioning a new delivery system in situ drugs.

Keywords: Nanocapsules. Carvacrol. Hydrogels. Poloxamer 407.
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1. INTRODUCAO

O carvacrol é um monoterpénico fendlico, o qual tem como nomenclatura 5-isopropil-2-
metilfenol, que pode ser extraido de algumas plantas aromaticas como Origanum dictamus
conhecido popularmente como orégano. Este monoterpeno apresenta um amplo espectro de
acdo, sendo utilizado como vasorelaxante, antifungico, antioxidante, antibacteriano
(SUNTRES et al., 2014), anti-inflamatério (GUIMARAES et al., 2012), e antitumoral
(NOSTRO et al., 2007), dessa forma, este vem sendo aplicado na area farmacologica todavia,
o carvacrol é pouco soltvel e requer materiais poliméricos para que sua acdo seja eficaz
(SUNTRES et al., 2014), dentre estes materiais poliméricos estdo as nanoparticulas e
hidrogéis.

As nanoparticulas sdo carreadores coloidais com tamanho variando entre 10 a 1000nm
(RIEUX et al., 2006) as quais tem sido amplamente estudadas como carreadores de farmacos
devido a capacidade de controlar a liberagdo, aumentar a solubilidade do farmaco e reduzir
sua toxicidade (POLETTO et al., 2008). Os hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais
reticuladas que se tornam intumescidas quando entram em contato com soluces aquosas
(LIN & METTERS, 2006; PEPPAS et al., 2000), eles podem ser formados por polimeros
naturais como por exemplo o &cido hialurbénico, ou por polimeros sintéticos, como o
Poloxamer 407, o qual foi utilizado neste trabalho.

Hidrogéis tém sido utilizados para a liberacdo de farmacos devido a sua
biocompatibilidade (X QU et al., 2000; HOARE & KOHANE, 2008) e sua propriedade de
intumescimento (BAJPAI et al., 2008) ja que podem intumescer sob condicGes fisioldgicas
(KLOUDA & MIKQOS, 2008), além disso, sdo facilmente modificados e podem ser injetados
(SINGH et al., 2010), entretanto devido ao tamanho de seus poros a maioria dos hidrogéis
liberam o farmaco de forma relativamente rapida, dentro de um periodo de poucas horas a
poucos dias (HOARE & KOHANE, 2008), alguns métodos tem sido utilizados para melhorar
as interacOes entre os medicamentos e rede do hidrogel entre eles ha a introducdo de
nanoparticulas para evitar liberagdo brusca (HU & GONG, 2016).

A incorporacdo das nanocapsulas ao hidrogel, além de proteger o farmaco, evitando sua
rapida degradacao, também protege o paciente de uma possivel toxicidade do medicamento;
além disso, a utilizacdo desses dois sistemas em conjunto promovera a liberacdo do farmaco
de forma mais lenta e gradual, desse modo, este trabalho teve como objetivo formular
hidrogéis contendo carvacrol inserido em nanocapsulas, visando obtencdo de sistemas de

liberacdo in situ.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) € um monoterpénico fenolico presente no 6leo
essencial da familia Lamiaceae (LIMA et al., 2013), como o Origanum dictamus por
exemplo, conhecido vulgarmente como orégano. Este monoterpeno tem sido amplamente
utilizado como aditivo alimentar na industria alimenticia por longo tempo, entretanto,
recentemente suas maltiplas fungdes foram bem estudadas em diferentes campos (YU et al.,
2012).

Pesquisas apontam que o carvacrol apresenta propriedades que sdo de grande interesse na
industria farmacéutica, pois pode ser utilizado como anti-inflamatério (ARIGESAVAN &
SUDHANDIRAN, 2015; LIMA et al., 2013; GUIMARAES et al., 2012) antioxidante
(ARIGESAVAN & SUDHANDIRAN, 2015) vasorelaxante (PEIXOTO-NEVES et al., 2009),
antifangico, (SUNTRES et al., 2014), anti-tumoral (ZEYTINOGLU et al., 2003; NOSTRO et
al., 2007) anti-leishmaniose e também apresenta atividade antimicrobiana, onde esta tem sido
sujeita a varias investigacdes in vitro e in vivo (NOSTRO et al., 2007).

O carvacrol, também conhecido como iso-timol (VINCENZI et al., 2004) possui férmula
molecular CgH140 (Figura 1) e 150.22g/mol de peso molecular (ALMEIDA, 2015; SIGMA
ALDRICH, 2016), quanto as suas propriedades fisico-quimicas, apresenta aspecto cor
amarelo escuro; seu ponto de fusdo esta entre 3 a 4°C e o ponto de ebulicdo, 236 — 237°C
(SIGMA ALDRICH, 2016), além disso é pouco solivel em &gua, apresenta solubilidade de
0,04% (MENDES, 2012; CARVALHO et al., 2003).

Embora o carvacrol apresente estas propriedades importantes, as quais foram mencionadas
acima, este é conhecido por ser toxico quando utilizado em altas concentracdes em células de
mamiferos (BIMCZOCK et al., 2008) e por ser um composto volatil, o qual se evapora
facilmente e/ou se decompde durante a producdo de alimentos e formulacbes de farmacos e
cosmeticos devido a exposi¢do de luz ou oxigénio, dessa forma o seu encapsulamento é uma
forma de prolongar sua vida Util e manter suas propriedades funcionais (KEAWCHAOON &
YOKSAN, 2011) além de reduzir sua toxicidade (SUNTRES et al., 2014).
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Figura 1: Estrutura molecular do carvacrol (MENDES, 2012).

2.2 Sistemas de Liberacéo Controlada

Medicamentos convencionais apresentam rapida liberacdo apds sua administracdo sendo
necessario frequentes repeticdes das dosagens para obter o efeito terapéutico desejado. Se os
intervalos de tempo da administracdo forem excessivamente curtos, cada concentracao
maxima é mais elevada que a anterior e podera ultrapassar o efeito terapéutico e atingir um
nivel toxico (CARONI, 2009), levando a reacGes adversas (KIM et al., 2009), ao contrério, se
as doses individuais forem excessivamente espacadas, as concentracdes minimas sdo

insuficientes para conseguir manter o nivel terapéutico aceitavel (CARONI, 2009) (Figura 2).

3 toxica
E v
B L - AT
(@)]
©
8 faixa terapéutica
Q. i _ _ vy _
g A
c dose 3 | | dose 4
3 dose 2
S sub terapéutica
(&)

idose1 {

Tempo

A = liberacao controlada
B = terapia convencional

Figura 2: Concentracdo do farmaco no sitio terapéutico apds a sua liberacdo em A) controlada e B)
convencional (ALVES, 2011 — adaptado).
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Tendo em vista as limitagOes presentes nas formas farmacéuticas convencionais, sistemas
de liberagédo controlada tem sido estudados, estes, séo dispositivos que tem efeito terapéutico
prolongado por liberar continuamente o farmaco (ALVES, 2011), ou seja, apresentam a
capacidade de manter o farmaco dentro da faixa terapéutica (BHOWMIK et al., 2012) por
maior tempo (Figura 2), devido a isto, sistemas de liberagdo controlada podem atingir a
terapias mais eficazes e reduzem a frequéncia de administragdo do farmaco, o que elimina a
probabilidade de super dosagens ou dosagens ndo eficientes (GAVINI et al., 2009). Todavia
nos sistemas de liberacao controlada de farmacos pode ocorrer a ndo-biocompatibilidade dos
materiais utilizados, degradacdo de produtos indesejaveis e o possivel desconforto para o
paciente a partir do dispositivo de entrega (BHOWMIK et al., 2012).

A melhoria no desenvolvimento de sistemas de liberacdo depende estritamente da selecdo
de um agente apropriado capaz de controlar a liberacdo do farmaco, sustentar a acao
terapéutica ao longo do tempo e/ou liberar o farmaco ao nivel de um determinado tecido ou
6rgdo alvo, dentro das vérias opcdes, os polimeros sdo agentes versateis e promissores para
exercer tal funcdo (LOPES et al., 2005).

2.3 Polimeros

Os polimeros representam uma das classes de materiais mais versateis (VILLANOVA et
al., 2010) visto que apresentam comportamentos mecanicos e ligacbes quimicas variadas, o
que levam a classifica-los de diferentes formas como por exemplo plasticos, elastbmeros e
fibra (ALVES, 2011), consequentemente podem ser utilizados em diversas areas.

Pesquisadores tem amplamente investido em polimeros, pois estes podem atuar de maneira
eficaz tanto na formacéo de matriz na engenharia de tecidos (PAL et al., 2009) devido, em sua
maioria, ser de facil producdo e manuseio, além de apresentar caracteristicas mecanicas
semelhantes aos materiais bioldgicos (BARBANTI et al.,, 2005) como também no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada de farmacos (PAL et al., 2009;
OLIVEIRA & LIMA, 2006).

Em medicamentos convencionais 0s polimeros sdo utilizados como excipientes, ou seja,
substancia que apds avaliada a sua seguranca pode ser incluida na forma farmacéutica
(VILLANOVA et al., 2010), estes polimeros sdo adicionados para solubilizar e estabilizar
farmacos (KIM et al., 2009), entretanto no desenvolvimento de sistemas de liberacdo
controlada, os polimeros tem relevante importancia na formulacéo j& que atuam diretamente

na liberacdo dos farmacos (VILLANOVA et al., 2010) além de apresentarem, em grande
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parte, uma melhor farmacocinética (SCHMALJOHANN, 2006) em comparacdo com
medicamentos tradicionais.

Os polimeros podem ser de origem natural como, por exemplo, as proteinas, alginatos e
quitosana (ALMEIDA, 2012) ou artificiais como poliésteres poli (acido lactico) e poli (acido
glicolitico) (OLIVEIRA & LIMA, 2006). Embora os polimeros naturais sejam abundantes e,
em sua maioria biodegradaveis, estes podem veicular agentes patogénicos que acarretam
respostas imunes ou inflamatdrias (ALMEIDA, 2012) e exibem dificuldade para modificacfes
quimicas devido a baixa solubilidade (D’AYALA et al., 2008) desta forma os polimeros
sintéticos tem atraido crescente interesse na administracdo de medicamentos como agente
terapéutico (SCHMALJOHANN, 2006).

Tendo em vista a importancia dos polimeros para a liberacdo de farmacos, a producéo de
novos polimeros tem aumentado, o que levou ao avanco na quimica dos polimeros, fazendo
com que estes tenham propriedades Unicas (KIM et al., 2009) e adequadas (LIU et al., 2009),
entretanto muitos destes polimeros sdo insensiveis a alteracbes metab6licas do corpo e sao
incapazes de modular a liberacdo do farmaco e também direciona-lo ao tecido alvo, essa falta
de controle motivou a exploracdo de polimeros bioresponsivos como carreadores de farmacos
(YOU et al., 2010).

2.4 Polimeros inteligentes

Nas ultimas duas a trés décadas tem se visto um crescimento explosivo sobre polimeros
inteligentes (KUMAR et al., 2007) eles apresentam grande potencial em vérias aplicacdes
(JAMES et al., 2014).

Também conhecidos como stimuli-responsive, os polimeros inteligentes respondem a
pequenas mudancas do ambiente com dramaticas mudancas em suas propriedades fisicas
(ROY & GUPTA, 2003) e quimicas (YOU et al., 2007) de forma reversivel (KUMAR et al.,
2007), ou seja, 0 sistema e capaz de retornar ao Seu estado inicial quando o estimulo é
removido (BAWA et al., 2009). E devido a esta propriedade que eles tem sido amplamente
utilizados no sistema de liberacdo de farmacos (JEONG & GUTOWSKA, 2002) além disso,
eles também podem ser aplicados em orgaos artificiais pois “inteligentemente” interagem com
células e 6rgédos (ROY & GUPTA, 2003).

Estes polimeros tém como principais caracteristicas serem biocompativeis, flexiveis, sdo
bons transportadores de nutrientes para as células (MAHAJAN & AGGARWAL, 2011),
apresentam facilidade de fabricacdo, administracdo, tem capacidade de alterar perfis de
liberacdo dos agentes incorporados (AL-TAHAMI & SINGH, 2007), além de manter o
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farmaco dentro do intervalo terapéutico desejado (BAWA et al., 2009), liberacdo prolongada
do medicamento, reduz efeitos adversos da medicacdo, ndo apresenta propriedades deletérias
como toxicidade sisttémica, imunogenicidade e tem excelente estabilidade (JAMES et al.,
2014).

Os polimeros inteligentes podem ser classificados de duas formas:

I. Classificados de acordo com os estimulos externos os quais respondem (JEONG &
GUTOWSKA, 2002; AL-TAHAMI & SINGH, 2007), sendo portando divididos
em trés grupos, ou seja, 0s que respondem a estimulos fisicos como por exemplo
temperatura, ultra-som e luz; os que respondem a estimulos quimicos como pH e
forca ibnica; e os que respondem a estimulos biolégicos como por exemplo
enzimas e biomoléculas (ALMEIDA, 2012). Exemplos de polimeros que

respondem a estimulos fisicos e quimicos estdo presentes na Tabela 1.

I. Classificados de acordo com as propriedades fisicas e quimicas, 0s quais também sao
subdivididos em grupos que sdo: 1. Polimeros que apresentam cadeias lineares em
solucdo, estes podem ser utilizados em bioseparacdo de proteinas e células, quando
na presencga de um estimulo externo sofre colapso reversivel. (ALMEIDA, 2012);
2. Géis reversiveis de forma covalente e cruzada (o gel intumesce ou retrai quando
na presenca de um estimulo); e 3. Polimeros com cadeias enxertadas a superficie, a
alteracdo na estrutura ocorre na superficie passando de hidrofilica para
hidrofébica, esta mudanca é utilizada para a separacdo de substdncias que
interagem de forma diferente como a matriz hidrofébica. (ALMEIDA, 2012;
BAWA et al., 2009).
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Tabela 1: Exemplos de polimeros inteligentes que respondem a estimulos fisicos e quimicos. Tabela adaptada
(extraida de JAMES et al., 2014).

Estimulos Ambientais Material Responsivo
Temperatura Poloxamers
Quitosana
pH Poli(acido metacrilico)

Poli(vinilpiridina)

Luz Poli(acrilamida) modificada

Campo elétrico Poliestirenos sulfonados

Poli(tiofeno)

Ultra-som Etileno vinil acetato

2.5 Hidrogel

Os hidrogéis ao longo dos anos vém adquirindo varios conceitos, contudo o mais
conhecido é que sdo materiais poliméricos que exibem a capacidade de intumescer e reter
uma fracdo significativa de agua no interior da sua estrutura, e ndo se dissolve na agua
(AHMED, 2013).

Estes sistemas poliméricos foram formulados pela primeira vez por Wichterle e Lim em
1960 através da polimerizacdo de radicais livres de 2-hidroxetil metacrilato em solugdo
aquosa e etileno dimetacrilato como agente de reticulagdo, os quais foram utilizados para
lentes de contato (GUPTA et al., 2002), todavia por conta do transporte insuficiente e fragil
mecénica novas sinteses foram realizadas (BUWALDA et al., 2014).

Os hidrogéis quando estdo no estado intumescido sdo caracterizados como macios e
emborrachados, o que os leva a semelhancas aos tecidos bioldgicos exibindo, portanto
excelente biocompatibilidade (DAS et al., 2013). Estes sistemas podem ser formulados com
polimeros naturais como a quitosana e o acido hialurénico (FANG et al., 2008) e polimeros
artificiais como por exemplo o carbopol®940 (ALVES et al., 2005; ALVES et al., 2007;
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MILAO, 2003) e o Poloxamer 407 (LEE & TAE, 2007; CHUNG et al., 2006), entretanto,
devido aos hidrogéis formulados por polimeros sintéticos apresentarem maior capacidade de
absorcéo de agua e ter longa vida atil os hidrogéis formulados por polimeros naturais estdo
sendo substituidos pelos sintéticos (AHMED, 2013).

Atualmente os hidrogeéis alteram sua estrutura fisica devido a estimulos fisicos, por
exemplo, temperatura, campo elétrico, campo magnético, luz, pressdo e som; e também
estimulos quimicos como pH, forca idnica, composicdo de solvente e espécies moleculares
(Figura 3).

[
Temperatura
Campo elétrico
Respostaa
estimulos Campo magnético
fisicos { i
Pressao
Som
‘ . ="
f Hidrogel na
pH , o IBEInAR Hidrogel
Resposta a £ intumescido Sl e
* Forca Iénica
estimulos ]
quimicos omposicao de solvente
Espécies moleculares
\

Figura 3: Hidrogéis respondem a estimulos fisicos e quimicos (AHMED, 2013).

Os hidrogéis podem ser classificados de diversas maneiras, que podem ser:
I.  Quanto a natureza: os hidrogéis podem ser classificados em naturais ou sintéticos.
Il. Quanto a composi¢do do polimero:
a. Hidrogéis homopoliméricos: sdo constituidos de uma rede de polimeros
derivados de uma Unica espécie de mondmero.
b. Hidrogéis copoliméricos: sdo compostos de duas ou mais espécies diferentes de

mondmeros, no qual pelo menos um componente é hidrofilico.
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c. Hidrogel multi polimérico de interpenetracdo (IPN): é composto de dois
componentes de  polimero  natural e/ou  sintético  formuladas
independentemente.

I1l. Quanto a reticulacdo: nesta classificacdo os hidrogéis podem ser divididos em duas
categorias as quais vdo de acordo com a natureza quimica ou fisica das juncGes de
ligacdo cruzada (Figura 4). Quimicamente redes reticuladas apresentam jungdes
permanentes, ja as redes fisicas tém juncdes transitorias que surgem a partir de
qualquer envolvimento de cadeia polimérica ou interagdes fisicas, tais como

interagdes ibnicas, pontes de hidrogénio ou intera¢bes hidrofébicas.

intsragoes
/ fisicas “_
4y
2 -'—\»‘,\ ) ’,J o
' | reticulacdes
hidrogel quimico hidrogel fisico

Figura 4: Hidrogéis obtidos por reticulagdo quimica e fisica (ALVES, 2012).

Hidrogéis tem atraido grande interesse na liberacdo de farmacos devido as suas
propriedades fisicas Unicas, a sua estrutura porosa permite com que os farmacos sejam
transportados e em seguida liberados, esta liberacdo ocorre de forma controlada, o que resulta
na manutencdo de uma concentracdo local elevada do farmaco por um longo periodo de
tempo (CALO & KHUTORYANSKIY, 2015) (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo da estrutura do hidrogel (MELO et al., 2012).

O modo de liberacdo do farmaco pode ser através de difusdo por meio do sistema de matriz
(Figura 6), onde 0 medicamento encontra-se disperso ou dissolvido uniformemente atravées da
rede macromolecular ou poros e a taxa de liberacdo inicial € proporcional a raiz quadrada do
tempo (CALO & KHUTORYANSKIY, 2015; BIERBRAUER., 2005). Além disso, 0s
hidrogéis tem sido utilizados como biossensores de membrana e para engenharia de tecidos
(PEPPAS et al., 2000; KASHYAP et al., 2005), geralmente apresentam estruturas bem
definidas que podem ser modificadas (CHIEN-CHI & METTERS, 2006; BAJPAI et al.,
2008); eles podem ser injetaveis devido a sua propriedade termorreversivel onde a solucdo
polimérica aquosa pode ser transferida para uma seringa no estado liquido, que se transforma
em gel ap0s a injecdo devido as mudancas de temperatura (HU & GONG., 2016), dessa forma
ndo € necessario o procedimento cirdrgico para implantacdo e varios medicamentos
terapéuticos podem ser incorporados por uma simples mistura (LIANG et al., 2011). A
biodegracdo ou dissolucdo desses sistemas ocorre por via enzimatica, hidrolitica ou
dependente das modificagOes do meio (LEE & YUK, 2007).
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Figura 6: Sistema de liberacéo controlada por difusdo (CALO & KHUTORYANSKIY, 2015).

Apesar destas propriedades vantajosas, os hidrogéis apresentam limitagdes, a quantidade e
a homogeneidade do carregamento do farmaco nos hidrogéis pode ser limitada,
particularmente no caso de farmacos hidrofébicos. O elevado teor de agua e poros com
grandes tamanhos na maioria dos hidrogéis muitas vezes resulta na liberacdo relativamente
rapida do farmaco, ao longo de algumas horas a alguns dias. Cada uma destas questdes
restringe significativamente a utilizacdo de terapias de administracdo de farmacos a base de
hidrogel na clinica (HOARE & KOHANE, 2008), desta forma é promissor associar o hidrogel
a outro sistema polimérico, como por exemplo as nanoparticulas. A incorporacdo de
moléculas nanoencapsuladas em sistemas semissolidos apresentam vantagens frente a sua
incorporacdo de forma livre como a possibilidade do aumento do tempo de permanéncia do
farmaco ANDRADE, 2013; JUNG et al., 2013; GAO et al., 2013 e ABREGO et al., 2016
demonstram em seus trabalhos que a inser¢do de nanoparticulas em hidrogéis promoveram

liberacdo controlada do farmaco por maior tempo.

2.6 Poloxamer 407

Poloxamer 407 (Figura 7) também conhecido como Pluronic F-127 é um surfactante ndo
ionico copolimérico (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2006) que apresenta blocos de oxido de
etileno (EO) e déxido de propileno (PO), organizados em uma estrutura de triblocos EOx-PQOy-
EOx, tem como peso molecular de aproximadamente 12,600Da (DUMORTIER et al., 2015) e
formula geral E106 P70 E106 (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2006), além disso é um hidrogel
termossensivel comercial (GOU et al., 2008).
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Figura 7: Estrutura quimica do Pluronic F-127 (a letra a refere-se a por¢do composta por 6xido de etileno e a
letra b ao 6xido de propileno) (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2006).

Os poloxamers sdo caracterizados como compostos brancos, cerosos, granulosos de fluxo
livre que sejam praticamente inidoro e insipido, eles sdo estaveis na presenca de acidos, bases
e fons metalicos (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2006); além disso formam géis incolores e s&o
pouco irritantes a pele e muscosa (KOFFI et al., 2006).

Este copolimero foi produzido no final de 1950 e desde entdo tém sido proposto para
diversas aplicacdes farmacéuticas (DUMORTIER et al., 2015) devido as suas vantagens que
sdo, melhorar a solubilidade de farmacos pouco solUveis em agua, promover uma liberacédo
prolongada do farmaco, ndo € irritante ao corpo pois apresenta citocompatibilidade com
diversas células, ndo altera as funces fisioldgicas, tem sua eliminagdo através das vias renais
sob forma de unimero (AKASH et al., 2015), além disso, apresenta propriedades anfifilicas e
termorreversiveis (DUMORTIER et al., 2006); ele pode ser aplicado em vérias vias como a
intranasal, ocular e oral (ESCOBAR-CHAVES et al., 2006) além de injecdes subcutaneas,
intraperitoneais e intramuscular (NIE et al., 2011).

O comportamento térmico reversivel tem sido extensivamente estudado (ESCOBAR-
CHAVES et al., 2006), tendo em vista que sua propriedade pode ser utilizada no sistema de
liberacdo controlada de farmacos. Em concentracbes de 20% a 30% o Poloxamer 407
apresenta a gelificacdo térmica reversa, sendo liquidos a temperatura de 4° a 5° Celsius e
tornando-se gel a temperatura do corpo humano (MIYAZAKI, 1984).

A capacidade de mudanca de estado ocorre devido a micelizacdo, ou seja, é em
decorréncia das micelas poliméricas que sdo formadas pelo Poloxamer 407 de acordo com a
temperatura micelar critica. Em temperaturas abaixo da temperatura micelar critica as
solugcbes de Poloxamer 407 apresentam cadeias individuais de copolimeros, ou seja,
unimeros, que estdo dissolvidos na solucdo, entretanto, a medida que a temperatura eleva,
ficando acima da temperatura micelar critica que varia entre 25° a 40°C (KABANOV et al.,
2002), ocorre a desidratacdo dos blocos de 6xido de propileno o que consequentemente
acarreta na formacéo e agregacédo das micelas poliméricas, as quais tem em sua estrutura um
nacleo hidrofébico composto pelo 6xido de propileno e em volta, para que ndo entre em
contato com o meio externo ha o 6xido de etileno que tem natureza hidrofilica (Figura 8)
(BONACUCINA et al., 2011; DUMORTIER et al., 2006; FAHAD, 2011).
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Figura 8: Formagdo de micelas e unimeros sobre respectivamente 0 aumento e diminuigdo de temperatura do
Pluronic (Adaptado de FAHAD, 2011).

2.7 Nanocapsulas

Nanoparticulas poliméricas tem atraido muita atencdo especialmente na inddstria
farmacéutica, biomédica, cosméticos e industrias de alimentos devido as suas caracteristicas
funcionais (KEAWCHAOON et al., 2011), além disso, sdo divididas em duas categorias:
nanocépsulas e nanoesferas (RIEUX et al., 2006) a diferenga entre estes dois tipos de
nanoparticula é a composicdo e organizacdo estrutural (SCHAFFAZICK & GUTERRES,
2003).

Nanocépsulas sdo consideradas semelhantes a sistemas vesiculares, visto que, o farmaco
encapsulado estarda em um nucleo oleoso, onde este tem ao seu redor um involucro polimérico
(LEITE et al.; 2007; LETCHFORD & BURT, 2007), ja as nanoesferas € uma matriz de
particula coloidal solida onde farmacos s&o dissolvidos, aprisionados, adsorvidos ou
quimicamente ligados a matriz do polimero constituinte (LETCHFORD & BURT, 2007)
(Figura 9).
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Figura 9: Representacdo de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas (MELO et al., 2012).

As nanocépsulas estdo sendo cada vez mais investigadas para a liberacdo controlada e
entrega do farmaco no local especifico (MILAO et al., 2003) porque apresentam diversas
vantagens como 0 aumento da estabilidade das substancias que a elas s&o incorporadas
(GUINEBRETIE'RE et al., 2002), biocompatibilidade a células e tecidos desde que estas
nanocépsulas sejam produzidas com compostos biodegradaveis e biocompativeis (MORA-
HUERTAS et al., 2009), eficiéncia na encapsulagdo do farmaco devido a solubilidade deste

no nucleo e também promove protecdo ao farmaco contra degradacdo (ANTON et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Preparacdo de hidrogeis contendo carvacrol inserido em nanocapsulas visando

obtencéo de sistemas de liberacdo in situ.

3.2 Objetivos Especificos

e Formular hidrogéis;
¢ Incorporar nanocapsulas contendo carvacrol nos hidrogéis preparados;

¢ Realizar a caracterizacdo fisico-quimica e visual dos sistemas desenvolvidos.
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4. METODOLOGIA

Preparacdo dos hidrogéis

Para a formulacdo dos hidrogéis diferentes quantidades do polimero Poloxamer 407
(Pluronic F-127 Sigma-Aldrich) (2,59, 59 e 7,59 0 que equivale a 10%, 20% e 30%
respectivamente) foram pesados em balanca analitica e em seguida foram adicionados 25mL
de agua destilada sob agitacdo magnética. Os hidrogeis foram armazenados no refrigerador a
4°C (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2006).

Preparacdo das nanocapsulas de carvacrol

As nanocapsulas foram preparadas através do método de nanoprecipitacdo de polimeros
pré-formados (FESSI et al., 1989). A formulacdo das nanocéapsulas consiste em fase oleosa e
fase aquosa, onde foram utilizados o Policaprolactona (Sigma-Aldrich), Span 80 (Sigma-
Aldrich), Mygliol 810 e o Carvacrol (Sigma-Aldrich) para a fase oleosa e o Tween 80 —
Polissorbato (Sol-Tech) para a fase aquosa, 0 qual a posteriori houve a mistura destas duas
fases no agitador magnético e logo apés foi utilizado o Rotaevaporador (IKA® RV 10 digital)

para finalizar o processo.

Adicdo das nanocapsulas contendo carvacrol ao hidrogel

Foram adicionadas 4% das nanocapsulas contendo carvacrol em 5mL de hidrogel
formulado com 20% da concentracdo do Poloxamer 407 com auxilio de uma pipeta

micrométrica. O sistema foi armazenado a 4°C.

Viabilidade do Sistema

Apds a formulacéo de hidrogel com 20% da concentracdo do copolimero, este foi colocado
em uma seringa com agulha de 1,00 x 25 mm para verificar a viabilidade do sistema, visto

que, ha a pretenséo de injetar o composto via intramuscular.

Caracterizacéo fisico-quimica do hidrogel

Para a caracterizacéo fisico-quimica foram analisados os hidrogéis preparados com 20% de
Poloxamer 407 para 0s seguintes aspectos:

Macroscopicos: Cor, odor, precipitacdo, efeito Tyndall

Microscopicos: Os hidrogéis foram analisados no microscépio 6ptico Olympus CX31 sob

aumentos de 40, 100, 400 e 1000 vezes para visualizar uma possivel presenca de precipitacao.
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Além disso, os hidrogéis contendo 10%, 20% e 30% do copolimero foram submetidos ao
teste com choque térmico para visualizar a propriedade de termoreversibilidade na transicdo
liquido-gel. Para isto os hidrogéis a 4°C foram colocados em tubos de ensaio que
posteriormente estes tubos contendo os respectivos hidrogéis foram colocados em beckers

contendo agua ou solucao tampdo variando com 30°C inicialmente de temperatura até 38°C.

Analise do tamanho de particula e indice de polidispersao

Os resultados das analises do tamanho de particula e indice de polidispersdo foram obtidos
através do espalhamento dindmico de luz do programa Zetazizer Nano Series (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK), sob temperatura de 25°C com os hidrogéis contendo 10%,
20% e 30% de Poloxamer 407, assim como de hidrogéis com 20% do copolimero sem
nanocapsulas de carvacrol e com nanocéapsulas de carvacrol. As analises foram feitas em

triplicata e o resultado foi obtido por meio da média de suas respectivas repeticdes.

Avaliacdo da estabilidade do sistema

Anaélise do pH
Para a obtencdo dos valores de pH a priori o potenciémetro foi calibrado com solucao
tampdo de pH 4,0 e 7,0. As analises foram realizadas com hidrogéis de 20% do Poloxamer

407 através do medidor de pH de bancada Lucadema.

Avaliacéo Biologica

Ensaios de toxicidade frente a Artemia salina Leach
O teste de letalidade utilizando Artemia salina Leach foi realizado através do método

descrito por MEYER et al., 1982 com modificacdes.

Preparacao de aparato e eclosao dos cistos de Artemia salina

Para a realizacdo do experimento foi preparado um aquario retangular (20cm comprimento
x 11cm largura x 13cm altura), contendo uma tela diviséria com poros de 2 mm, um dos lados
desse aquério foi coberto e protegido da luz. Nesse recipiente foi adicionado solucéo salina
sintética (marca Real Sea®), sendo 33,3g de sal marinho para 1 litro de agua destilada. Esse
sistema foi abundantemente oxigenado com auxilio de uma bomba de ar, para acelerar o
processo de eclosdo dos cistos e submetido a temperatura ambiente (25°C) até o periodo de

eclosédo das larvas. Para ecloséo dos cistos, uma quantidade em gramas, cerca de uma colher
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de chd, de cistos de Artemia salina Leach (adquiridos comercialmente) foi adicionada no lado
protegido da luz do aquério. Sob um sistema aerado, os cistos desenvolveram-se em 48h, e
eclodiram, passando para a fase de nauplio. Apds esse periodo, os nauplios por apresentarem
fototropismo, atravessaram a tela, sendo atraidos pelo lado iluminado do aquario. Os nauplios

foram retirados do aquério e levados para realizagdo imediata dos ensaios de toxicidade.

Avaliacéo da atividade biologica

Para a realizacdo dos bioensaios, foram separados dez nauplios de Artemia salina recém
eclodidos, com o auxilio de pipeta Pasteur e estes foram adicionados a tubos de ensaio. Foram
realizados seis testes com Artemia salina, sendo estes: carvacrol, nanocapsulas de carvacrol,
nanocapsulas sem carvacrol, hidrogel, hidrogel com nanocapsulas sem carvacrol e hidrogel
com nanocapsulas de carvacrol. Os tubos de ensaio apresentaram concentracdes padroes,
sendo estas 5 pg/mL; 10 pg/mL; 25 pg/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL; 250 pg/mL sendo todos
completados com solucdo salina para obter solucdo total de 5mL. Também foi utilizado um
tubo controle negativo, contendo apenas solu¢do salina. O controle foi usado para
certificarmos que a mortalidade dos nauplios é resultante da toxicidade dos compostos e ndo
devido a falta de alimentacdo ou outros fatores (CARBALLO et al., 2002). Todos os testes
(tubos), com cada uma das doses testadas foram realizados em triplicata e apds o periodo de
observacgdo de 24 horas foram contabilizados o nimero de nauplios mortos e vivos em cada
tubo.

Posteriormente estes dados foram processados no programa de analises simples para
estimar os valores de LCso (MCLAUGHLIN et al., 1998), ou seja, a concentracao letal média,
portanto tabelas para cada teste realizado foram criadas no Microsoft Excel 2010 de acordo

com o0 método estatistico Probit Analysis.

Testes em Camundongos
Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss, albinos, pesando de 28-32 gramas, oriundos
do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Todos os animais foram
mantidos até o dia dos experimentos em gaiolas de polipropileno, com temperatura ambiente
de 23 + 2 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo que a fase de luz teve inicio as 6:00 e
término as 18:00 h. Os animais tiveram livre acesso a alimentagdo do tipo pellets (Labina®) e
agua, disponivel em frascos de vidro com bicos apropriados, até 60 minutos antes dos

experimentos.
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Consideracdes éticas

Todos os protocolos experimentais propostos respeitaram 0s critérios éticos de
experimentacdo animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL), a Lei 11.794 de 08/10/2008, que trata do uso de animais de
experimentacéo, e os procedimentos e cuidados para 0 manuseio de animais foram realizados
de acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP). Este projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animal (CEPA) da
Universidade Federal de Sergipe (Protocolo: CEPA/UFS # 43/09).

Inducdo da Dor Muscular Crénica

Inicialmente, os camundongos foram avaliados quanto ao limiar mecanico de retirada da
pata (através de analgesimetro digital, von Frey digital) para avaliar a condicdo basal desses
animais. Imediatamente ap6s a mensuragdo desses parametros basais, 0s animais foram
anestesiados com isoflurano (2-5%) e um volume de 100 pL de salina estéril com pH 4,0,
calibrada em pHmetro, foi injetado no masculo gastrocnémio esquerdo no dia 0 (injecdo 1) e,
novamente, no dia 5 (injecdo 2). Esse procedimento produziu hiperalgesia mecanica
persistente no masculo e na pata, bilateralmente, por um periodo de até 4 semanas (SLUKA et
al., 2001).

Mensuracdo da Hiperalgesia Mecanica

Para a avaliacdo do limiar mecéanico de retirada da pata, foi utilizado o analgesimetro
digital von Frey (Modelo: EFF 301, Insight®). No dia da mensuracdo da hiperalgesia, 0s
camundongos foram aclimatados em suas caixas por 30 minutos na sala de comportamento.
Na sequéncia, os animais foram colocados em cubiculos transparentes sobre uma superficie
de metal vazada e aclimatados novamente por 30 minutos antes de iniciar o teste
comportamental. O filamento do analgesimetro foi aplicado de forma perpendicular a face
plantar da pata traseira dos animais, onde foi aplicada uma pressdo constante e crescente até
gue o animal manifestasse 0 comportamento de retirar a pata mediante o estimulo mecanico
(SLUKA et al., 2001). A forca na qual o animal retirou a pata foi registrada como limiar
mecanico de retirada da pata, e interpretada como hiperalgesia mecénica secundaria (cutanea).

Esse método tem demonstrado extrema confiabilidade estatistica (SLUKA et al., 2001).
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Tratamento Farmacoldgico

Os animais foram divididos em grupos, sendo seis animais por grupo e tratados uma Unica
vez através de injecdo subcutanea no dorso superior, em um volume de 0,2 mL a cada 10 g de
peso dos camundongos, com hidrogel (grupo controle) e, nos grupos experimentais, 0
tratamento seguiu da seguinte forma: hidrogel com nanoparticulas; hidrogel com carvacrol
(CARV); e nanoparticulas com carvacrol (CARV). Os animais foram avaliados quanto a

hiperalgesia secundaria uma vez ao dia durante seis dias consecutivos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo fisico-quimica do hidrogel

Aspectos macroscopicos e microscépicos

Os hidrogéis formulados se apresentaram incolores, sem odor e sem presenca de
precipitado quando observados macroscopicamente e microscopicamente. Quanto ao efeito
Tyndall, este teste apresentou os resultados previstos, visto que em solucées coloidais o efeito
Tyndall é observado por meio da dispersdo de particulas quando expostas a luz, no trabalho
este efeito foi analisado com o raio laser o qual pode ser visto o trajeto da luz devido a
dispersdo de particulas presentes no hidrogel com as nanocapsulas de carvacrol (Figura 10).

Figura 10: Efeito Tyndall visualizado com o hidrogel com 4% de nanocapsulas de carvacrol.

Quanto as andlises das propriedades de termorreversibilidade os hidrogéis de 10%, 20% e
30% da concentracdo de Poloxamer 407 armazenados a 4°C, foram submetidos ao choque
térmico com agua em temperatura inicial de 30°C chegando até 38°C, o que remete a
temperaturas acima da temperatura micelar critica (KABANOV et al., 2002), e
consequentemente torna propicio a formagéo de gel, além de também referir-se a temperatura
do corpo humano que apresenta variagdes de 36° C a 38° C.

O mesmo resultado foi visto nos trabalhos de ESCOBAR- CHAVEZ et al., 2006; CHUNG
et al., 2006 e DUMORTIER et al., 2006. Eles observaram que o Poloxamer 407 a partir de
20% de sua concentragdo apresenta a capacidade de tornar-se gel (Figura 11). Com a

diminuicdo da temperatura o hidrogel volta ao seu estado liquido, conferindo portando a sua
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termorreversibilidade. J& em baixas concentragdes, no caso 10% da concentracdo do
copolimero, o hidrogel permanece no estado liquido mesmo com a temperatura elevada.

Figura 11: Hidrogel com 20% da concentragdo de Poloxamer 407 no estado intumescido.

Tamanho de particula e indice de polidispersdo

O tamanho de particula e polidispersdo sdo uma das caracteriza¢des fisico-quimicas mais
importantes de suspenc¢des coloidais, a priori, 0 tamanho de particula é o didmetro da esfera
que se difunde com a mesma velocidade da particula que serd medida (MANUAL -
ZETASIZER NANO SERIES), este tamanho de particula é obtido através do movimento
browniano, onde de acordo com a velocidade que as particulas se movimentam e colidem
umas nas outras é possivel determinar seu valor, com base nisto, quanto maior a velocidade
das particulas, menor é o seu tamanho, em contrapartida, quanto menor a velocidade, maior é
o tamanho das particulas (SILVA, 2013).

A polidispersdo é a relacdo entre a massa molar numérica media e a massa molar
ponderada (MANUAL- ZETASIZER NANO SERIES), esta pode ser relacionada com o
tamanho de particula, pois, dependendo da variagdo do tamanho haverd uma maior ou menor
polidispersdo, ou seja, quanto mais variado for o tamanho das particulas, maior sera a
polidispersdo, todavia quando estas apresentam tamanhos semelhantes havera menor
polidispersao.

Nas analises do tamanho de particula e polidispersdo de hidrogéis com 10%, 20% e 30%
da concentracdo de Poloxamer 407 foram obtidos os seguintes resultados: as médias do

tamanho de particula e polidispersdo dos hidrogéis com 10% e 30% da concentra¢do do
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Poloxamer 407 foram mais elevadas em comparagdo com o hidrogel formulado com 20% do
copolimero (Tabela 2), evidenciando que possivelmente ocorreu maior variagdo na populagéo
de particulas dentro da formulacdo dos hidrogéis com 10% e 30% do copolimero e
consequentemente houve um aumento no tamanho de particulas, ocasionando portanto na

agregacao das mesmas.

Tabela 2: Valores dos tamanhos de particula, polidispersdo e potencial zeta de hidrogéis com 10%, 20% e 30%

da concentracdo de Poloxamer 407.
Concentracgao do Tamanho (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)

polimero (%)

10 319,1+ 35,34 0,48 + 0,06 -11,73 £ 2,75
20 227,93 + 30,18 0,35+0,03 -13,15 + 4,88
30 326,06 £ 53 0,56+ 0,07 -9,12 +£1,92

Deste modo, vemos que 0s hidrogéis mais viaveis para serem utilizados em conjunto com
as nanocépsulas de carvacrol sdo os que foram formulados com 20% da concentracdo de
Poloxamer 407, pois ao contrério da elevada média do tamanho de particula e polidispersdo
das outras formulagdes, os hidrogéis com 20% de Poloxamer 407 ndo apresentaram agregacao
de particulas e seu valor de polidispersabilidade foi menor, portanto, a analise seguinte foi o
efeito da incorporacdo das nanoparticulas de carvacrol no hidrogel.

Para esta andlise foi realizado a incorporagdo de nanoparticulas na concentracao de 4% em
hidrogéis formulados com 20% de Poloxamer 407, tendo em vista os resultados discutidos
anteriormente. Foi observado que a insercdo das nanocépsulas de carvacrol nos hidrogéis
levou a uma diminuicdo no tamanho de particula (Tabela 3), este resultado estd de acordo
com BOCHI, 2010, o qual citou que pode haver alteraces em bases semissélidas a partir da

adicdo de nanoparticulas.

Tabela 3: Valores dos tamanhos de particula, polidispersdo e potencial zeta dos hidrogéis sem nanocéapsulas de

carvacrol e com nanocapsulas de carvacrol.

Formulacéo Tamanho (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
HB 227,93 + 30,18 0,20 £ 0,005 -13,15 + 4,88
HC4% 195,46 + 1,60 0,28 £ 0,04 -7,71£ 1,55
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Ainda de acordo com o trabalho de BOCHI., 2010 este também obteve em seus resultados
uma diminui¢do do tamanho de particula, neste caso ocorreu apds a adicdo de nanocépsulas
de meloxicam, tendo inicialmente um tamanho de particula de 334nm para 286nm. Outros
pesquisadores também observaram em seus trabalhos a reducdo na média do tamanho de
particula devido a adicdo de nanoparticulas, como FERRONY, 2009 onde de inicio
apresentou 278,8nm e posteriormente 270,33nm, e BOOTZ et al., 2004, onde obteve em sua
analise um tamanho de particula inicial 199nm e depois reduziu por conta da adi¢do para
184nm.

Quanto a polidispersdo foi visto que ocorreu um aumento com a adi¢do das nanocapsulas
de carvacrol ao hidrogel (Tabela 3), entretanto este aumento ndo foi relevante tendo em vista
que as médias de polidispersdo permaneceram em torno de 0,2, ndo tendo portanto grandes
variacdes, 0 que mostra que ndo ocorreu agregacdo, dessa forma, o sistema apresenta boa
homogeneidade e estabilidade. Resultados semelhantes a estes também foram vistos nos
trabalhos de BOCHI, 2010 e NEMEN & LEMOS-SENNA, 2011, onde embora tenha sido

acrescentado as nanocapsulas, os valores do indice de polidispersdo foram proximos.

Potencial Zeta

O potencial zeta também faz parte da anélise de estabilidade de suspensdes coloidais, este,
é conhecido como o potencial presente entre a superficie da particula e do meio dispersante
(MANUAL- ZETASIZER NANO SERIES).

Os valores do potencial zeta proporcionam observacbes minuciosas sobre possiveis
agregacOes além de ter a capacidade de aprimorar a formulacdo de suspensdes, dispersdes e
emulsdes (MALVERN), entretanto esta medida pode ser influenciada pela concentracdo de
componentes da formulacdo, condutividade e pH.

Pdde-se perceber que com a adi¢do de nanocapsulas de carvacrol ao hidrogel houve uma
mudancga no valor do potencial zeta (Tabela 3), tendo uma reducdo das cargas negativas,
entretanto, ainda ha estabilidade no sistema. As cargas negativas sao caracterizadas como um
fator positivo visto que seus valores sdo em grande parte favoraveis para que haja um sistema
estavel, sem agregacao e precipitacdo de particulas em suspensdes poliméricas (FRANCO &
BOCHI, 2013).

Quanto ao potencial zeta dos hidrogeis com 10%, 20% e 30% da concentracdo de
Poloxamer 407, temos que os hidrogéis com 20% do copolimero apresentaram maiores
valores de potencial zeta (Tabela 2), o que leva a ser a melhor formulagdo para adicionar as

nanocapsulas de carvacrol e também ser a formulacdo mais estavel, pois, quanto maior o valor
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das cargas, o sistema apresenta maior probabilidade de ser mais estdvel (FRANCO &
BOCHI, 2013), isto pode ser explicado pelo fato de que quando h&a maiores valores do
potencial zeta significa que as particulas presentes se repelem com mais forca o que
consequentemente evita a agregacdo de particulas (BOCHI, 2010; SCHAFFAZICK &
GUTERRES, 2003), tornando-se portanto, estavel.

Avaliacao da estabilidade do sistema

pH

O potencial hidrogeniénico ¢ uma medida importante para analises de hidrogel uma vez
que alteracGes nos seus valores podem acarretar em mudancas nas propriedades e aparéncia
dos hidrogéis (DELMAR & BIANCO-PELED, 2015), além disso, a analise do pH indica se
estad havendo degradacdo do polimero ou de outro componente do composto da formulagao
através das alteracbes de seu valor em decorrer do tempo, o que torna uma informacéo
relevante pois disponibiliza informac@es sobre o comportamento do produto farmacéutico.

Neste trabalho os valores de pH do hidrogel com 20% de Poloxamer 407 foram analisados
em 7, 29 e 74 dias, onde é notorio que os valores variaram com o decorrer do tempo (Tabela
4), entretanto os valores permaneceram em torno de pH 7, o que é de acordo com os valores

do pH humano.

Tabela 4: Valores de pH em decorrer do tempo do hidrogel com 20% de Poloxamer 407 sem nanocapsulas de

carvacrol.

Dias pH
7 7,3
29 1,2
74 7,6

Viabilidade do Sistema

A viabilidade do sistema para administracdo do mesmo pela via intramuscular foi avaliada.
Utilizando seringas de insulina foi observado que o hidrogel formulado com 20% do
Poloxamer 407 conseguiu passar sem dificuldades pela seringa, sendo portanto um composto

viavel para utilizagéo por essa via de administracéo.
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Avaliacéo Bioldgica
Ensaios de toxicidade frente a Artemia salina Leach

Artemia salina € um microcrustaceo encontrado em ecossistemas marinhos, a qual é
comumente comercializada como alimento para peixes. Este microcrustaceo tem sido
utilizado em bioensaios de laboratorios para determinar a toxicidade por meio da estimativa
da concentragdo letal média (CLsp). Este método vem sendo utilizado em pesquisas, para
avaliar a toxicidade principalmente para produtos de origem vegetal (COSTA et al., 2009),
além disso é considerado como uma das ferramentas mais utilizadas para a avaliacédo
preliminar de toxidade (AMARANTE et al., 2011).

Devido a sua capacidade de formar cistos dormentes, fornecendo deste modo, material
bioldgico que pode ser armazenado durante longo periodo de tempo sem perdas de viabilidade
e sem a necessidade de manterem culturas continuas, além de ser uma espécie de facil
manipulacdo em laboratérios e baixo custo econdmico (SILVA et al., 2015), os testes
realizados com estes animais demonstram boa correlagdo com atividade antitumoral
(ARCANJO et al., 2012), portanto a Artemia salina vem sendo utilizada para testes de
toxicidade.

As analises foram realizadas pelo método estatistico Probit Analysis, através do software
Microsoft Excel 2010. Com base nos valores obtidos das equacdes de regressdo linear
presentes nos graficos de dispersdo (Apéndice — Gréaficos de Dispersdo) foi possivel
determinar a concentracdo letal média (CLsp) para cada teste realizado (Tabela 5) os quais
foram analisados segundo os valores de toxicidade avaliados por MEYER et al., 1982, deste
modo, € notorio que o carvacrol apresentou maior toxicidade (CLso entre 0,1 e 100 pg/mL).
As nanocépsulas de carvacrol e o hidrogel com nanocasulas de carvacrol apresentaram
moderada toxicidade (CLsp entre 100 e 800 pg/mL); enquanto que as nanocapsulas brancas,
hidrogel e hidrogel com nanocéapsulas brancas, baixa toxicidade (CLsp > 1000upg/mL)
(MEYER et al., 1982).

Tendo em vista que o hidrogel apresenta baixa toxicidade, pode-se perceber que com a
adicdo do carvacrol, o qual contém alta toxicidade segundo os resultados obtidos, o valor da
concentracdo letal meédia reduziu, consequentemente, o hidrogel com nanocapsulas de
carvacrol apresentou toxicidade moderada, 0 mesmo fato também pode ser visualizado nas
nanocapsulas brancas, ou seja, nanocapsulas sem carvacrol. Estes dois sistemas analisados
individualmente apresentaram baixa toxicidade, isto ndo se alterou apds a jungdo dos mesmos,
ou seja, nanocapsulas brancas inseridas no hidrogel, a concentracao letal média foi maior que

1000ug/mL (Tabela 5), tendo portanto baixa toxicidade, todavia ao incorporar o carvacrol a
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toxicidade aumenta. Nos testes para o controle, onde havia apenas solucdo salina, ndo houve

mortes.

Tabela 5: Valores da Concentracao Letal Média.

CLsoug/ml
Carvacrol 18,44 + 12,14
Nanocépsulas de Carvacrol 713,11 + 502,22
Nanocapsulas Brancas 1082,53 + 763,31
Hidrogel 5760,54 + 4070,65
Hidrogel com Nanocépsulas de Brancas 3449,26 + 2436,49
Hidrogel com Nanocapsulas de Carvacrol 648,28 + 456,41
Testes em Camundongos
104 _
-e— Hidrogel
8- - Hidrogel + Nanoparticulas
et —— Hidrogel + CVR
(®) 6- —~ Nanoparticulas + CVR
44
2-
0 ) ) ) ) ) L )

Basal 0 1 2 3 4 5 6
Dias

Grafico 1: Resposta fisioldgica dos camundongos de acordo com a intensidade do estimulo e agdo dos sistemas

testados.

De acordo com o Grafico 1 podemos perceber que o hidrogel apresentou pouca
eficiéncia nos camundongos, visto que 0s mesmos nao suportaram intensidade de estimulos

maiores que 3, isto se deve ao fato de que o hidrogel ndo é um farmaco, mas sim um
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carreador, o qual tem a funcdo de melhorar a solubilidade de fa&rmacos pouco solUveis em
agua assim como promover uma liberacdo prolongada (AKASH et al., 2015). No teste com
hidrogel e nanoparticulas de carvacrol (Hidrogel + Nanoparticulas) foi visto que o0s
camundongos suportaram intensidade até o nivel 3, posteriormente com o decorrer dos dias
houve reducdo na intensidade do estimulo, possivelmente a unido destes dois sistemas
ocasionou em uma liberacdo demasiadamente lenta do farmaco a ponto de limitar a acéo
terapéutica.

Quanto ao hidrogel com carvacrol (Hidrogel + CVR), péde-se perceber que os animais
suportaram intensidade de estimulo até o nivel 4, entretanto, com o decorrer dos dias o efeito
do medicamento diminuiu, 0 que consequentemente fez com que os camundongos reagissem
retirando a pata, em intensidade de estimulos menores, isto ocorre devido a estrutura do
hidrogel, embora este seja utilizado em sistemas de liberacdo controlada e sua acdo seja
promissora, este apresenta limitacGes, seu elevado teor de &gua e poros com grandes tamanhos
muitas vezes resulta na liberagdo relativamente rapida do farmaco, ao longo de algumas horas
a alguns dias (HOARE & KOHANE, 2008; LI et al., 2014), portanto presume-se que 0
resultado obtido neste teste, hidrogel com carvacrol, teve sua eficacia reduzida com o passar
dos dias devido a réapida liberacéo do carvacrol ap6s o intumescimento do hidrogel, logo, sera
necessario realizar cinética para confirmar este resultado. Para as nanoparticulas e carvacrol
(Nanoparticulas + CVR) este apresentou maior eficacia, os camundongos conseguiram
suportar intensidade de estimulos maiores que 4, além disso, também pode ser visto que a
reducdo do nivel de intensidade com o decorrer dos dias foi menor em comparagdo com 0s
outros sistemas testados, isto mostra que a liberacdo do farmaco foi lenta, consequentemente,

teve o efeito terapéutico prolongado do farmaco (ALVES, 2011).



43

CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a preparacéo de hidrogéis termossensiveis para aplicacdo in situ
utilizando Poloxamer 407, foi verificada a estabilidade preliminar do sistema e a
incorporacdo de nanoparticulas contendo carvacrol nos hidrogéis vislumbrando

preparar um sistema de liberacéo lenta, gradual e local.

No estudo de formacdo e avaliacdo das propriedades de termorreversibilidade do
hidrogel apenas as formulagbes contendo 20% e 30% do copolimero tiveram as
caracteristicas desejadas. As formulacfes de hidrogéis analisadas permaneceram com
as mesmas caracteristicas que podem ser vistas macroscopicamente (incolor, sem odor
e sem precipitado) até o término do estudo. O estudo de avaliacdo de tamanho de
particula, polidispersdo e potencial zeta demonstraram que hidrogéis com
concentragOes de 20% de Poloxamer 407 mostraram-se mais adequados para continuar

0S ensaios e incorporar as nanocapsulas contendo carvacrol.

Apo6s a incorporacdo de nanocépsulas contendo carvacrol nos hidrogés ndo foram
observadas mudancas significativas com relacdo ao didmetro das particulas, as
mesmas permaneceram com tamanho nanométrico. Porém, foi observada uma
alteracdo no potencial zeta, o que se justifica mediante o polimero utilizado na
preparacdo das nanocapsulas modificar esse potencial, demonstrando que 0 mesmo
encontra-se incorporado no sistema. Diante do exposto, € notdério que a incorporacao
de nanoparticulas no sistema pode ser realizada sem modificacdo nas propriedades de

formacdo dos hidrogéis.

As analises de toxicicidade frente Artemia salina demonstrou que hidrogéis com
nanocapsulas de carvacrol apresentam toxicidade moderada. Quanto aos testes em
camundongos foi visto que o hidrogel com nanocépsulas de carvacrol ndo apresentou

a acdo terapéutica esperada. Ainda serdo realizados novos testes em camundongos.
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Esse sistema de liberacdo in situ, especificamente, os hidrogéis termossensiveis
provou ser vidvel e exequivel, podendo ser utilizados como carreadores contendo

carvacrol encapsulado em nanoparticulas biodegradaveis.
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Grafico 1: Grafico de dispersédo — Carvacrol.
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Grafico 2: Grafico de dispersdo — Nanocapsulas de Carvacrol.
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Grafico 5: Gréfico de dispersdo — Hidrogel com Nanocapsulas Brancas.

45

3,5

2,5

Probit

15

0,5

-0,5
-1

Grafico de Dispersao - Hidrogel com
Nanocapsulas de Carvacrol

—%

e

—

- /
1 . - i i - - : 4 1 |
ne : 1 15 ) 25 3
8.5 1 15 2,5

n

Log. Conc. ¥y =2,6105x-2,3401
R?=0,8092

Gréfico 6: Gréfico de dispersdo — Hidrogel com Nanocapsulas de Carvacrol.



