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RESUMO

A mastite bovina representa um desafio significativo para a pecuaria leiteira, causando
prejuizos substanciais & produgdo. Nesse contexto, torna-se imprescindivel a busca por novas
estratégias terapéuticas que aliem eficacia antimicrobiana a seguranca biologica. A espécie
Origanum vulgare L. (orégano) tem sido amplamente investigada devido ao seu potencial
antimicrobiano, atribuido a presenca de monoterpenoides, como timol e carvacrol. Entretanto,
limitacdes relacionadas as suas propriedades fisico-quimicas tém despertado o interesse da
industria farmacéutica no desenvolvimento de sistemas que possam otimizar sua aplicacao.
Nesse sentido, os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) apresentam-se como sistemas
nanotecnoldgicos inovadores e promissores para o tratamento de diversas patologias, incluindo
a mastite bovina. O objetivo deste trabalho foi desenvolver, otimizar e caracterizar
nanossistemas funcionalizados do tipo CLNs contendo 6leo essencial de orégano (OEQ) para
aplicagdo antioxidante e antimicrobiana visando o tratamento de mastite do gado leiteiro. O
o0leo essencial de orégano foi caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM), evidenciando o carvacrol (70,1%) como composto majoritario. Os CLNs
foram produzidos pela técnica de emulsificacdo a quente seguida de sonicacéo, utilizando cera
de abelha como lipidio sélido e Span® 60 e Tween® 80 como os surfactantes lipofilico e
hidrofilico, respectivamente, em amplitude de 80% durante 30 segundos. A formulacao inicial
apresentou estabilidade macroscépica, com tamanho de particula de 211,3 £ 1,9 nm; indice de
polidispersdo (Pdl) 0,22 £+ 0,01 e potencial Zeta (PZ) -37,5 £ 1,1 mV. Para otimizar o sistema,
foi realizado um planejamento fatorial do tipo Box-benhken, gerando 15 formulagdes com trés
repeticdes no ponto central. As formulagdes otimizadas compostas por cera de abelha (1%),
OEO (1%), Span® 60 (2%) e Tween® 80 (3%) apresentaram tamanho de particula de 138,1 +
3,2nm; Pdl de 0,15 £ 0,01 e PZ de -25,7 £ 1,0 mV. Os carreadores foram funcionalizados com
polietilenoglicol (PEG) (0,2%), colesterol (0,2%) e Pluronic® F-68 (0,5%) resultando em
particulas com tamanhos de 94,7 £ 1,9; 114,2 + 0,7 ¢ 69,3 £ 1,2 nm, Pdl de 0,24 £ 0,01; 0,25 +
0,02 e 0,26 £ 0,01 e PZ de 43+ 0,2; -28,2 = 0,7 e -28,4 £ 2,0 mV, respectivamente. A
estabilidade fisico-quimica das formulacGes foi monitorada por 60 dias nas temperaturas 4, 25
e 37 °C, indicando estabilidade no decorrer do tempo, exceto para a formulacéo funcionalizada
com PEG a 37 °C. Os CLNs foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raio-X (DRX), anélise termogravimétrica (TGA)
e calorimetria diferencial exploratéria (DSC), sugerindo dispersdo do 6leo essencial na matriz
lipidica da cera de abelha. A eficiéncia de encapsulacdo para todas as formulagdes foi acima
de 97%, com destaque para oCLN-Col (99,9%). A atividade antioxidante foi avaliada pelos
métodos ABTS, DPPH e FRAP, indicando um perfil antioxidante significativo para todas as
formulagGes, sendo mais proeminente nos CLNs otimizados (0CLN). As formulagcGes foram
submetidas a testes antimicrobianos, incluindo determinagdo da concentragéo inibitdria minima
(CIM) e curva de morte celular. Todas as formulagbes demonstram atividade antimicrobiana
contra diferentes cepas de bactérias patogénicas associadas a mastite bovina, com destaque para
0oCLN, que apresentou CIM de 1,92 mg/mL e reducdo logaritmica superior a 3 log na curva de
morte (TO: 8,28 + 0,16 para T4: 5,66 + 0,07 UFC/mL). Portanto, os sistemas desenvolvidos
apresentaram dimensdes nanométricas e funcionalidade adequada, evidenciando a viabilidade
da formulacdo otimizada na aplicacdo terapéutica. Dessa forma, os CLNs contendo OEO
configuram-se como uma abordagem promissora no tratamento da mastite bovina,
demonstrando potencial significativo para aplicacdes futuras na medicina veterinaria.

Palavras-Chave: Nanobiotecnologia; Produtos Naturais; Lipidios; Doenca Inflamatoria
Intramamaria. Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Bovine mastitis represents a significant challenge for dairy farming, causing substantial losses
to production. In this context, the search for new therapeutic strategies that combine
antimicrobial efficacy with biological safety becomes essential. The species Origanum vulgare
L. (oregano) has been widely investigated due to its antimicrobial potential, attributed to the
presence of monoterpenoids, such as thymol and carvacrol. However, limitations related to its
physicochemical properties have aroused the interest of the pharmaceutical industry in the
development of systems that can optimize its application. In this sense, nanostructured lipid
carriers (NLCs) present themselves as innovative and promising nanotechnological systems for
the treatment of several pathologies, including bovine mastitis. The aim of this study was to
develop, optimize and characterize functionalized nanosystems of the NLC type containing
oregano essential oil (OEO) for antioxidant and antimicrobial application in the treatment of
mastitis in dairy cattle. The oregano essential oil was characterized by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS), evidencing carvacrol (70.1%) as the major compound.
The NLCs were produced by the hot emulsification technique followed by sonication, using
beeswax as the solid lipid and Span® 60 and Tween® 80 as the lipophilic and hydrophilic
surfactants, respectively, at an amplitude of 80% for 30 seconds. The initial formulation showed
macroscopic stability, with a particle size of 211.3 + 1.9 nm; polydispersity index (Pdl) 0.22 +
0.01 and Zeta potential (PZ) -37.5 = 1.1 mV. To optimize the system, a Box-Benhken factorial
design was performed, generating 15 formulations with three replicates at the central point. The
optimized formulations composed of beeswax (1%), OEO (1%), Span® 60 (2%) and Tween®
80 (3%) presented a particle size of 138.1 £+ 3.2 nm; Pdl of 0.15 + 0.01 and PZ of -25.7 £ 1.0
mV. The carriers were functionalized with polyethylene glycol (PEG) (0.2%), cholesterol
(0.2%) and Pluronic® F-68 (0.5%) resulting in particles with sizes of 94.7 + 1.9; 114.2 + 0.7
and 69.3 £ 1.2 nm, Pdl of 0.24 + 0.01; 0.25 + 0.02 and 0.26 + 0.01 and PZ of -4.3 £ 0.2; -28.2
+ 0.7 and -28.4 = 2.0 mV, respectively. The physicochemical stability of the formulations was
monitored for 60 days at temperatures of 4, 25 and 37 °C, indicating stability over time, except
for the PEG-functionalized formulation at 37 °C. The NLCs were characterized by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), thermogravimetric analysis
(TGA) and differential scanning calorimetry (DSC), suggesting dispersion of the essential oil
in the beeswax lipid matrix. The encapsulation efficiency for all formulations was above 97%,
with emphasis on oNLC-Col (99.9%). The antioxidant activity was evaluated by the ABTS,
DPPH and FRAP methods, indicating a significant antioxidant profile for all formulations,
being more prominent in the optimized NLCs (oNLC). The formulations were subjected to
antimicrobial tests, including determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)
and cell death curve. All formulations demonstrated antimicrobial activity against different
strains of pathogenic bacteria associated with bovine mastitis, with emphasis on oNLC, which
presented a MIC of 1.92 mg/mL and a logarithmic reduction greater than 3 log in the death
curve (T0:8.28+0.16to T4: 5.66 £ 0.07 CFU/mL). Therefore, the developed systems presented
nanometric dimensions and adequate functionality, evidencing the viability of the optimized
formulation in therapeutic application. Thus, NLCs containing OEO appear to be a promising
approach in the treatment of bovine mastitis, demonstrating significant potential for future
applications in veterinary medicine.

Keywords: Nanobiotechnology; Natural Products; Lipids; Intramammary Inflammatory
Disease. Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

A mastite bovina é uma doenca inflamatdria que acomete os quartos do Ubere da
glandula mamaria de vacas leiteiras, causando perdas significativas tanto para a industria de
laticinios quanto para pequenos e medios produtores (Goulart; Mellata, 2022; Neculai-Valeanu;
Ariton, 2022). Seu impacto reflete na reducdo da producgéo e no aumento das taxas de abate do
rebanho leiteiro (Morales-Ubaldo et al., 2023). A enfermidade pode ter origens fisioldgicas,
traumaticas, alérgicas, metabdlicas ou infecciosas, frequentemente associada a presenca de
bactérias patogénicas no canal do teto do animal, sendo Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Streptococcus agalactiae os microrganismos mais detectados na mastite contagiosa
(Goulart; Mellata, 2022; Haxhiaj; Wishart; Ametaj, 2022; Wang et al., 2024).

Diante da proliferacao excessiva dos microrganismos patogénicos no canal do teto do
animal, o tratamento tradicional com antibi6ticos se destacou no ambito populacional visando
garantir uma terapia segura e eficaz nos animais acometidos pela doenca (Khalifa et al., 2024;
Rinky et al., 2025). De acordo com a Organizacao das NacGes Unidas (ONU), o uso excessivo
e indevido desses medicamentos representa uma ameaca a salde global, pois desencadeia
quadros de resisténcia antimicrobiana (RAM), resultando no aumento da prevaléncia de cepas
resistentes e na elevacdo dos residuos excretados no meio ambiente (Wisniewski et al., 2024.).
Esse fato acomete uma nova problematica, a propagacdo dos microrganismos no solo e na agua
contaminada, perpetuando a vulnerabilidade social ao risco de infec¢Bes (Endale; Mathewos;
Abdeta, 2023).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de estratégias para a administracdo de farmacos
tem se concentrado na preservacdo das caracteristicas bioldgicas das moléculas ativas, com o
objetivo de assegurar a eficacia terapéutica, além de reduzir a dose necessaria € minimizar a
toxicidade no sitio de acdo (Chaachouay; Zidane, 2024). Nesse contexto, a pesquisa voltada
para o0 uso de produtos naturais em aplicacdes terapéuticas tem recebido atengdo na comunidade
cientifica, especialmente devido a presenca de compostos fitoquimicos com propriedades
bioldgicas relevantes (Najmi et al., 2022). Entre esses compostos, 0s 6leos essenciais destacam-
se por suas diversas atividades farmacologicas e pela ampla disponibilidade, resultante da
grande diversidade de espécies vegetais das quais podem ser extraidos (Bunse et al., 2022; De
Sa Filho et al., 2022).

Nesse contexto, a necessidade do uso de fitocomplexos com agéo antimicrobiana no
tratamento de mastite bovina, se faz necessaria e oportuna. Tem sido mostrado na literatura que

0s Oleos essenciais se destacam devido a suas propriedades e ampla disponibilidade. O 6leo
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essencial de orégano (OEO) (Origanum vulgare L.) é considerado uma alternativa segura e
promissora com efetivo potencial antioxidante e antibacteriano, que se da devido a presenca de
terpendides e compostos fendlicos, como timol e carvacrol (Saffarian et al., 2024; Walasek-
Janusz et al., 2024).

N&o por acaso, se tem relatado os efeitos do 6leo esssencial como produto natural com
eficcia terapéutica contra patdgenos, incluindo Staphylococcus aureus e Escherichia coli
(Ersanli et al., 2023; Scandorieiro et al., 2023). No entanto, apesar de suas reconhecidas
propriedades biologicas, os OEOs séo altamente sensiveis a variacfes ambientais, 0 que
representa um desafio significativo para a sua manipulagdo. Fatores como alta volatilidade,
baixa solubilidade em meios aquosos e propensdo a oxidacdo limitam sua estabilidade e
aplicabilidade terapéutica (Fan et al., 2024).

Diante desse contexto, a nanotecnologia desponta como uma estratégia promissora
para o encapsulamento e a liberacdo controlada de bioativos, otimizando sua estabilidade e
biodisponibilidade. Essa abordagem tem se mostrado particularmente eficaz na protecédo e
administracdo de OEs, preservando suas propriedades terapéuticas e ampliando suas aplicacdes
(Brandelli; Lopes & Pinilla, 2023).

Dentre os sistemas nanotecnoldgicos, os carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLNs) destacam-se por serem compostos por uma matriz lipidica hibrida, contendo fracGes
solidas e liquidas, estabilizadas por surfactantes. Essa estrutura é vantajosa para o
encapsulamento de ativos hidrofébicos, como os OEs (Rodrigues da Silva et al., 2021).

A composicdo lipidica dos CLNs desempenha um papel crucial na manutencdo da
estabilidade do carreador, prevenindo a cristalizacéo lipidica e evitando a expulsdo do farmaco
encapsulado (Syed Azhar et al., 2022). Além disso, suas propriedades fisico-quimicas
favorecem a permeacdo através de barreiras bioldgicas, melhorando a biodisponibilidade do
ativo e aumentando sua solubilidade, contribuindo para a reducdo de efeitos adversos
(Nasirizadeh; Malaekeh-Nikouei, 2020). Portanto, os sistemas nanotecnoldgicos representam
uma alternativa inovadora para o encapsulamento de derivados vegetais naturais ou sintéticos.
Ao otimizar a farmacocinética e farmacodinamica, esses sistemas aumentam a eficacia
terapéutica, reduzindo a toxicidade e a degradacdo de compostos volateis. Dessa forma, tornam-
se uma estratégia promissora para o tratamento de diversas doencas, como a mastite bovina
(Cimino et al., 2021).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUTOS LACTEOS

Em 2023, o mercado global de laticinios movimentou US$ 331,80 bilhdes, registrando
um crescimento anual de 6% (Rinky et al., 2025). No Brasil, de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a indUstria de produtos lacteos e seus derivados
teve um impacto expressivo na economia, alcangando uma produgdo industrial de
aproximadamente R$ 80,27 bilhdes e um volume total de 35,4 bilhdes de litros de leite. Minas
Gerais se destacou como o maior produtor de leite do pais. Sendo assim, os lacticinios compdem
um dos cinco produtos mais relevantes da agropecuéria brasileira, com um crescimento
acelerado na regido Nordeste e um papel fundamental na seguranca alimentar da populagéo
(\Valério et al., 2024).

Diante do exposto, o leite animal, produto consumido em nivel elevado por criancas e
idosos, é considerado um fator de transmissdo de patdgenos, devendo apresentar parametros
adequados de higiene no manejo e em equipamentos de producdo ou manutencdo da ordenha,
visto que, uma vez em condi¢des inadequadas, podem desempenhar a contaminacdo no
consumo humano (Formaggioni; Franceschi, 2024; Schafers et al., 2025). Diante desse cenario,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil estabelece normas e padrdes
para a seguranca alimentar da populacdo, incluindo a pasteurizagdo do leite, objetivando
garantir a saude publica e a qualidade do produto.

A pasteurizacdo foi desenvolvida pela primeira vez pelo quimico francés Louis Pasteur
em 1862 na producéo de vinho (Schafers et al., 2025). E um método que envolve aplicagio de
calor com o objetivo de inativar a proliferagcdo de microrganismos patogénicos e, em
consequéncia disso, prolongar a durabilidade do produto (Safwa et al., 2024). Resumidamente,
0 processo consiste no aquecimento do alimento durante uma temperatura e tempo pré-
definidos, seguido do seu rapido resfriamento. Baseado nisso, ele pode ser dividido em trés
categorias de pasteurizacdo: lenta (LTLT), rapida (HTST) e muito rapida (UHT) (Chiozzi;
Agriopoulou; Varzakas, 2022).

Entretanto, embora a pasteurizagdo seja um procedimento regulamentado para a
producdo de leite, seu uso em muitas fazendas leiteiras tende a ser infimo, especialmente entre
pequenos e medios produtores. Nesse contexto, a propagagdo e contaminagao por patdgenos
transmitidos por alimentos representam uma preocupacdo significativa para a seguranca

alimentar e a satde da populacéo (Gazzola et al., 2025). A literatura destaca a mastite bovina
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como um dos maiores desafios enfrentados por fazendas leiteiras, resultando na reducéo da
producdo de leite, no aumento dos custos com tratamento devido ao uso de antibioticos e, em

casos mais graves, no abate de animais afetados pela doenca (Debruyn et al., 2025).

2.2 MASTITE BOVINA

A mastite bovina é uma doenca infecciosa e inflamatoria que afeta o tecido mamario
do ubere, sendo causada principalmente pela proliferacdo de microrganismos patogénicos no
interior da glandula mamaria (Stanek; Zotkiewski; Janu$, 2024). Sua alta incidéncia esta
correlacionada ao aumento da producgéo de leite, com uma estimativa de acometimento da
doenca entre 15 e 20% das vacas leiteiras por ano (Debruyn et al., 2025). Em suma, trata-se de
uma patogenia multifatorial desencadeada por uma combinacdo de fatores intrinsecos e
extrinsecos, como o animal, 0 ambiente e os agentes patogénicos (Campos et al., 2022; Da Silva
Bomfim et al., 2023).

Caracterizada por causar danos em vacas leiteiras, a mastite esta diretamente associada
ador e ao comprometimento do bem-estar desses animais, 0s quais apresentam quadros clinicos
tipicos de processos inflamatorios, com sintomas como dor, vermelhiddo, calor e inchaco
(Hagner et al., 2024). Em alguns casos, podem também existir sinais de anorexia e febre (Jyothi
et al., 2022). Além disso, leva ao aumento da contagem de células somaticas (CSCs) e a
alteracdes fisico-quimicas na qualidade do leite, evidenciadas pela descoloracdo e pelo
aparecimento e formacdo de coagulos (Kaczorowski et al., 2022; Wang et al., 2024).

A infeccdo da glandula maméria é uma condicéo infecciosa grave classificada como
subclinica, quando os sintomas sdo detectaveis apenas no leite, ou clinica, manifestando-se no
inicio da lactacdo com anormalidades visiveis na vaca. A forma clinica pode ser peraguda,
aguda, subaguda ou crénica (Hagner et al., 2024). Esse ultimo caso pode resultar da falta de
tratamento adequado, o que pode levar a impactos negativos, como indices elevados de
mortalidade ou infertilidade no rebanho, causando prejuizos ao setor agropecuério (Cheng;
Han, 2020; Morales-Ubaldo et al., 2023). Durante a progressdo da doencga pode ocorrer uma
reducdo da atividade antioxidante no organismo do hospedeiro, resultando em estresse oxidativo
nas células epiteliais mamarias (MECs) (Khan et al., 2024).

A literatura afirma que uma de suas formas de contdgio pode ser provocada por
microrganismos, sendo transmitida diretamente entre os animais ou ser adquirida a partir do
ambiente (Lucheis et al., 2024). Staphylococcus spp. e Streptococcus agalactiae sao

amplamente reconhecidos como agentes de infec¢des contagiosas, enquanto outras espécies de
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Streptococcus e Escherichia estdo mais associados a infeccbes ambientais (Debruyn et al.,
2025). Em contraste, a gravidade da enfermidade varia conforme fatores como a composi¢ao
genética do hospedeiro, a resposta imune, 0s mecanismos de viruléncia e a diversidade genética
das bactérias, destacando a importancia de aprofundar o conhecimento sobre os agentes
responsaveis por essa patologia (Lucheis et al., 2024).

A Figura 1 mostra a classificagdo, as principais causas e 0S microrganismos

patogénicos atrelados ao desenvolvimento de mastite bovina em rebanhos leiteiros.

Figura 1. Principais causas de acometimento da mastite bovina em vacas leiteiras

Mastite Bovina

(1) Mastite Clinica
Reagdes inframatérias (vermelhiddo, inchago, calor,
dor, disfungdo) no ubere de vacas leiteiras, leite
anormal, reagdes sistémicas graves

(2) Mastite Subclinica

Sem alteragbes significativas no Ubere e leite,
somente levantando CSCs e diminui¢do da produgao
de leite

(1) Patégeno ambiental (Mastite ambiental)
E. coli

(2) Patégeno infeccioso (Mastite infecciosa)
S. aureus, S. agalactiae

Causas da mastite bovina
(1) Trauma fisico
(2) Infeccao com microrganismos patogénicos*

Microrganismos patogénicos
(1) Patégeno ambiental
(2) Patogeno infeccioso

Fonte: Adaptado de Li et al. (2023). Legenda: A representacdo numérica indica as principais causas de mastite
em vacas.

Staphylococcus aureus, uma bactéria Gram-positiva, € o principal agente patogénico
associado a infeccOes bacterianas transmitidas por alimentos, destacando-se por sua
disseminacdo no leite e seus derivados (Aguiar et al.,, 2024; He et al., 2025). Esse
microrganismo produz diversos fatores de viruléncia, incluindo enterotoxinas, enzimas e
proteinas de superficie, permitindo sua persisténcia no tecido mamario por longos periodos e
sua ampla excre¢do do leite (Tong et al., 2025). Ademais, a contaminacdo por S. aureus
representa outro fator preocupante, a resisténcia antimicrobiana (RAM), principalmente em
casos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (Aguiar et al., 2024).

Por outro lado, Escherichia coli, um patégeno Gram-negativo comumente envolvido

em quadros clinicos de mastite bovina, sintetiza lipopolissacarideos (LPS), transportadores de
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ferro e proteinas de membrana externa para aumentar sua viruléncia (Tong et al., 2025). Os
patdgenos coliformes podem se proliferar na glandula maméria sem a necessidade de aderéncia
ao epitélio, possivelmente devido a sua capacidade de metabolizar a lactose, o principal
carboidrato do leite. Além disso, a baixa concentracdo de oxigénio nesse ambiente favorece a
colonizacdo e o crescimento desses microrganismos (Egyedy; Ametaj, 2022). Em suma, este
agente patogénico pode estar presente no leite cru e em produtos lacteos, representando um
risco significativo a salde publica ao causar doencas graves, como sindrome hemolitico-
urémica, colite hemorragica e diarreia sanguinolenta (Elbastawesy et al., 2025).

Para garantir a salide e a produtividade dos rebanhos leiteiros, é fundamental
identificar e tratar precocemente a causa da enfermidade. Medidas preventivas, como boas
praticas de manejo, monitoramento regular, ordenha adequada, higiene rigorosa e inspecdes
frequentes do Ubere, auxiliam na reducdo desses problemas sanitarios (Ashraf; Imran, 2018;
Panchal et al., 2024). Como a forma subclinica ndo apresenta sinais visiveis, sua detec¢do
inicial ocorre por meio da contagem de células somaticas, que avalia a quantidade de glébulos
brancos no leite (Ferronatto et al., 2018). Essa contagem pode ser realizada por microscopia
direta ou por testes indiretos, como o California Mastitis Test e o Surf Field Mastitis Test, 0s
quais fornecem apenas uma indicagdo qualitativa de altas ou baixas contagens celulares
(Ashraf; Imran, 2020).

A cultura bacteriana tem sido tradicionalmente o método de referéncia para o
diagnostico da mastite infecciosa. No entanto, avancos em técnicas moleculares, que combinam
métodos de fenotipagem e genotipagem, proporcionam uma identificacdo mais rapida e precisa
dos patdgenos, inclusive em niveis de espécies e subespécies (El-Sayed et al., 2017; El-Sayed:;
Kamel, 2021). A maior sensibilidade e especificidade da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
e da espectrometria de massa por tempo de voo com dessorcao/ionizacao a laser assistida por
matriz (MALDI-TOF MS) as consolidaram como padrBes emergentes, permitindo ndo apenas
a identificacdo do genotipo envolvido, mas também a deteccdo de genes de resisténcia a
antibioticos (Barreiro et al., 2017; El-Sayed et al., 2017; El-Sayed; Kamel, 2021).

2.3 PATOGENIA

A mastite bovina é uma enfermidade infecciosa caracterizada por uma intensa resposta
inflamatdria. Durante o processo infeccioso, 0s patdégenos penetram no Ubere atraves do canal
do teto, interagindo com células epiteliais e imunoldgicas, como os mondcitos (Hasankhani et
al., 2023). De acordo com Xu et al. (2024), essas bactérias possuem mecanismos de adeséo e
infeccdo das células epiteliais da glandula mamaria, promovendo a formacéo de biofilmes. Os
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biofilmes consistem em complexos estruturais de polissacarideos e proteinas, nos quais
bactérias aderem a superficies vivas ou inertes, envolvidas por uma matriz de polimeros
extracelulares (EPS) secretados pelos proprios microrganismos. Esse processo facilita a
colonizag&o da glandula mamaria pelo patégeno, favorecendo sua multiplicacéo e a persisténcia
de infeccBes intramamarias recorrentes.

Em geral, esse mecanismo envolve o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs) por meio de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS)
presentes na superficie celular (Xu et al., 2024). A ativacdo excessiva desses receptores leva a
secrecdo de citocinas pré-inflamatérias, como interleucinas (ILs), fatores de necrose tumoral
(TNFs) e quimiocinas, desencadeando uma resposta inflamatéria exacerbada no local da
infeccdo. Para um controle mais eficaz da patologia, células do sistema imune, como neutréfilos
e monacitos, sdo recrutadas para o foco inflamatério, atuando no combate e na contencdo do
processo infeccioso (Hasankhani et al., 2023).

Nesse contexto, como destacado por Bi et al. (2020), os receptores Toll-like tipo 2 e 4
(TLR2 e TLR4) desempenham um papel crucial na resposta imune contra espécies de
Staphylococcus. O TRL2 é essencial para induzir fagocitose e autofagia em macréfagos,
enquanto TRL4 esta envolvido na mediacdo da inflamacdo peritoneal e da fibrose em resposta
a niveis elevados de glicose. Além disso, a ativacao desses receptores desencadeia uma cascata
de sinalizacdo que leva a ativacao do fator nuclear kappa B (NF-«xB) e da proteina ativadora 1
(AP-1), sendo o primeiro um regulador central da inflamag&o. Esse mecanismo resulta no
recrutamento intensificado de células imunes e na secrecéo de citocinas e quimiocinas no local
da infeccdo, promovendo a resposta inflamatéria.

Por outro lado, no caso da E. coli, sua patogenicidade esta associada a diversos fatores
de viruléncia, como toxinas, hemolisinas, adesinas e lipopolissacarideos, conforme mencionado
anteriormente. Ademais, estudos indicam que a incidéncia dessas infeccGes € maior durante a
involucdo, fase de repouso da glandula mamaria, e no periodo de periparto, sendo influenciada
por fatores intrinsecos ao préoprio hospedeiro (Bhattarai et al., 2018). De acordo com Bhattarai
et al. (2018), os lipopolissacarideos da parede celular bacteriana sdo reconhecidos pelos
receptores da célula hospedeira, desencadeando o processo de patogénese da mastite. Esse
reconhecimento ativa a producgédo de citocinas, que, por sua vez, estimulam a quimiotaxia de
neutréfilos polimorfonucleares (PMN) para a regido da glandula mamaria, na tentativa de
conter a infecgéo.

Corroborando com as informacGes anteriores, um estudo conduzido por Fu et al.
(2013) analisou diferencas especificas na resposta imune entre infec¢bes causadas por
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. No primeiro caso, ha inativacdo pelo calor em
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células epiletiais mamarias bovinas, resultando em uma regulacdo positiva da expressao de
MRNA dos receptores TLR2 e TLR4, acompanhada por uma superexpressao de TNF-alfa, IL-
1, IL-6 e IL-8. J& em infeccbes por S. aureus, apenas 0 mRNA de TLR2 foi regulado
positivamente, com um aumento significativo de citocinas na presenca da bactéria inativada
pelo calor. Por outro lado, observou-se que E. coli foi capaz de induzir a ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB), efeito que S. aureus ndo conseguiu replicar. Finalmente, outro estudo
de expressao de citocina in vitro apontou que E. coli promove maior atividade de IL-1b, IL-8 e
TNF-alfa em comparacdo a S. aureus (Bhattarai et al., 2018).

Dessa forma, a atenuacdo do processo inflamatério e do dano oxidativo em bovinos
leiteiros tornou-se uma prioridade na busca por estratégias terapéuticas eficazes (Lin et al.,
2025). Nesse contexto, o uso de antibioticos desempenha um papel fundamental no controle da
mastite bacteriana, ajudando a eliminar os patdgenos responsaveis pela infeccao e reduzindo a
severidade da inflamagdo (Li et al., 2023). No entanto, a escolha do antibi6tico adequado deve
levar em consideracdo a suscetibilidade do agente infeccioso, a farmacocinética da substancia

e seu tempo de depuracéo, a fim de evitar residuos no leito e no ambiente (Wang et al., 2024).

2.4 ANTIBIOTICOTERAPIA

O uso de extensivo de antibidticos para garantir uma terapia segura e eficaz nos
animais acometidos pela doenca resulta no acimulo de residuos e metabdlitos nos tecidos e
Orgdos, que posteriormente sao excretados no leite (Khalifa et al., 2024; Rinky et al., 2025).
Nos dias atuais, os antibiéticos convencionais ainda sdo considerados a melhor op¢do de
tratamento para a doenca intramamaria que acomete os rebanhos leiteiros, sejam bovinos,
caprinos ou ovinos (Lipkens; Piepers; De Vliegher, 2023).

A administracdo medicamentosa geralmente requer uma inje¢do intramamaria no
Ubere do animal, através do canal do teto, sendo frequentemente acompanhada pela aplicacéo
de um selante (Cheng; Han., 2020). Este ultimo atua como uma barreira fisica contra a invasédo
bacteriana, reforcando o mecanismo de defesa natural proporcionado pelo tampéo de queratina
(Oney; Karadag; Kaya, 2023). Entretanto, a presenca de residuos de antibiéticos em niveis
superiores aos limites maximos residuais (LMR) estabelecidos para alimentos de origem animal
pode acarretar riscos significativos a satde publica (Arsene et al., 2022).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) tem sido amplamente associada a efeitos
adversos, incluindo reacdes de hipersensibilidade, distarbios gastrointestinais e até mesmo o
desenvolvimento de neoplasias (Khalifa et al., 2024; Mukasafari et al., 2025). Aliado a isso, a

exposicdo prolongada pode desencadear quadros clinicos severos, como efeito teratogénico,
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leucocitose, toxicidade da medula 6ssea, disbiose intestinal e nefropatias (Ricky et al., 2025).

Adicionalmente, uma parcela significativa dos antibioticos administrados é
metabolizada e subsequentemente excretada, resultando na liberacao de residuos farmacéuticos
no meio ambiente (Barathe et al., 2024). Esse processo contribui para a contaminacao do solo
e da &gua, promovendo a emergéncia de cepas bacterianas resistentes (Khalifa et al., 2024).
Esse fendbmeno ocorre devido a capacidade dos residuos de antibioticos de sofrerem
regeneracdo quimica, o que pode levar a reativacdo parcial ou total do farmaco e a sua
persisténcia ambiental (Rinky et al., 2025). Por exemplo, determinados antibidticos, como
tetraciclinas, sultometazina e eritromicina, apresentam alta estabilidade no ambiente, os quais
apresentam efeitos negativos relacionados as neoplasias (Treiber; Beranek-Knauer, 2021).

Em um estudo conduzido na regido da Bosnia e Herzegovina, por exemplo, maior
resisténcia antimicrobiana em cepas de Staphylococcus, Streptococcus e Escherichia foi
observada contra benzilpenicilina (56,3%) e oxitetraciclina (46,2%) (Burovi¢, 2020). Dado que
S. aureus € o principal agente causador da doenca, outro estudo realizado na China com esta
espécie concluiu que das amostras positivas para mastite, 92% eram resistentes a pelo menos
dois antibidticos, com destaque para a penicilina G. Portanto, a terapia com
sulfametoxazol/trimetoprima foi considerada a mais eficaz (Zhang et al., 2022).

Diante da toxicidade e dos impactos ambientais e sanitarios decorrentes do uso
excessivo de antibidticos, diversas agéncias reguladoras internacionais, como a Administracdo
de Alimentos e Medicamentos (FDA), Organizacdo das Nacgdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e a Unido Europeia (UE), estabeleceram diretrizes rigorosas, incluindo
limites maximos de residuos e periodos de caréncia especificos para cada antibiético (Arsene
et al., 2022; Pratiwi et al., 2023). No Brasil, a ANVISA determina a ado¢do de medidas
sanitarias rigorosas para o controle da presenca de residuos em produtos de origem animal,
garantindo a seguranca alimentar e a qualidade dos derivados lacteos destinados ao consumo
humano (Rinky et al., 2025). Somado a isso, ainda € necessario que novos métodos de
tratamento sejam desenvolvidos para superar o problema da resisténcia bacteriana e garantir

um produto final de qualidade para os consumidores.

2.5 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais vém desempenhando um papel de destaque na pesquisa devido a
rica variedade de moléculas bioativas que oferecem diferentes atividades biologicas e
contribuem para a descoberta de varios medicamentos (Atanasov et al., 2021; Duarte; Luis;

Gallardo, 2022). Essas moléculas sdo derivadas de microrganismos, fungos, animais e plantas,
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sendo o reino vegetal particularmente relevante por sua vasta diversidade e propriedades
medicinais bem documentadas (Ekiert; Szopa, 2020). Entre as atividades terapéuticas
frequentemente relatadas, destacam-se as propriedades anticancerigenas (Rojas-Armas et al.,
2020; Subhawa; Chewonarin; Banjerdpongchai, 2020), imunomoduladoras (llina et al., 2020),
anti-inflamatorias (Pudziuvelyté et al., 2020), antioxidantes e propriedades antibacterianas
(Elmi et al., 2020; Khan et al., 2023).

Com o aumento da prevaléncia de bactérias resistentes a antibidticos, a busca por
novas alternativas antimicrobianas, como os produtos naturais, tem ganhado destaque. Esse
problema atual tem sido amplamente estudado na busca por moléculas com potencial
fitoquimica e farmacoldgico (Lopes et al., 2020; Khan et al., 2023). Compostos como
flavonoides e bioativos fendlicos apresentam atividade antimicrobiana, que esta diretamente
associada a sua distribuicao nas plantas (Roy et al., 2022; Lobiuc et al., 2023).

Nesse contexto, as plantas produzem metabdlitos primarios que sdo essenciais para
sua sobrevivéncia e metabolitos secundarios, como 6leos essenciais, desempenhando um papel
fundamental na defesa vegetal. Essas moléculas de baixo peso molecular possuem atividade
antibacteriana, antiviral, antifungica e inseticida, além de tornar as plantas menos atraentes para
serem consumidas por herbivoros. Isso pode ser justificado devido ao sabor desagradavel, odor
forte ou a presenga de compostos que causam efeitos adversos aos animais (Tian et al., 2018;
Caneschi et al., 2023).

Os oOleos essenciais sdo liquidos oleosos formados por misturas complexas de
compostos quimicos, volateis ou nao (Saffarian et al., 2024). Sdo compostos principalmente de
terpendides e acidos fendlicos, cuja natureza lipofilica de seus grupos funcionais facilita a
interagdo com as membranas bacterianas, permitindo sua entrada na célula e inibindo ou
eliminando microrganismos patogénicos responsaveis por doencas infecciosas, como a mastite
bovina (Pontes-Quero et al., 2021). Além disso, a maioria dos 6leos essenciais apresenta
coloracgéo incolor ou amarelo-claro, sendo liquido a temperatura ambiente e insolivel em agua
(Sharmeen et al., 2021; De Sousa et al., 2023).

Dentre os principais 0leos essenciais com atividade bioldgica destacam-se o Gleo
essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), lavanda (Lavandula angustifolia), eucalipto
(Eucalyotus globulus), alecrim (Rosmarinus officinalis), canela (Cinnamomum zeylanicum) e
orégano (Origanum vulgare L.) (Puvaca et al., 2021). Este ultimo se destaca por sua potente
atividade antimicrobiana, atribuida a sua composi¢do quimica, apresentando aplicacGes
promissoras na salude humana e animal, além de desempenhar um papel importante na

seguranca alimentar e conservacao de alimentos (Tomié; Sovljanski; Erceg, 2023).
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2.6 OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

O oleo essencial de orégano (OEO) é extraido de Origanum vulgare L., planta
pertencente a familia Laminaceae, conhecida popularmente como orégano grego (Fan et al.,
2024; Saffarian et al., 2024). Essas plantas sdo perenas e aromaticas, com variadas formas de
extragdo e uso, a exemplo da planta fresca, droga vegetal e do 6leo essenical, 0s quais
caracterizam amplas aplicacdes terapéuticas, destacando-se por suas atividades antioxidantes,
antibacterinas, antifangicas, antiinflamatorias e antitumoral (Pontes-Quero et al., 2021).

Composto majoritariamente por carvacrol e timol, monoterpenos fenolicos derivados
de duas unidades de isoprenos, o 6leo essencial de orégano tem se destacado por suas
propriedades conservantes e pelo seu potencial no tratamento de doencas, especialmente as
infecciosas (De Sousa et al., 2023). Ao longo dos anos, diversos estudos vém comprovando a
eficacia do 6leo como produto natural com eficacia terapéutica contra agentes patogénicos,
incluindo Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Ersanli et al., 2023; Scandorieiro et al.,
2023). Entretanto, é importante ressaltar que a sua composicdo quimica e sua atividades
farmacoldgicas tendem a variar dependendo de condi¢cdes ambientais e de cultivo, localizacdo
geografica, tempo de coleta, método de extracdo e armazenamento e processamento pos-
colheita (Qaderi; Martel; Strugnell, 2023; Hazrati; Mousavi; Nicola, 2024).

Figura 2. Monoterpenos fendlicos carvacrol (A) e timol (B), compostos majoritarios do 6leo essencial de
orégano

A B)

Fonte: Pubchem, 2025.



30

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) é um monoterpeno fendlico encontrado em
Oleos essenciais de diversas plantas da familia Laminaceae, com propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas diversas. Esse metabolito apresenta um ponto de ebulicdo em 236-237 °C e
densidade de 0,976 g/cm?® a 20 °C, responsaveis pela possibilidade de separagio cromatografica
e caracterizando-o por uma solubilidade acentuada em etanol, acetona e éter dietilico, ao passo
gue em meio aquoso ele se torna insolivel (Maczka et al., 2023). Em contraste, o timol (2-
isopropil-5-metilfenol) apresenta ponto de ebulicio em 232-233 °C e densidade de 0,969 g/cm?®
a 25 °C, é um composto incolor, com odor caracteristico e ligeiramente insoltvel em agua
(Kowalczyk et al., 2020)

Ambos sdo biossintetizados pela hidroxilagdo do p-cimeno apos a aromatizacao do y-
terpineno em p-cimeno, pertencente a via do mevalonato. Sdo compostos amplamente
utilizados na industria alimenticia devido as suas propriedades antimicrobianas (Maczka et al.,
2023). Isso pode ser justificado através da presenca do grupo funcional hidroxila em sua
estrutura, responsavel provocar a reducdao da formacéo de biofilme, inibicdo da motilidade e
das bombas de efluxo e ruptura da parede celular bacteriana, resultando na morte celular
(Farhadi et al., 2024; Peter; Sotondoshe; Aderibigbe, 2024).

Contudo, o dleo essencial de orégano é altamente instavel e suscetivel a mudangas
oriundas de fatores extrinsecos como luz, temperatura, oxigénio e umidade. Atrelado a isso, sua
elevada volatilidade, reatividade e hidrofobicidade em sistemas hidrofilicos e em fluidos
bioldgicos representam um desafio para o viés industrial (Pontes-Quero et al., 2021; Fan et al.,
2024). Diante disso a nanotecnologia surge como alternativa promissora, permitindo o
encapsulamento e a vetorizacdo dessas moléculas bioativas para aplicacGes terapéuticas
(Brandelli; Lopes & Pinilla, 2023).

2.7 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A nanotecnologia surgiu na década de 1980 e, embora tenha origens antigas, é vista
como uma ciéncia em expansdo, notavel pela manipulagdo de dtomos e moléculas em escala
nanomeétrica variando entre 10 e 1000 nandmetros (Zhu et al., 2025). Suas aplica¢des abrangem
diversas areas, como biotecnologia, farméacia, ciéncias dos materiais, alimentos e agricultura,
promovendo avancos inovadores, especialmente na liberacdo controlada de farmacos e
biomoléculas (Altammar, 2023). Além disso, essa tecnologia vem revolucionando o
diagndstico e o tratamento de diversas doencgas, com destaque para as cardiovasculares e 0
cancer (Shang et al., 2024).
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De modo geral, os nanomateriais possuem alta permeabilidade em 6rgéos e tecidos,
atuando como agentes de direcionamento que viabilizam a entrega eficiente e segura de
compostos bioativos e moléculas especificas em seus locais-alvo, a exemplo das células
cancerosas (Alrushaid et al., 2023; Wang; Fu; Zhang, 2025). Suas vantagens incluem a
possibilidade de desenvolvimento em diferentes tamanhos e flexibilidade na escolha dos
materiais utilizados em sua producdo, que podem ser organicos, como lipidios e polimeros ou
inorganicos, como ouro, ferro e prata (Domingues et al., 2023).

As nanoparticulas sdo caracterizadas por seu tamanho reduzido, o que favorece a
formacdo de novas ligacOes e a modificacdo das propriedades moleculares, resultando no
desempenho de funcGes especificas, como a interagdo com farmacos e a menor exposi¢do
sistémica, além de reduzir os indices de depuracéo e captura celular pelo organismo (Al-Thani
et al., 2024). Nesse contexto, esses sistemas tém sido amplamente utilizados como ferramentas
promissoras para terapias farmacologicas, devido a sua alta capacidade de transporte de
farmacos, reducdo da toxicidade, alta estabilidade, eficécia, seletividade e melhor tolerabilidade
em comparagdo com os medicamentos convencionais (Hsu et al., 2023; Yusuf et al., 2023).

Nanoparticulas poliméricas, inorganicas, lipidicas, lipossomas, nanocomplexos,
niossomas, entre outros, representam classes distintas de sistemas nanotecnoldgicos
amplamente utilizados no desenvolvimento de formulagbes para a liberagdo controlada de
farmacos (Mall et al., 2024). A selecdo do nanocarreador é intrinsecamente dependente da
composicdo quimica de seus constituintes, do seu método de producdo e da aplicacdo topica
desejada, exercendo influéncia sobre as propriedades criticas da formulacéo (Hsu et al., 2023).

A Figura 3 representa 0s principais sistemas nanotecnoldgicos empregados na

administracdo de medicamentos e categorizados de acordo com sua composicao estrutural.
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Figura 3. Estrutura dos sistemas nanotecnoldgicos de destaque para aplicacdo terapéutica
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Fonte: Adaptado de Silva et al. (2023)..

2.7.1 Lipossomas

Os lipossomas estdo classificados como sistemas lipidicos anfifilicos e séo
caracterizados como particulas esféricas com didmetro médio variando entre 80 e 2000 nm (Wu
et al., 2024). Estruturalmente, consistem em uma bicamada lipidica que forma vesiculas
capazes de encapsular um nucleo, o qual pode ser de natureza hidrofilica ou lipofilica (Al-
Jipouri et al., 2023). No primeiro caso, 0 composto ativo é inserido no nucleo aquoso, enquanto
no segundo, ele se distribui na bicamada lipidica. Em ambos os cenarios, estima-se uma entrega
eficaz do composto no local especifico de agdo (Tomnikova; Orgonikova; Krizek, 2022)..

Sua composicdo lipidica confere aos lipossomas uma vantagem significativa no
transporte de farmacos, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e versatilidade no
encapsulamento (Nsairat et al., 2022). Eles sdo comumente empregados como veiculos para
uma ampla gama de materiais bioativos, como DNA, proteinas, peptideos e enzimas
(Lombardo; Kiselev, 2022). Contudo, ndo obstante suas propriedades vantajosas, 0S
lipossomas, em sua maioria, apresentam uma baixa eficiéncia de encapsulamento quando

comparados a outros nanossistemas, além de elevados instabilidades fisico-quimicas, baixa
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solubilidade, répida deteccédo pelo sistema imunoldgico e dificuldades na liberacdo do ativo de
acordo com a cinética esperada (Nakhaei et al., 2021; Al-Jipouri et al., 2023).

2.7.2 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas, por sua vez, se destacam como um sistema inovador
na nanomedicina. Compostas por polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos,
biocompativeis e biodegradaveis, essas particulas possuem uma escala nanométrica que pode
atingir até 1000 nm, caracteristica atribuida a sua matriz polimérica densa (EImowafy et al.,
2023). Esse sistema representa uma alternativa promissora no diagndstico e na administracao
de medicamentos, sendo desenvolvido com o intuito de potencializar sua agéo terapéutica,
reduzindo possiveis efeitos colaterais e 0 vazamento do farmaco encapsulado (Ezike et al.,
2023). Além disso, ao contrario dos lipossomas, os sistemas baseados em polimeros oferecem
uma capacidade cinética de liberagcdo controlada, com indices reduzidos de toxicidade,
proporcionando um efeito terapéutico sustentado e localizado (Kuperkar et al., 2024; Zhuo;
Zhao; Zhang, 2024).

Esses sistemas poliméricos podem ser categorizados em nanocapsulas ou nanoesferas.
Conforme descrito na literatura de Naser et al. (2024), as nanocépsulas sdo reconhecidas como
sistemas vesiculares, caracterizados por um nucleo, que pode ser aquoso ou oleoso, envolto por
uma membrana polimérica. Em contraste, as nanoesferas constituem sistemas de matriz
polimérica, nos quais o farmaco é distribuido de maneira uniforme. No entanto, ambos
apresentam algumas limitac6es, como reprodutibilidade reduzida, problemas relacionados a
degradacdo e o potencial de induzir respostas antigénicas, mesmo quando o0s polimeros

utilizados sdo de origem natural (Silva et al., 2023).

2.7.3 Nanoparticulas inorganicas

As nanoparticulas inorganicas sdo constituidas por um nuacleo inorganico (como
metais ou semicondutores) revestidos por polimeros orgénicos (Burdusel et al, 2022; Yanar;
Carugo; Zhang, 2023). Com propriedades cruciais para tratamentos biomédicos e obtencao de
imagens teranosticas, esses materiais se destacam na area da nanomedicina (Yanar; Carugo;
Zhang, 2023). Geralmente, as nanoparticulas metalicas apresentam tamanho reduzido, alta
relacdo superficie-volume, biocompatibilidade e estabilidade, além da possibilidade de
alteracédo superficial por meio da sintese e interagcdo com produtos funcionais (Burdusel et al,

2022; Serna-Gallén; Muzina, 2024). Contudo, esta classe de nanoparticulas apresenta riscos
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significativos a seguranga, como a facilidade de ser excretado inadequadamente através da
depuracdo renal, o que pode resultar em toxicidade sistémica em 6rgdos e tecidos (Wang et al.,
2024).

2.7.4 Carreadores lipidicos nanoestruturados

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs) sdo sistemas lipidicos de segunda
geragdo altamente promissores na terapia farmacoldgica. Surgiram a partir das nanoparticulas
lipidicas solidas (NLSs), compostas por um lipidio s6lido que induzia a solidificagéo e expulséo
do ativo encapsulado, resultando no aumento do tamanho das particulas e na instabilidade para
a entrega do farmaco, como risco de gelificacdo e vazamento da matriz lipidica (Chauhan et al.,
2020). Os carreadores tém tamanho entre 200 e 400 nm e sua composi¢do estrutural permite
forte imobilizacéo do ativo, evitando a coalescéncia das particulas (Syed Azhar et al., 2022).
Isso confere a sua estrutura uma forma amorfa e menos ordenada, compactada em uma mistura
de lipidio sélido e liquido, tensoativo lipofilico e tensoativo hidrofilico disperso em meio
aquoso (Chauhan et al., 2020). Os tensoativos sdo compostos responsaveis por diminuir a
tensdo entre a fase lipidica e aquosa, minimizando a toxicidade e promovendo maior

permeabilidade do ativo no local de acdo (Rodrigues et al., 2021; Wang et al., 2022).

Figura 4. Estrutura de um Carreador Lipidico Nanoestruturado (CLN)
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Fonte: Proprio autor, 2025.
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A inserc¢do do lipidio liquido na estrutura do nanossistema visa potencializar a carga
efetiva do medicamento, promovendo uma maior eficiéncia de encapsulamento (John et al.,
2024). Isso contribui para a melhoria da estabilidade e liberacéo controlada do farmaco, além
de conferir propriedades de hidratacdo e penetracéo da pele, por meio do efeito oclusivo, o que
torna esses sistemas particularmente adequados para o tratamento de feridas e condicdes
dérmicas (Akombaetwa et al., 2023; Gravan et al., 2023). Ademais, o mecanismo de liberacédo
controlada dos CLNs proporciona uma administracdo precisa da dose medicamentosa,
garantindo uma janela terapéutica segura, otimizada e minimizando os indices de toxicidade, o
que maximiza a eficacia do tratamento e reduz efeitos adversos (Wathoni et al., 2024).

Em aplicacbes topicas, os carreadores lipidicos nanoestruturados sdo amplamente
utilizados devido a sua excelente adesdo a pele (Yu et al., 2021). Esse sistema possibilita a
aplicacdo de uma vasta gama de compostos bioativos, tanto lipofilicos quanto hidrofilicos, com
efeitos locais ou sistémicos, sendo particularmente eficaz no tratamento de diversa doengas,
como a mastite bovina, considerando a melhora na absor¢do de substancias (Sambhakar et al.,
2023). Ao considerar sua similaridade aos componentes celulares naturais, eles facilitam a
interacdo com células e tecidos. Ademais, seus componentes sdo biodegradaveis e de baixa
toxicidade, caracteristicas que tornam essas nanoestruturas altamente promissoras para a
administracdo de agentes antimicrobianos (Viegas et al., 2023).

A producédo dos carreadores lipidicos é comumente realizada pelo método de emulsao
a quente seguido de sonicacdo, conforme indicado na literatura. A técnica consiste em uma
dissolucéo do lipidio organico, formando uma solugo lipidica que é emulsionada em uma fase
aquosa sob aquecimento e agitacdo (Khairnar et al., 2022). Esse processo resulta em uma
emulsdo do tipo 6leo em agua (O/A), a qual serd submetida a um sonicador de ponteira
ultrassonica — responsavel por reduzir o tamanho das particulas por cavitacdo mecanica —
(Viegas et al., 2023; Zhao; Wang; Huang, 2024). Para tanto, é necessario um controle rigoroso
dos parametros de producédo para garantir elevados indices de reprodutibilidade e praticidade.
A adequacdo dos pardmetros contribui para minimizar possiveis falhas ao longo do processo,
reduzindo custos adicionais que poderiam aumentar o preco do produto (Sandhya et al., 2021).

Dependendo da composicdo e concentracdo dos constituintes, os carreadores podem
se apresentar na forma sélida a temperatura ambiente (Tang; Chen; Dong, 2023; Viegas et al.,
2023). Nesses casos, a tendéncia a formacdo de agregados lipidicos pode indicar um
desequilibrio na formulacdo ou baixa eficiéncia no processo, resultando em menor compactacao

do lipidio liquido no ndcleo da matriz (Pinilla; Lopes; Brandelli, 2021). Esse fator pode



36

influenciar na qualidade de futuras aplicacfes bioldgicas. Nesse cenério, a modificacdo da
superficie das particulas surge como alternativa promissora para otimizar a intera¢do entre os
componentes, reduzir a citotoxicidade, além de aprimorar sua entrega ao alvo especifico
(Upadhyay et al., 2023; Chen et al., 2024).

2.7.4.1 Funcionalizacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A funcionalizacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados tem como objetivo
aprimorar 0 desempenho de sistemas nanoparticulados na entrega de farmacos (Martinez-
Borrajo; Diaz-Rodriguez; Landin, 2024). Ao modificar a superficie, as nanoparticulas
interagem quimicamente com grupos funcionais que alteram suas propriedades fisico-quimicas.
Em alguns casos, suas caracteristicas sdo moduladas, e seu perfil de imunogenicidade e
interacdo celular é alterado, além de impactar na liberacdo controlada e protecdo contra a
formagéo de aglomerados (Upadhyay et al., 2023; Chen et al., 2024).

A modificacdo de um nanossistema pode ser realizada pela adicdo de ligantes ou
compostos especificos, como macromoléculas, tensoativos, lipidios, peptideos e
imunoglobulinas, por meio de interacfes covalentes ou ndo covalentes (Priya; Desai; Singhvi,
2022; Laskar et al., 2023). Esse mecanismo otimiza a resposta com alvos bioldgicos e
estabelece caracteristicas fisico-quimicas seguras e estaveis as nanoparticulas quando no
microambiente do local de acdo (Priya; Desai; Singhvi, 2022).

A Figura 5 demonstra como ocorre o revestimento das nanoparticulas a partir da sua
superficie (como no caso do polietilenoglicol (PEG), da insercdo de um agente estabilizante
(como no caso do Pluronic® F-68) ou através de lipidios de membrana que a tornam mais fluida

(como no caso do colesterol) (Priya; Desai; Singhvi, 2022; Gravan et al., 2023).
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Figura 5. Exemplos de componentes utilizados na modificacdo da superficie dos CLNs
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Fonte: Préprio autor, 2025. Legenda: Carreador lipidico nanoestruturado sem funcionalizagdo e com

modificacdo de superficie através de compostos como polietilenoglicol (PEG), Pluronic® F-68 e colesterol.

2.8 NANOTECNOLOGIA APLICADA NO TRATAMENTO DA MASTITE

A nanotecnologia tem sido uma abordagem inovadora para o diagnastico e tratamento
de inimeras doencas, permitindo a distribuicdo de medicamentos de forma mais eficaz e
especifica para o tecido alvo, minimizando o risco de toxicidade celular e efeitos colaterais
adversos (Raj et al., 2021). Juntamente com essas vantagens, 0s nanossistemas tém mostrado
perfil inibitério aprimorado contra microrganismos, promovendo uma melhor atividade
antimicrobiana e antibiofilme para infec¢des intramamarias e sendo dispersiveis em condic¢des
fisiologicas (Orellano et al., 2019; Yadav et al., 2022). Esse discurso impulsiona varios estudos
usando aplicagdes distintas de nanoparticulas, como nanoparticulas inorganicas, poliméricas e
lipidicas, destacando seu potencial na prevencao e tratamento da mastite bovina.

Nanoparticulas inorgénicas vém despertado grande interesse como agentes
terapéuticos promissores para o tratamento dessa infeccdo (Neculai-Valeanu et al., 2021). Essas
particulas tém demonstrado eficacia significativa na modulagdo do ambiente microbiano em
locais de infecgdo, devido as suas propriedades antibacterianas e antibiofilme, que atuam por

meio da liberacdo de ions metalicos, ruptura da membrana e/ou parede celular, geracdo de
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espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibicdo da replicacdo adequada do DNA (Algharib;
Dawood; Xie, 2020; Neculai-Valeanu et al., 2021). Além de seu evidente potencial terapéutico,
estudos recentes elucidaram diferentes aspectos das interacGes de nanoparticulas inorganicas e
patdgenos, destacando o papel duplo das nanoparticulas de ouro ndo apenas no tratamento, mas
também na prevencgdo da mastite bovina.

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo amplamente reconhecidas por suas propriedades
biocidas, facilitando a reducdo ou inibicdo do crescimento bacteriano entre cepas Gram-
positivas e Gram-negativas por meio da ruptura da membrana celular e estruturas intracelulares
(Lange et al., 2021; Ely et al., 2022). Dados experimentais derivados de varias cepas de
Staphylococcus aureus, originarios de casos clinicos e subclinicos de mastite submetidos a
AgNPs, ilustram a eficacia dessas estruturas em nanoescala na promocao dos efeitos
antimicrobianos desejados e na melhoria da saude animal. Notavelmente, essas propriedades
foram observadas em AgNPs quando usadas de forma independente ou incorporadas em
complexos, com o dltimo demonstrando maior poténcia (Elbehiry et al., 2019; Lange et al.,
2021; Kalinska et al., 2023).

Outros exemplos notaveis incluem nanoparticulas de ouro (AuNPS), nanoparticulas de
cobre (CuNPs) e nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs). Essas nanoestruturas foram
examinadas em espécies microbianas significativas, como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae, revelando seu potencial para exercer efeitos antibacterianos
(Hozyen et al., 2019; Machado et al., 2022; Radzikowski et al., 2023). O uso dessas
formulacGes metalicas em concentracdes baixas, mas eficazes, levanta discussdes criticas sobre
suas preocupacdes com toxicidade e ressalta o potencial dessas nanoparticulas na prevencgdo da
mastite bovina, se implementadas com consideracao cuidadosa.

Um exemplo tangivel de produtos naturais encapsulados por nanotecnologia € o
polimero de quitosana. Estudos como o conduzido por Orellano et al. (2019) demonstraram o
potencial de inibir a formacdo de biofilme, que funciona causando danos as membranas
celulares bacterianas. Além disso, os autores tambem avaliaram, por meio de um estudo
comparativo, que a eficacia da quitosana encapsulada em nanoparticulas tende a ser maior do
gue a do polimero nativo.

Varios estudos corroboram os achados de Orellano et al. (2019), reiterando que as
nanoparticulas de quitosana exibem efeitos bactericidas significativos e inibem efetivamente a
formacao de biofilme em cepas de Staphylococcus aureus. E importante notar que esses efeitos
foram dependentes do tamanho, com particulas menores apresentando maior eficacia,

destacando a importancia da otimizacdo do tamanho das particulas em seu processo produtivo
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(Orellano et al., 2019). Além disso, também foi observado que nanoparticulas de quitosana
demonstraram a capacidade de desintegrar biofilmes pré-formados e prevenir sua formagdo em
Pseudomonas sp., apresentando atividade antimicrobiana e emergindo como uma via
promissora para o tratamento antibidtico de mastite bovina (Rivera Aguayo et al., 2020).

Machado et al. (2022) avaliaram os niveis de toxicidade e o efeito citoprotetor de uma
nanoemulsdo contendo o extrato de Achyrocline satureioides, uma planta medicinal nativa da
Ameérica do Sul, em células alveolares mamarias bovinas - T (MAC-T). Eles descobriram que
este produto natural é rico em compostos quimicos como a quercetina, um flavonoide, que
contribui para o aumento da permeabilidade do epitélio mamario. Como resultado, foi
observado que o efeito da quercetina é potencializado quando incorporada em nanoemulsdes.
Os pesquisadores avaliaram a taxa de morte celular necrotica ou apoptética usando citometria
de fluxo, observando maior permeacdo de quercetina e 3-O-metilquercetina em comparagdo ao
extrato livre. Isso demonstrou o aumento do efeito citoprotetor e da permeabilidade da
nanoemulsdo contendo o extrato de Achyrocline satureioides, indicando seu potencial
promissor para o tratamento de mastite.

Por outro lado, a espécie Copaifera reticulata Ducke, comumente conhecida como
oleorresina de copaiba, ¢ um produto natural ja descrito na literatura por suas propriedades anti-
inflamatorias e antibacterianas. Com base nesse conhecimento, Campanholi et al. (2023)
conduziram um estudo usando uma formulacdo de emulgel carregada com oleorresina de
copaiba especificamente para o tratamento da mastite bovina. Seus ensaios demonstraram a
capacidade da formulacao de formar simultaneamente uma pelicula protetora nos tetos e liberar
compostos quimioterapicos nas camadas mais profundas da pele do animal, correspondendo a
eficacia anti-inflamatdria observada com produtos comerciais comuns (Campanholi et al.,
2023).

Além disso, essa mesma emulsdo manteve uma baixa contagem de bactérias aerdbicas
mesofilas tanto no leite quanto nas tetas do animal, confirmando a eficacia dessas formulagdes
no tratamento preventivo da doenca.

Finalmente, nanoparticulas lipidicas, como nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSSs),
oferecem outra alternativa terapéutica para administracdo controlada de medicamentos. Essas
nanoparticulas ttm um ndcleo hidrofébico composto de lipidios sélidos a temperatura ambiente
e sdo cercadas por uma camada estabilizadora formada por surfactantes anfifilicos ou co-
surfactantes (Nemattalab et al., 2022). Conforme relatado por Nemattalab et al. (2022),
Cinnamomum verum (6leo de canela) é amplamente utilizado como um agente antibacteriano

natural e, quando encapsulado em nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs), tende a exibir
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atividade aprimorada devido aos efeitos promissores de transporte dessa terapia farmacolégica.
Em seu estudo, nanoparticulas contendo 6leo de canela foram preparadas usando o método de
dupla emulsdo, seguido pela avaliacdo do tamanho da particula, forma, eficiéncia de
encapsulamento, cinética de liberacdo de ¢leo e compatibilidade celular. A atividade
nanotecnoldgica foi entdo investigada contra 10 cepas de E. coli resistentes a medicamentos.
Os dados apresentados indicam que a concentragdo inibitéria minima (CIM) do dleo
encapsulado foi significativamente reduzida, sugerindo que o sistema facilitou, promoveu e
aumentou a eficacia do 6leo na penetracdo da membrana celular bacteriana. Portanto, seguindo
essa abordagem, pode-se concluir que esse sistema contendo dleo de canela pode ser uma
alternativa potencial promissora para o tratamento de doengas inflamato6rias em gado leiteiro.

No contexto abordado, este projeto baseia-se no desenvolvimento, caracterizagédo e
funcionalizacdo de sistemas lipidicos nanoestruturados biodegradaveis e biocompativeis
contendo Oleo essencial de orégano com potencial atividade antimicrobiana frente as cepas
patogénicas causadoras da mastite bovina no rebanho leiteiro.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, otimizar e caracterizar nanossistemas funcionalizados do tipo Carreador
Lipidico Nanoestruturado (CLNs) contendo 6leo essencial de orégano para avaliacdo da
atividade antimicrobiana e antioxidante frente a espécies de bactérias patogénicas associadas a
mastite em gado leiteiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar o Gleo essencial de orégano por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM);

e Promover estudos de pré-formulacdo de carreadores lipidicos nanoestruturados;

e Desenvolver e otimizar nanossistemas lipidicos associados ao 6leo essencial de orégano

através do uso do planejamento experimental do tipo Box-Behnken;

e Realizar a funcionalizagdo dos nanossistemas otimizados com polietilenoglicol (PEG),
colesterol e Pluronic” F-68;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos isolados e dos
nanossistemas obtidos através das analises de tamanho, indice de polidispersdo (Pdl),
potencial Zeta (PZ), espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier

(FTIR), termogravimetria (TGA/DSC), difracdo de raio-X (DRX), microscopia
eletronica de varredura (MEV);

e Realizar estudos de doseamento e eficiéncia de encapsulacao;

e Determinar a estabilidade dos nanossistemas sob armazenamento a diferentes

temperaturas;
¢ Avaliar a atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial de orégano nanoencapsulado;

e Avaliar a atividade antibacteriana das formulacOes através da concentracdo inibitoria
minima (CIM) e da curva de morte de espécies de bactérias patogénicas associadas a

mastite bovina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) foi adquirido da Ferquima Industria
e Comércio (Sao Paulo, Brasil) e o Triglicerideo de Cadeia Média (MCT) da Basf Pharma
(California, Estados Unidos). Precirol® ATO 5 foi adquirido da Gattefossé (Nova Jersey,
Estados Unidos), Lipoid® S-100 foi comprado na (Renania-Palatinado, Alemanha). Colesterol
foi comprado da Dishman (Veenendaal, Holanda). A quitosana 15 kDa foi obtida da
Polysciences, Inc. (Pensilvania, Estados Unidos). O polietilenoglicol (PEG) 6000 PA foi
adquirido da Dinadmica Quimica Contemporanea® (Sdo Paulo, Brasil). Polaxamer 188
(Pluronic® F68), Polissorbato 80 (Tween® 80), Monoesterato de Sorbitan (Span® 60) e
comprimidos de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (Sao Paulo, Brasil). Cloreto de metileno (Diclorometano — DCM) adquirido da Nova
Cinética Ltda, (S50 Paulo, Brasil). Acido acético glacial P.A. adquirido por Clavicco Comercio
Industrial LTDA (Sabara, Minas Gerais). Agua ultrapura foi gentilmente fornecida pela
Laboratdrio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) da Universidade Federal da
Paraiba. Todos os materiais foram utilizados conforme recebidos.

4.2 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

O oleo essencial de orégano foi analisado por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) utilizando um Cromatografo Gasoso acoplado ao
Espectrometro de Massas modelo CGMS- QP2010 Ultra, equipado com coluna capilar RTX-
5MS (5% difenil/95% dimetil polissiloxano), tamanho 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum (Shimadzu®,
Kyoto, Japdo). O volume de injecdo das amostras foi de 1 L. com uma razéo de split de 1:150.
O hélio foi usado como géas de arraste a uma taxa de 1 mL/min. A temperatura de entrada da
amostra foi de 300 °C e a temperatura do injetor foi mantida em 280 °C. A temperatura inicial
do forno foi programada para 100 °C, mantida por 5 minutos, e depois aumentada para 280 °C
a umataxa de 10 °C/minuto. Esta temperatura foi aplicadaa 70 eV, com uma varredura completa
em uma faixa de massa de 35-400 m/z (Uchoba et al., 2025). Todos os dados cromatograficos
foram processados com o software GC-MS da Shimadzu (GCMS solution) e OpenChrome.

4.3 ESTUDOS DE PRE-FORMULAGCAO DOS CARREADORES LIPIDICOS
NANOESTRUTURADOS

4.3.1 Efeito de Composicéo
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Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLNs) foram produzidos e avaliados
mediante testes de interacdo entre diferentes componentes e dleo essencial de orégano através
do método de emulsificacdo a quente seguida de sonicacdo. Estudos comparativos foram
realizados visando obter carreadores lipidicos monodispersos, que assegurem a compactacéo
ideal do ndcleo de 6leo e a estabilidade do nanossistema. Portanto, Cera de Abelha (GM
Ceras®), behenato de glicerilo (Compritol® 888 CG ATO) e diesterato de glicerila (Precirol®
ATO 5) (1,5%) foram utilizados como lipidios sélidos; monoesterato de sorbitano 60 (Span®
60) e fosfatidilcolina (Lipoid® S-100) (0,5% e 1%) como tensoativos lipofilicos; e polaxamer
188 (Pluronic® F68) e polissorbato 80 (Tween® 80) (0,5% e 1%) como tensoativos
hidrofilicos. O lipidio liquido utilizado em todas as formulagdes foi 0 6leo essencial de orégano
(1,5%) (Gundogdu et al., 2022).

4.3.2 Efeito do Processo de Producéo

O estudo estimou padronizar os parametros de sonicagdo, como amplitude e tempo, no
processo de emulsificacdo a quente. Assim, foi avaliado a influéncia do tempo (30-180
segundos) e da amplitude de poténcia (40-80 W) enquanto parametros fundamentais, utilizando

o0 Desruptor de Células/Sonicador de Ponteira Ultrassénica (Sonicador Ultrassonico 20 kHz -
Ultronique®, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil) com capacidade maxima de 500 watts. A influéncia

dos parametros de sonicacdo foi analisada considerando alteracdes de tamanho, indice de

polidispersdo e carga de superficie das particulas (Song; Lin; Li, 2022).

4.4 PRODUCAO DOS CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS PELO
METODO DE EMULSIFICACAO A QUENTE SEGUIDO DE SONICACAO

Para a producdo dos CLNs, com base no estudo de pré-formulacéo, foi definido para
compor a fase oleosa, cera de abelha (1,5%) como lipidio sélido, dleo essencial de orégano
(1,5%) como lipidio liquido e Span® 60 (1%) como tensoativo lipofilico; ao passo que, na fase
aguosa, 0 Tween® 80 (0,5%) foi definido como tensoativo hidrofilico e, como solvente de

dispersdo, foi ajustado o volume final de agua ultra purificada em 1 mL. Para isso, as amostras
foram pesadas e submetidas a agitacdo magnética (1.000 rpm) sob aquecimento em banho-maria

(65-70 °C) (SPLabor®, Sdo Paulo, Brasil) e, subsequentemente, a homogeneizagdo em um

Desruptor de Células/Sonicador de Ponteira Ultrassonica (20 kHz) (Ultronique®, Indaiatuba,
Séo Paulo, Brasil) com amplitude de 80% e tempo de 30 segundos, a fim de promover o

cisalhamento capaz de reduzir as particulas em escala nanometrica. Todos 0s nanossistemas
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produzidos foram armazenados em recipientes de vidro e mantidos a 25 °C até as
andlises de caracterizagdo (Figura 6).

Figura 6. Representacdo esquematica do processo de produgdo dos CLNs

_Tamanho de Particula (nm)
Indice de Polidispersao (Pdl) <=
Potencial Zeta (mV)

Sonicador de Ponteira Ultrassénica 20 kHz
Amplitude (%) / Tempo (s)

ZetaSizer Lab, (Malvern® Intruments Ltd,
Worcestershire, UK)

Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Biorender.com. Legenda: 1- Pesagem dos componentes da fase
orgénica (FO) e fase aquosa (FA) separadamente. 2- Insercdo das fases na placa de aquecimento e agitacdo
magnética. 3- A fase aquosa € vertida na fase organica. 4- Homogeneizac¢do do nanossistema para formacéo das
nanoparticulas. 5- Ap6s homogeneizacéo, a formulacao é levada ao Sonicador de Ponteira Ultrassonica para reducéo
das particulas na escala nanométrica através da forca de cisalhamento 6- Andlise das formulacdes no ZetaSizer Lab,

de acordo com as caracteristicas de tamanho (nm), indice de polidispersdo (Pdl) e potencial Zeta (mV).

4.5 PLANEJAMENTO ESTATISTICO EXPERIMENTAL DO TIPO BOX-BEHNKEN

O planejamento experimental do tipo Box-Behnken, com trés pontos centrais,
representativos da triplicata experimental, foi realizado a fim de otimizar a producéo do CLN.
Quinze formulacdes diferentes foram produzidas, com as concentra¢Ges de lipidio liquido
(OEOQ; 1%, 3% e 5%), lipidio s6lido (Cera de Abelha; 1%, 3,5% e 6%) e tensoativo hidrofilico
(Tween® 80; 1%, 2% e 3%) utilizadas como variaveis independentes, ao passo que o diametro
hidrodinamico médio das particulas e o potencial Zeta foram atribuidos como variaveis
dependentes. A concentracgéo do tensoativo lipofilico (Span® 60) permaneceu constante (2%).
Os carreadores foram produzidos conforme descrito anteriormente, atraves da técnica de
emulsificacdo a quente seguido de sonicacdo (Baldim et al., 2022). Todas as andlises e a
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construcdo representativa de diagramas e graficos 3D foram realizadas por meio do software
Statistica® (StatSoft®, versdo 12.0) para avaliar a influéncia dos componentes na variagdo dos
valores de tamanho e carga de superficie.

4.6 OTIMIZACAO DOS NANOSSISTEMAS PRODUZIDOS CONFORME BOX-
BEHNKEN

Os nanossistemas foram otimizados de acordo com o planejamento experimental do
tipo Box-Behnken considerando os resultados da anélise do tamanho médio das particulas (nm),
carga de superficie (Potencial Zeta, mV) e da interagdo entre esses parametros. A otimizagéo
desenvolvida com foco na reducdo do tamanho médio das particulas foi composta por cera de
abelha (1%), 6leo essencial de orégano (1%) e Tween® 80 (3%) (0CLN1). Para melhorar a
carga de superficie, a composi¢do incluiu cera de abelha (2,25%), 6leo essencial de orégano
(1%) e Tween® 80 (3%) (0CLN2). J& a formulagéo otimizada considerando a interacéo entre
tamanho e potencial Zeta foi obtida com cera de abelha (1%), 6leo essencial de orégano (5%)
e Tween® 80 (1%) (0CLN3). Os carreadores foram produzidos conforme descrito
anteriormente, utilizando a técnica de emulsificacdo a quente seguido de sonicagdo. Todas as
formulacdes foram submetidos a analises caracterizacao fisico-quimica de tamanho (nm), Pdl
e PZ (mV).

4.7 FUNCIONALIZACAO DO NANOSSISTEMA OTIMIZADO

O nanossistema otimizado foi submetido a modificacdo de superficie com
componentes biocompativeis, objetivando modular sua interacdo e seu direcionamento para
células-alvo. Portanto, polietillenoglicol (PEG) e Pluronic® F-68 foram adicionados a fase
aquosa das formulacGes, ao passo que colesterol foi adicionado a fase oleosa, todos em
dferentes concentracbes (0,05; 0,10; 0,15 e 0,20%). Os efeitos da funcionalizacdo foram
avaliados a partir dos resultados de tamanho das particulas (nm), indice de polidisperséo (Pdl)
e potencial Zeta (mV). Todas as amostras foram mantidas a 25 °C e analisadas posteriormente.

4.8 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

4.8.1 Analise do tamanho de particula

O diametro hidrodinamico médio e o indice de polidispersdo (Pdl) das particulas foram

determinados pela técnica de disperséo de luz dindmica, ou Dynamic Light Scattering (DLS)

(Zetasizer LAB — Marlvern® Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido) a 25 °C. O angulo

de espalhamento foi fixado em 90 graus, e as amostras foram diluidas, em cubetas DTS0012,
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na proporcdo de 1:100 com agua MiIIi-Q® antes da andlise. Os resultados analisados em
triplicata foram expressos como didmetro hidrodinamico médio (nm) (tamanho das particulas)

e indice de polidisperséo (Pdl), sendo apresentados como meédia + desvio padrdo (Zeta Plus®
Particle Sizing, versdo 3.95).

4.8.2 Potencial Zeta

O potencial Zeta ({) indica a carga de superficie das particulas e foi determinado pela

técnica de disperséo de luz eletroforética, ou Electrophoretic Light Scattering (ELS) (Zetasizer

LAB — Malvern® Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido) a 25 °C. A amostra foi
colocada em uma célula capilar (DTS1070) com dois eletrodos, onde um campo elétrico é
aplicado, estimulando o deslocamento das particulas carregadas em direcdo ao eletrodo de carga

oposta, sendo a sua velocidade proporcional a carga. As amostras foram diluidas (1:100) com
agua MiIIi-Q® e o angulo de espalhamento foi fixado em 13 graus. Os resultados foram

analisados em triplicata e os dados expostos como média £ desvio padrdo (Zeta Plus® Particle

Sizing, versdo 3.95).

4.8.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras (0CLN, oCLN-PEG, oCLN-Col e oCLN-PIu) foram conduzidas no 6leo
essencial de orégano, em todos os componentes individuais e nas formulagdes finais produzidas
pelo espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier modelo Agilent Cary 630
FTIR (Agilent, Santa Clara, Califérnia), através de reflectancia total atenuada (ATR) (FTIR-

ATR, Shimadzu® Cary 630). Os dados foram coletados na regido de 4000 a 650 cm-1, com

resolucéo de 4 cmL e 128 varreduras.

4.8.4 Analise Morfolégica: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para avaliacdo da morfologia das nanoparticulas, foi utilizada a técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Para preparacdo das amostras, as dispersoes foram diluidas em
uma proporc¢éo de 1:10, e 5 pL da diluigdo foram depositados em uma lamina fixa em um Stub
contendo fita de carbono. As amostras foram secas em um dessecador, metalizada com ouro
usando um metalizador DESK Il (Denton Vacuum) e analisado usando MEV (TESCAN,
MIRA3) com um acelerador de voltagem de 20 kV trabalhando a uma distancia de 15

milimetros.
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4.8.5 Andlise de Difracdo de Raio-X (DRX)

A analise de DRX (Difracdo de Raios-X de Angulo Amplo) (Bruker D8 Advance,
Bruker, Alemanha) foi realizada com uma velocidade de varredura de 2°/min, na faixa de2 6 =
3,00-40,00°. A fonte de raios-X foi um anodo de Cu de 2,2 kW (40 kV, 40 mA, radiacéo Cu-K,
A =0,15406 nm). Antes da medi¢&o, as amostras de CLNs foram liofilizadas para evaporar a dgua.

O lipidio em massa foi analisado sem nenhum tratamento prévio.

4.8.6 Analises Térmicas

As analises térmicas foram conduzidas para avaliar a estabilidade térmica dos
carreadores nanoestruturados & base de lipidios. A andlise termogravimeétrica (TGA) foi
realizada usando uma termobalanca Hitachi STA7300 (Chiyoda, Téquio, Japdo), enquanto a
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada com DSC25 da TA Instruments (New
Castle, Delaware, Estados Unidos). Para ambas as técnicas, as amostras foram colocadas em
cadinhos de platina e submetidas a um protocolo de aquecimento controlado de 20 °C & 800 °C,
com uma taxa de aquecimento de 20 °C/min, sob uma atmosfera de nitrogénio com vazéo de
50 mL/min.

4.9 DOSEAMENTO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE%)

De modo a assegurar a quantificacdo de 6leo essencial de orégano encapsulado nos
carreadores lipidicos, o doseamento e a eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foram determinados
a partir da producdo de curvas de calibracdo, que se deu através da Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Diante disto, aliquotas de 6leo foram preparados nas concentracfes 1,
5, 10, 15 e 20 pg/mL e injetados no sistema. Para a analise, foi utilizada uma fase mdvel
composta por metanol e &gua na proporcao 80:20 v/v, a qual foi filtrada e degaseificada antes do
uso, a fim de garantir o grau de pureza e evitar a formacéo de bolhas no sistema. Umacoluna C18
(250 mm x 4,6 mm, 5 um) foi usada, e o detector UV foi configurado para um comprimento de
ondade 276 nm. A taxa de fluxo foi ajustada para 1,4 mL/min e o volume de injecdo no aparelho
foi de 20 pL de amostra. Os cromatogramas resultantes foram analisados para obter as areas
dos picos correspondentes a cada concentracao.

O teor de 6leo na solugéo preparada foi quantificado diluindo as amostras em metanol

em tubos Eppendorf® de 1 mL, os quais foram deixados em banho ultrassénico a 45 °C por 20

minutos e, posteriormente, centrifugados (14.000 rpm, 5 minutos) (Centrifuga 5430,
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Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi coletado, filtrado em 0,22 pm e

analisado conforme descrito anteriormente. J& a EE% foi determinada através da ultrafiltracéo,

utilizando filtros de tubos de centrifuga Corning® Costar® Spin-X® com capacidade de 500
pL. Para tanto, as amostras foram centrifugadas (5.000 rpm, 15 minutos), e o filtrado foi
coletado. EE% foi calculado através da Equacéo 1:

Total do composto adicionado — composto filtrado

EE% = ( )x 100 (1)

Total do composto adicionado

4.10 ESTUDO DE ESTABILIDADE DOS NANOSSISTEMAS

As formulacdes foram submetidas a andlises de estabilidade a curto prazo sob
temperatura controlada. Os CLNs foram armazenados em frascos hermeticamente selados e
avaliados durante 60 dias, a temperatura de geladeira (4 ° C), temperatura de bancada (25 °C) e
temperatura de estufa (37 °C) , em termos de tamanho, indice de polidisperséo e potencial Zeta,

conforme descrito anteriormente.

4.11 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

A capacidade antioxidante foi determinada pelos métodos DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil), FRAP (poder antioxidante redutor férrico) e ABTS (4cido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzoatiazolina)-6-sulfonico). As medicdes de absorbancia para os métodos foram
realizados com um espectrofotdmetro de microplacas (BioTek Eon, Winooski, VT, EUA) nos

respectivos comprimentos de onda de 515, 595 e 734 nm (Silva et al., 2023).

4.11.1 Capacidade antioxidante in vitro — método DPPH

Avaliagéo da capacidade de eliminacdo do radical DPPH foi avalida conforme Silva
et al. (2023). Para isso, foi elaborada uma solugdo de DPPHe (2,4 mg diluido em 100 mL de
alcool metilico absoluto). Subsequentemente, preparou-se também uma solucdo padrdo de
Trolox a2 mM (25 mg em 50 mL de alcool etilico absoluto) como referéncia.

Para a andlise, foram elaboradas diferentes dilui¢cbes das formulagdes e do dleo
essencial puro, onde retiraram-se 50 pL de cada uma e acrescentaram-se 250 pL da solugéo de
DPPHe. Em seguida, a mistura foi mantida sob repouso por 30 minutos em temperatura
ambiente (25 + 0,5 °C) no escuro. O controle foi a mistura da solugédo extratora (50 pL) e
solugao de DPPHe (250 uL). Para o branco foi utilizado apenas a solucao extratora (300 pL).

Com isso, foi realizada a leitura em comprimento de onda de 515 nm usando um
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espectrofotometro BioTek Eon (Winooski, VT, USA), para medir a diminui¢do na concentragéo
do radical livre DPPHe. A atividade antioxidante foi calculada a partir da % Inibicdo da amostra
(%I), o valor de Trolox Equivalente Antioxidant Capacity (TEAC) em uM para amostra foi
obtido da equacdo da curva de padrdo Trolox e, a partir da Equacao 2 foi obtido o valor final
do TEAC (umol/g de amostra).

TEAC (uM)
[Amostra](g/mL)

TEAC (pmol/g amostra) = (2)
Onde, “TEAC (um)” ¢é o valor obtido da equacdo da curva padrao trolox para o %Il da

amostra, e, “[ Amostra] (g/mL)” ¢ a concentragdo da amostra utilizada no ensaio.

4.11.2 Capacidade antioxidante in vitro — método FRAP

O poder antioxidante para a reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil-1,3,5-
triazina) com Fe3+ no ensaio de FRAP foi avaliado de acordo com Paula et al. (2022), com
pequenas modificacbes. O reagente FRAP foi preparado somente no momento da anélise,
utilizando uma mistura de 5 mL de tampao acetato (0,3M, pH 3,6), 0,5 mL de solucdo TPTZ
10 mM e 2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico a 20 mM, na propor¢do 10:1:1,
respectivamente.

Para a analise foram elaboradas diferentes diluicbes das formulacdes e do 6leo
essencial puro, onde retiraram-se 20 pL de cada uma e acrescentaram-se 30 uL de agua
destilada, seguido da adicdo de 250 pL do reagente FRAP. A mistura foi incubada em banho
termostatizado (Splabor®) a 37 + 0,5 °C por 30 minutos no escuro.

A solugdo “branca” foi o proprio reagente FRAP. Foi realizada a leitura em
comprimento de onda de 595 nm usando um espectrofotdmetro BioTek Eon (Winooski, VT,
USA), para medir a reducio do complexo TPTZ com Fe®". A atividade antioxidante foi
calculada usando uma curva de sulfato ferroso a 2 nM como referéncia. Os resultados foram

expressos em pumol de equivalentes de sulfato ferroso por g de amostra (umol/g).

4.11.3 Capacidade antioxidante in vitro - Método ABTSe*

A capacidade antioxidante equivalente a trolox por meio da captura do radical ABTSe+
foi avaliada conforme Nascimento et al. (2022), com algumas modifica¢des. O radical ABTSe+
foi formado por meio da reacdo da solucdo ABTS+ a 7 mM com a solugédo de persulfato de

potassio a 140 mM, que foram incubados em temperatura de 25 + 1 °C no escuro durante 16
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horas. Apds a formagdo do radical, foi realizada a diluicdo em alcool etilico absoluto até obter
o valor de absorbéncia de 0,70 + 0,05 nm a 734 nm.

Para a analise, foram elaboradas diferentes diluicbes das formulacGes e do Oleo
essencial puro, onde transferiram-se 50 pL de cada diluicdo em uma microplaca de 96 pocos e
acrescentaram-se 250 puL do radical ABTSe". O controle foi a mistura da solucéo extratora (50
ul) e o radical ABTSe" (250 uL). Para o branco foi utilizada apenas a solucdo extratora (300
pL). As amostras foram mantidas na auséncia de luz por 6 minutos e realizada a leitura da
absorbancia em comprimento de onda de 734 nm, usando espectrofotémetro BioTek Eon
(Winooski, VT, USA) para medir a diminui¢do na concentragdo do radical livre ABTSe". A
atividade antioxidante foi calculada a partir da % Inibigdo da amostra (%l), o valor de Trolox
Equivalente Antioxidant Capacity (TEAC) em uM para amostra foi obtido da equacéo da curva
de padrdo Trolox e, a partir da Equacédo 3 foi obtido o valor final do TEAC (umol/g de

amostra).

TEAC (uM)
[Amostra](g/mL)

TEAC (pmol/g amostra) = 3)
Onde, “TEAC (um)” ¢ o valor obtido da equacédo da curva padrao trolox para o %l da

amostra, e, “[ Amostra] (g/mL)” ¢ a concentracdo da amostra utilizada no ensaio.

4.12 CONDIC;C)ES DE CRESCIMENTO E PADRONIZA(;AO DO INOCULO
BACTERIANO

Quatro cepas bacterianas diferentes, isoladas de animais bovinos com mastite leiteira,
codificadas como Staphylococcus aureus 700, Escherichia coli 843, Staphylococcus coagulase-
negativa 1118 (SNA 1118) e 1108 (SNA 1108), foram gentilmente fornecidas pelo Laboratdrio
de Medicina Veterinaria Preventiva do Hospital Veterinario Universitario do CCA/UFPB
(Campus Il — Areia, Paraiba).

As culturas em estoque foram mantidas em Caldo Brain Heart Infusion (BHI;
HiMedia, Mumbai, india) com glicerol (15 g/100 mL) a -20 °C. As culturas de trabalho foram
mantidas em agar BHI sob refrigeracdo (5 + 1 °C) e transferidos para um novo meio
mensalmente. Para a preparacdo do inoculo usado nos experimentos, uma al¢a da cultura de
trabalho de cada cepa foi ressuspensa em 5 mL de caldo BHI e incubada overnight a 37 £ 1 °C.
Posteriormente, a leitura da densidade Optica em 625 nm da cultura foi ajustada para,
aproximadamente, 0,2, sendo equivalente a contagens de células viaveis de 7 — 8 log Unidades

Formadora de Coldnia por mililitro (UFC/mL).
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4.13 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A concentracao inibitoria minima (CIM) do 6leo essencial de orégano puro e das
formulagGes encapsuladas com 0 OEO (0CLN, oCLN-Col, oCLN-PEG e oCLN-Plu) frente aS.
aureus 700, SNA 1118, SNA 1108 e E. coli 843 foi determinada através do método de
microdiluicdo em caldo, conforme adaptado da metodologia de Sidiropoulou et al. (2022).

Aliquotas de 100 pL do oleo essencial puro e das formulacdes contendo OEO com
concentracdo final de 10 mg/mL foram adicionadas a microplaca de 96 pocos e diluidas em 50
uL de caldo BHI e, em seguida, aliquotas de 100 uL foram transferidas para 0s pogos seguintes
por meio de diluices geométricas, e, por fim, uma aliquota de 50 uL da cepa teste foi
adicionada a cada pogo. As concentragdes finais das formulagdes variaram de 0,05 a 2,88
mg/mL. Cada placa incluiu um conjunto de controles positivos (caldo BHI com in6culo da cepa
de teste) e negativos (caldo BHI ndo inoculado com a cepa teste e sem formulacao adicionada).
A microplaca foi incubadaa 37 + 1 °C por 24h. Ao térmico do periodo de incubacdo, a CIM foi
considerada como sendo a menor concentracdo onde nao houve crescimento visivel das cepas
testadas.

4.14 CINETICA DE CRESCIMENTO

A cinética de crescimento das culturas patogénicas foi monitorada por meio da
contagem de células viaveis no tempo 0 (imediatamente apos a inoculacdo), 1, 2, 4, 8,12, 24 ¢
48 horas de incubacdo. Para isso, foi homogeneizado em caldo BHI cada formulacdo (CIM),
seguida da inoculacdo bacteriana na propor¢do de 11:100 pL. Uma aliquota de 100 pL foi
removida de cada meio de cultura contendo as cepas patogénicas, em cada periodo determinado,
e realizado a sua adicdo em tubos Eppendorfs® contendo agua peptonada. Diluicdes seriadas
foram realizadas (1:9 v/v, 101 — 107) e, posteriormente, uma aliquota de 10 pL de cada diluicdo
foi retirada e inoculada em placas de petri contendo agar BHI, sendo incubadas a 37 = 1 °C por
48h. Os resultados foram expressos como log UFC/mL.

4.15 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas em média das réplicas e os resultados
expressos como médias + desvio padrédo. Os resultados do planejamento experimental foram
comparados usando andlise de variancia (ANOVA), permitindo a determinacdo da
significancia das variéveis e das interacoes entre elas. Modelos de regressao, testes T e testes
F foram utilizados, e um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os

softwares GraphPad Prism® versio 8.0.2 (California, Estados Unidos), Statistica® versio
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12.0 (StatSoft®, Inc., Estados Unidos) e Sigma Stat® versdo 3.5 (Systat Software Inc., San
Jose, CA, EUA) foram usados para a anélise dos dados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

O ¢leo essencial de orégano foi caracterizado pela técnica de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). O 6leo exibiu um cromatograma com picos
bem definidos e separados (Figura 7). Entre os principais compostos, foram encontrados
Carvacrol (70,1%), o-cimol (7,1%) e linalol (3,7%), conforme representado na Tabela 1.

Figura 7. Cromatograma do dleo de orégano
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Tabela 1. Componentes encontrados no 6leo de orégano por CG-EM: Identificacdo do pico, tempo de
retencdo (min), porcentagem relativa a area e a relacdo massa carga (m/z)

Pico | Tempo de retengdo (min) | Area | Area (%) | Componente | Base m/z
1 7.324 315310 0.20 a-pineno 93.10
2 8.148 1451187 0.91 B-Pineno 57.05
3 8.275 328213 0.20 3-octanona 43.05
4 8.345 471638 0.48 B-mirceno 41.05
5 8.809 770275 0.48 a-terpineno 93.10
6 8.934 11297920 7.06 o-cimol 119.10
7 9.003 1336147 0.83 2-Borneno 68.10
8 9.058 2191562 1.37 1,8-cineol 43.05
9 9.447 4675441 2.92 y-terpineno 93.10
10 9.970 5866069 3.66 Linalol 71.05
11 10.635 1817379 1.13 -(-)alcanfora 95.10
12 10.874 1916437 1.20 Bornéol 95.10
13 10.978 1407839 0.88 (-)-Terpinen-4-ol 71.05
14 11.117 1632739 1.02 a-acetato de terpinila 59.05
15 11.610 416849 0.26 Eter timolmetilico 149.15
16 12.051 4780579 2.99 o-acetiltimol 135.10
17 12.173 112186556 70.06 Carvacrol 135.15
18 13.274 4415193 2.76 B-cariofileno 69.10
19 13.537 819407 0.51 a-humuleno 93.10

20 14.501 1035575 1.27 B-epdxido de cariofileno 43.05

160132315  100.00

Fonte: Préprio autor, 2025.

A composicao do 6leo essencial de orégano observada através da analise por CG-EM
identificou 20 compostos representando 100% do 6leo total. Os picos expostos revelaram a
correlacdo com a presenca de compostos fitoquimicos, principalmente monoterpenos e
terpenoides, fato que corrobora com os achados na literatura de Tejada- Mufioz et al. (2024).

Diferentes perfis quimicos puderam ser encontrados na composi¢do do 6leo essencial
de orégano, como o carvacrol (70,1%), o-acetiltimol (3,0%) e y-terpineno (2,9%). Este Gltimo
é derivado do geranil pirofosfato (GPP), um intermediario-chave na sintese de monoterpenos e
precursor da via dos terpenoides, especificamente da via do mevalonato em plantas e na via do
1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato em bactérias. Sua formacao ocorre a partir do p-cimeno ou do
terpinen-4-ol, composto intermediario para a producdo de compostos fendlicos como timol e
carvacrol, presentes no 6leo essencial de orégano, cuja composicdo pode variar de acordo com
diversos fatores (Kaur et al., 2023).

Apesar da literatura explicitar o timol como marcador presente no 6leo essencial de

orégano, no cromatograma referente a Tabela 1 ndo € possivel identificar o pico correspondente
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ao composto. Entretanto, pode-se observar a presenca do o-acetiltimol (acetato de timil) em
pequenas concentragcdes no Origanum vulgare L. e em outras espécies da familia, o qual, em
sua forma acetilada, tende a reduzir a toxicidade e aumentar os efeitos bioldgicos deste
monoterpeno (Jyoti et al., 2019).

Concomitante aos estudos encontrados na literatura, os resultados obtidos por meio do
cromatograma confirmam o papel do 6leo essencial de orégano como adjuvante terapéutico,
pois a presenca desses compostos confere efeitos antimicrobianos modulares e sinérgicos,
atividades antioxidantes analgésicas, anticancerigenas e anti-inflamatorias (Kamenova et al.,
2024; Saoudi et al., 2024).

5.2 ESTUDOS DE PRE-FORMULACAO
5.2.1 Efeito dos Lipidios S6lidos na composi¢do dos CLNs

Para avaliar o lipidio s6lido e sua composicdo proporcional ao nanossistema, foi
utilizado uma variacéo entre cera de abelha, behenato de glicerilo (Compritol® 888 CG ATO)

e diesterato de glicerila (Precirol® ATO 5) (1,5%) como lipidios sélidos, 6leo essencial de

orégano (1,5%) como lipidio liquido, a medida que, como tensoativos lipofilico e hidrofilico,
foi definido, respectivamente, monoesterato de sorbitano 60 (Span® 60) e polissorbato 80

(Tween® 80) (0,5% e 1%), conforme exposto na Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados da caracterizagéo fisico-quimica dos carreadores mediante a variagdo de lipidio

solido
Concentracdo dos componentes (%)| Solvente (uL)
F lacs Cerade A Tamanho Pdl PZ
ormulacao Abslha | OEO | Span | Tween Agua (nm) (mV)
CLN1 15 15 005 0,05 960 269,775 0,29 £004 -28,2 0,6
CLN 2 15 15 0,10 0,10 950 2508 +31 038001 -26,2%x11
CLN 3 15 15 010 0,05 955 2541 +£11 0,28 £0,01 -284 06
CLN 4 15 15 005 0,10 955 2174 +26 044 £005 -256 +1,3
Formulacdo| Compritol | OEO | Span | Tween Agua Ta(mar)lho Pdl PZ (mV)
nm
CLN5 15 15 0,05 0,05 960 2816+12,3 0,38+x0,02 -358x28
CLN 6 15 15 010 0,10 950 2809+4,1 028+003 -31,9%+09
CLN 7 15 15 0,10 0,05 955 268,2+53 0,32+004 -334%x0,7
CLN 8 15 15 0,05 0,10 955 3089+12,7 0,33+0,02 -33,0+0,8
: i Tamanho
Formulaggo| Precirol | oEQ | Span | Tween Agua (nm) Pdl PZ (mV)
CLN 9 15 15 005 0,05 960 2753+12,3 040+001 -28,8+18
CLN 10 15 15 010 0,10 950 298,1+40 041+£0,02 -28,2%x05
CLN 11 15 15 010 0,05 955 4095+11,2 044+004 -323+25
CLN 12 15 15 005 0,10 955 2418+53 047+0,12 -28,6%33

Fonte: Prdprio autor, 2025. Dados da pesquisa: Pardmetros de sonicacdo (60%, 70 segundos). Legenda: CLN:
Carreador lipidico nanoestruturado. Lipidios s6lidos: cera de abelha, Compritol ® 888 CG ATO e Precirol® ATO
5. Lipidio liquido: 6leo essencial de orégano (OEO). Tensoativo lipofilico: Span® 60. Tensoativo hidrofilico:
Tween® 80. Pdl: indice de polidispersdo; PZ: potencial Zeta (mV).

Dentre os lipidios sélidos avaliados, a cera de abelha apresentou menores valores de
tamanho de particula e indice de polidispersdo (Pdl) nas formulagdes testadas, conforme

observado na Tabela 2. Neste contexto, a formulacdo CLN 3, composta por cera de abelha

(1,5%), bleo essencial de orégano (1,5%), Span® 60 (1%) e Tween® 80 (0,5%), apresentou
tamanho de particula de 254,1 + 1,1 nm, Pdl de 0,28 + 0,01 e potencial Zeta de -28,4 + 0,6 mV.

Esses resultados contrastam com as formulagbes CLN 7 e CLN 11, compostas,

respectivamente, por Compritol® 888 CG ATO e Precirol® ATO 5 como lipidios solidos.
Apesar das mesmas propor¢oes dos componentes utilizados, exibiram tamanho de particula de
268,2 £5,3€409,5+ 11,2 nm, Pdi 0,32 £+ 0,04 e 0,44+0,04ePZde-33,4+0,7¢-32,3+2,5
mV, respectivamente.

Tendo em vista que a dificuldade medicamentosa em adentrar a circulacdo sistémica
se da devido a inumeros fatores correlacionados, a exemplo da baixa solubilidade e absor¢ao
do medicamento, o répido efeito de primeira passagem — 0 que impacta em uma

biodisponibilidade limitada -, além de oscilagbes da concentracdo plasmatica e da interacao
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com a dieta (Avula et al., 2023). A caracterizacdo de particulas nanotecnoldgicas é
imprescindivel para garantir a producdo de sistemas coloidais estaveis e com parametros
primordiais para otimizacédo da eficacia de um ativo ou de um medicamento nanoencapsulado
(Kenechukwu et al., 2022). Neste sentido, estimando-se obter uma aplicabilidade eficiente de
administracdo transdérmica, o tamanho das particulas € um ponto crucial, pois visa a interagdo
da formulacdo com os seus componentes moleculares e com a barreira epidérmica (Avula et
al., 2023).

E inquestionavel que o tamanho médio das particulas nos sistemas lipidicos depende
de sua producdo e composicado, uma vez que isso pode estar correlacionado ao processo de fuséo
e de solidificacdo durante o processo produtivo do carreador lipidico nanoestruturado (Khan et
al., 2024). Além disso, apesar da amplitude e do tempo de sonicacdo a que os carreadores sdo
submetidos, os fatores mencionados anteriormente tendem a ser resistentes aos parametros de
cisalhamento da sonda, sendo capazes de minimizar a reducdo das particulas em escala
nanométrica (Khan et al., 2024; Apostolou et al., 2021).

De maneira geral, CLNs tendem a ser sistemas nanométricos na faixa de tamanho
abaixo de 1000 nm (Khan; Sharma; Jain, 2022). Somado a isso, estudos relatam que particulas
com tamanho de 100 nm sdo capazes de penetrar as camadas mais profundas da pele, ao passo
que particulas com tamanho de 300 nm tendem a atingir as camadas mais superficiais
(Santonocito; Puglia, 2025). Em suma, particulas menores tendem a apresentar um efeito
positivo na penetracdo transdérmica do farmaco nanoencapsulado. Este fato correlaciona ao
entendimento de que quanto menor a particula, maior a sua area interfacial e, com isso, melhor
a permeabilidade do ativo (Akombaetwa et al., 2023).

O indice de polidispersao (Pdl) é um parametro fisico-quimico que indica a
homogeneidade de um nanossistema. Sistemas coloidais mais homogéneos, consequentemente,
monodispersos, tendem a apresentar maior estabilidade a longo prazo, reduzindo a formacéo de
agregados lipidicos (Santana et al., 2023; Alamoudi et al., 2024). Neste contexto, a literatura
relata que o indice de polidispersdo de um sistema produzido e caracterizado para fins comerciais
deve estimar valores <0,25 (Uchéa et al., 2025). Todavia, outros autores afirmam que valores
< 0,30 ainda caracterizam um Sistema monodisperso e menos propenso a agregacao (Correia et
al., 2024). E importante pontuar que a representagio numérica do Pdl varia entre 0,00 e 1,00,
valores acima de 0,70 sugerem uma ampla distribuicdo das particulas, resultando em sistemas
polidispersos com maior tamanho médio e menor estabilidade (Uchéa et al., 2025).

O potencial Zeta () é outro parametro fisico-quimico que avalia a estabilidade das
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formulages com base na diferenca da carga entre a superficie das particulas e a carga na regido
de cisalhamento da dupla camada final de Stern, que pode ser exposta de maneira positiva,
negativa ou neutra, a depender dos constituintes utilizados em sua composicdo (Musielak;
Feliczak-Guzik; Nowak, 2022; Németh et al., 2022). Em resumo, ele mensura a carga da
particula ou sua repulsdo eletrostatica em milivolts (mV), estimando a eficicia das
nanoparticulas na interacdo com sistemas bioldgicos (Musielak; Feliczak-Guzik; Nowak,
2022). Em sistemas coloidais, a estabilidade resulta do equilibrio entre as forcas atrativas de
van der Walls e as interacdes repulsivas da dupla camada elétrica, conforme a teoria DLVO
(teoriade Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) (Yang; Wen, 2022; Agmo Hernandez, 2023).
Nesta perspectiva, potenciais Zeta elevados (>|20] mV) favorecem a repulsdo eletrostética,
reduzindo a agregacao, prevenindo a floculacdo e aumentando a estabilidade coloidal (Németh
et al., 2022).

Corroborando aos parametros mencionados anteriormente, a cera de abelhase
destaca como um produto natural capaz de atribuir o efeito oclusivo na pele. Ou seja, trata-se de
um ativo com propriedades benéficas na barreira cutanea semi-oclusiva, reduzindo a perda de
agua transepidérmica e retendo a hidratacdao, somado a sua capacidade emoliente, o que reduz
a presenca de sintomas associados a doencas de pele, a exemplo da mastite (Joukhadar et al.,
2024). Diante dos resultados observados, do custo reduzido e de se tratar de um produto natural,

foi definido a cera de abelha como lipidio s6lido utilizado no nanossistema alvo do estudo.

5.2.2 Efeitos dos tensoativos na composi¢do dos CLNs
Definido o lipidio s6lido utilizado no nanossistema, deu-se seguimento ao estudo de
pré-formulacdo com testes experimentais relacionados a variacao dos tensoativos lipofilicos e

hidrofilicos. Desta forma, foi utilizado cera de abelha (GM Ceras®) (1,5%) como lipidio sélido,

o0leo essencial de orégano (1,5%) como lipidio liquido e uma variacdo de tensoativos, sendo,
respectivamente, monoesterato de sorbitano 60 (Span® 60) e fosfatidilcolina (Lipoid® S-100)

0s tensoativos lipofilicos e polissorbato 80 (Tween® 80) e polaxamer 188 (Pluronic® F-68)

como hidrofilicos (0,5% e 1%), conforme exposto na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados da caracterizacdo fisico-quimica dos carreadores mediante a variacdo dos tensoativos
lipofilicos e hidrofilicos

Concentracdo dos Componentes (%) Solvente
Formulag&o ,(HL) Tamanho Pdl PZ (mV)
Cera | OEO | span® 60 |[Tween® 80| Agua (nm)
CLNST1 15 15 0,05 0,05 960 269,7 £75 0,29 £0,04 -28,2 0,6
CLNST2 15 15 0,10 0,10 950 2508 £ 31 0,38+0,01 -262+1,1
CLNST3 15 15 0,10 0,05 955 2541 +11 0,28 £0,01 -284 0,6
CLNST4 15 15 0,05 0,10 955 2174 26 044 £0,05 -256+13
Formulagéo| Cera | OEO | Lipoid® |Tween® 80 Agua Ta(rrr: ;r;ho Pdl PZ (mV)
CLNLT1 15 15 0,05 0,05 960 4833 +£70 0,59 £0,10 -26,1 £05
CLNLT2 15 15 0,10 0,10 950 5385 +65 0,78 +£0,15 -246 +£0,7
CLNLTS3 15 15 0,10 0,05 955 767,2 £220 0,79 £0,04 -258 +1,0
CLNLT4 15 15 0,05 0,10 955 376,6 £ 55,0 0,48 £ 0,01 -25,7 £0,6
Formulacéo| Cera | OEO | Span® 60 | Pluronic® | Agua Ta(rrr: rz:]r;ho Pdl PZ (mV)
CLNSP1 15 15 0,05 0,05 960 308,7 £ 12,1 0,43 +0,05 -350 +0,7
CLNSP2 15 15 0,10 0,10 950 2829 +83 0,38 +£0,02 -30,3+1,0
CLNSP3 15 15 0,10 0,05 955 3534+78 035+006 -31,0+x11
CLNSP4 15 15 0,05 0,10 955 383,2 +279 055005 -30,7+1,0

Proprio autor, 2025. Dados da pesquisa: Pardmetros de sonica¢do (60%, 70 segundos). Legenda: CLNST:
Carreador lipidico nanoestruturado contendo Span® 60 e Tween® 80. CLNLT: Carreador lipidico nanoestruturado
contendo Lipoid® 5100 e Tween® 80. CLNSP: Carreador lipidico nanoestruturado contendo Span® 60 e
Pluronic® F-68. Lipidio solido: cera de abelha. Lipidio liquido: 6leo essencial de orégano (OEOQ). Tensoativos

lipofilicos: Span® 60 e Lipoid® $100. Tensoativos hidrofilicos: Tween® 80 e Pluronic® F-68. Pdl: indice de
polidispersdo; PZ: potencial Zeta (mV).

Ao observar os resultados dos tensoativos lipofilicos e hidrofilicos, Span® 60 e

Tween® 80 apresentaram os menores valores de tamanho de particula e indice de polidispersao,
conforme observado na Tabela 3. Diante disso, a formulacdo CLNST3, composta por cera de
abelha (1,5%), 6leo essencial de orégano (1,5%), Span® 60 (1%) e Tween® 80 (0,5%),
obteve os melhores resultados de tamanho de particula 254,1 + 1,1 nm, Pdl de 0,28 + 0,01 e
PZ de -28,4 + 0,6 mV. Diferentemente do que pode ser observado nas formula¢cbes CLNLT3 e

CLNSP3, compostas, respectivamente, por Lipoid® S-100 e Tween® 80 e Span® 60 e

Pluronic® F-68 como tensoativos. Mesmo diante as mesmas proporces dos componentes
utilizados, apresentaram tamanho de particula de 767,2 + 22,0 e 353,4 £7,8, Pd1 0,79 £ 0,04 e
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0,35+ 0,06 e PZde -25,8 +1,0e-31,0 = 1,1 mV, respectivamente.
A literatura descreve o estudo experimental de Unissa et al. (2023) sobre a selecéo dos
surfactantes que serdo incorporados em carreadores lipidicos visando a realizacdo de ensaios

farmacoldgicos. Os autores observaram que o uso de Polaxamer 188 (Pluronic® F-68) e
Polissorbato 80 (Tween® 80) influenciou diretamente a morfologia das particulas. Conforme

analise microscopica, as particulas formuladas com Pluronic® F-68 apresentaram formato
aproximadamente esférico e alta tendéncia a formacédo de agregados lipidicos. Em contraste,

aqueles contendo Tween® 80 exibiram formato mais regular e menor propensao a agregacéo,
proporcionando uma melhor estabilidade estrutural, com tamanho de particula entre 118,4 +£5,94
e 294,8 £+ 2,49 nm, atribuindo os menores resultados ao aumento da concentragéo do tensoativo.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com os achados da literatura sobre a
influéncia dos tensoativos na estabilidade e no tamanho das particulas. A formulacdo contendo

Pluronic® F-68 apresentou maiores diametros médios (282,9 + 8,3a383,2 + 27,9 nm) e indices
de polidispersédo (0,35 + 0,06 a 0,55 + 0,05). Em contrapartida, a substitui¢cdo desse tensoativo

pelo Tween® 80 resultou em particulas menores (217,4 + 2,6 e 269,7 + 7,5 nm) e um PdlI
limitado (0,28 + 0,01 e 0,44 * 0,05). Considerando que a literatura recomenda, para aplicacao
topica, particulas com diametro inferior a 300 nm e Pdl abaixo de 0,30 (Uchda et al., 2025; Németh
et al., 2022), os resultados indicam que a formulagdo com Tween® 80 se encontra dentro dos
parametros fisico-quimicos adequados para carreadores lipidicos. Em relacdo ao potencial Zeta,
ndo foi possivel estabelecer um critério comparativo definitivo para determinar o melhor
tensoativo hidrofilico. O Pluronic® F-68 apresentou valores superiores a -30 mV, enquanto o
Tween® 80 obteve valores acima de -25 mV, embora inferiores aos obtidos com o Pluronic®.

A literatura descreve o Pluronic® como um copolimero aniénico com capacidade de
automontagem em meio aquoso, conferindo-lhe propriedades hidrofilicas devido a presenca de
grupos hidroxila e carboxila, caracterizando a carga terapéutica negativa em nanossistemas
particulados (Takegawa et al., 2025; Khaliqg et al., 2023). Em contrapartida, o0 Tween® 80 é um
surfactante ndo i6nico com elevada capacidade de adsor¢do em superficies oleosas, promovendo
a reducdo da tensdo interfacial e prevenindo a agregacéo lipidica (Laosinwattana et al., 2025).
Dessa forma, a escolha do tensoativo ndo foi examinada em variagOes significativas que
pudessem ser justificadas através da carga de superficie.

O Lipoid® S100 é uma lecitina de soja composta exclusivamente por fosfatidilcolina,
um fosfolipidio de membrana que contribui para 0 aumento da eficiéncia de encapsulamento de

farmacos em matrizes lipidicas, reduzindo o vazamento dos componentes (De Souza et al., 2020).
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Esse composto anfifilico possui propriedades que favorecem a biodisponibilidade do farmaco e
sua interacdo em fluidos bioldgicos (Harasym; Banas, 2024). Todavia, 0 monoesterato de
sorbitano (Span® 60) é um surfactante lipofilico formado por ésteres de sorbitol e acidos graxos,
caracterizado pela sua elevada em sistemas 6leo-em-agua (O/A) e dgua-em-6leo (A/O), aspecto
essencial para 0 armazenamento de dispersdes coloidais (Bharti et al., 2022; Zheng; Zheng; Zhu.,
2022).

Considerando a influéncia dos surfactantes lipofilicos, os resultados deste estudo
destacam parémetros relevantes para a obtencdo de transportadores lipidicos estaveis e com
menor tendéncia a agregacgdo lipidica. A formulagdo contendo Tween® 80 como tensoativo
hidrofilico e Span® 60 como tensoativo lipofilico apresentou menores diametros médios (217,4
+ 2,6 e 269,7 + 7,5 nm) e indices de polidispersdo (0,28 + 0,01 e 0,44 + 0,05). Esse
comportamento pode ser atribuido a composicao estrutural dos grupos ésteres e acidos graxos, que
conferem ao sistema uma estrutura amorfa, facilitando a compactacdo do material lipidico. Esse
fato aprimora a eficacia do encapsulamento do ativo e resultando em uma dispersdo mais
homogénea (Bharti et al., 2022).

Por outro lado, a substituicdo do Span® 60 por Lipoid® S100 resultou em particulas com
didmetros entre 376,6 + 55,0 e 767,2 + 22,0 nm, além de Pdls variando de 0,48 + 0,01 e 0,79 %
0,04, indicando menor heterogeneidade. Esse comportamento pode ser atribuido a maior densidade
do tensoativo, caracterizado pela sua elevada temperatura de fusdo, o que favorece a solidificacdo
e reduz o movimento browniano das particulas. Quanto ao potencial Zeta, ndo foi possivel
estabelecer um critério comparativo definitivo para determinar o tensoativo lipofilico mais
adequado, pois ndo foram observadas diferencas significativas na carga de superficial das
particulas.

Diante dos resultados observados, foi definido o Monoesterato de Sorbitano (Span®
60) como tensoativo lipofilico e o Polissorbato 80 (Tween® 80) como tensoativo hidrofilico
para compor o nanossistema do presente estudo.

5.3 EFEITO DOS PARAMETROS DE PRODUCAQ DOS CLNS

5.3.1 Tempo de Sonicagdo

Durante o processo de producdo, utilizou-se o sonicador ultrassdnico para avaliar a
influéncia do tempo de sonicacgéo, variando entre 30 e 180 segundos. Atraves desse processo,
foi possivel analisar o impacto da sonicagdo no tamanho das particulas (nm), no indice de

polidisperséo (Pdl) e no potencial Zeta (mV), conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. Efeito da variacdo do tempo de sonicacdo nos parametros de tamanho das particulas (nm) (A),
indice de polidispersdo (B) e potencial Zeta (mV) (C)
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Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism®. Legenda: sCLN: Carreador lipidico
nanoestruturado avaliado conforme a influéncia do tempo de sonicagdo no sonicador de ponteira ultrassdnica.

Os resultados obtidos indicaram que a formulacdo SCLN3, quando submetida a
sonicagdo por 60 segundos, apresentou 0 menor tamanho de particula (201,3 = 0,9 nm). No
entanto, essa mesma formulacdo exibiu um indice de polidispersdo elevado (0,46 + 0,05),
ultrapassando o limite de 0,30 recomendado para particulas monodispersas. Diante disso,
considerando as caracteristicas fisico-quimicas de tamanho (nm) e indice de polidispersao
(Pdl), as formulacdes produzidas apresentaram melhores resultados quando submetidas a um
tempo de sonicacdo menor, especificamente de 30 segundos.

Sendo assim, com 30 segundos de sonicacdo, as formulagdes contendo diferentes
concentragdes de surfactantes lipofilicos e hidrofilicos, apresentaram tamanho de particula entre
217,2+ 0,7 e 235,3 £4,0 nm; Pdl entre 0,25 £ 0,04 e 0,33 + 0,03 e potencial Zeta (PZ) variando
de -28,6 + 1,3 a -29,8 £ 0,7 mV. Em contraste, ao aumentar o tempo de sonicacdo para 180
segundos, nas mesmas concentragdes, observou-se um aumento no tamanho das particulas
(272,4 £5,9a383,6 + 18,1 nm); no PdlI (0,35 + 0,04 a 0,52 + 0,03) e variacdo no PZ (-28,5
0,6e-34,1+1,0mV).

De forma concisa, conforme descrito por Bukke et al. (2024), a aplicacdo de energia
ultrassonica em dispersdes coloidais, como os carreadores lipidicos nanoestruturados, promove
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a fragmentacdo de goticulas maiores em menores, resultando em particulas de menor tamanho
médio. Contudo, a literatura indica que esse efeito depende da composicdo lipidica do
nanossistema, e, nesse contexto, o efeito inverso também pode ocorrer (Ajiboye et al., 2021).
Ou seja, a extensdo do tempo de sonicagdo pode ndo apenas aumentar o tamanho das particulas,
mas também induzir a degradacéo lipidica (Bukke et al., 2024). Esse fenémeno pode estar
relacionado a coalescéncia de particulas menores, que, devido a elevada energia de
cisalhamento, ndo conseguem ser fragmentadas em dimensdes ainda menores (Ajiboye et al.,
2021). Com base na andlise dos resultados obtidos, determinou-se que o tempo de sonicacéo de
30 segundos foi 0 mais adequado para 0s nanossistemas produzidos, proporcionando melhores
parametros em relacdo ao tamanho das particulas (nm), indice de polidisperséo (Pdl) e potencial
Zeta (mV).

5.3.2 Amplitude de Sonicacao

Apds definir o tempo de sonicacdo, foi avaliado a variacdo da amplitude de sonicacao
entre 40 e 80%, onde, diante dele, sera possivel avaliar a influéncia deste pardmetro nos
resultados de tamanho das particulas (nm), indice de polidispersdo (Pdl) e potencial Zeta (mV),

conforme demonstra a Figura 9.

Figura 9. Efeito da variacdo da amplitude de sonicagdo nos pardmetros de tamanho das particulas (nm)
(A), indice de polidispersdo (B) e potencial Zeta (mV) (C)
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Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism®. Legenda: aCLN: Carreador lipidico
nanoestruturado avaliado conforme a influéncia da amplitude de sonicacdo no sonicador de ponteira ultrassonica.
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Os resultados obtidos das formulagdes, quando submetidas a uma poténcia de
sonicagdo de 40%, apresentou valores de tamanho de particula entre 218,2 + 3,3, e 270,7 £ 5,0
nm; Pdl entre 0,25 + 0,01 e 0,4 £ 0,02 e potencial Zeta variando de -31,5+0,9a-34,4+1,0
mV. Por outro lado, em uma poténcia aplicada de 60%, apresentaram resultados de tamanho
variando de 246,1 + 7,6 a 280,3 £4,8 nm; Pdl de 0,24 + 0,02 a 0,36 + 0,04 e PZ entre -25,7 e -
39,1+ 0,4 mV. Por fim, na maior poténcia de sonicacgao testada (80%), foram obtidos um valor
médio de tamanho entre 211,3 £ 1,9 e 249,0 £ 2,1 nm; Pdl entre 0,22 + 0,01 e 0,28 £ 0,03 e
PZde-319+1,2a-458+13mV.

Diante disso, observou-se que particulas produzidas em menor poténcia de sonicacdo
(40%) apresentaram maior indice de polidispersdo e menor carga de superficie. Além disso,
guando em 60% de sonicacao, as formulacdes apresentaram o0s maiores resultados de tamanho
de particula e elevadas variaces no Pdl. Finalmente, com 80% de poténcia, todas as
formulacdes exibiram menores tamanhos e indices de polidispersdo, mostrando uma exibicéo
entre os pardmetros comparativos. Ademais, as particulas obtidas nessa condicdo revelaram
melhores resultados de carga superficial, indicando uma maior estabilidade ao longo do tempo.

Esses achados podem ser justificados através das condicBes operacionais do
equipamento. Durante o processo de producdo, o sonicador de ponteira ultrassonica (também
conhecido como desruptor de células) emite ondas ultrassénicas de alta frequéncia que se
propagam através do meio liquido, gerando pressdes e vibracfes mecanicas na amostra (Zhu et
al., 2024). Esse fendmeno leva a cavitacao acustica, na qual microbolhas colapsam, liberando
energia significativa (Low et al., 2022). Como resultado, ocorre a movimentacao intensa do
meio, com a geracdo de ondas mecanicas e microcorrentes, promovendo a fragmentacdo das
particulas em tamanhos menores (Shen et al., 2023).

Nesse contexto, 0 maior tempo, a maior amplitude e a maior pressdo de sonicacao
favorecem as particulas de menor tamanho, devido as intensas forcas de cisalhamento geradas
pelo equipamento (Low et al., 2022). No entanto, esse parametro pode variar conforme 0s
componentes utilizados para composic¢ao do carreador, uma vez que certos materiais podem
sofrer degradabilidade durante o processo produtivo (Zabot; Vigano; Silva, 2021).

Assim, considerando estes fatos e o tempo de sonicagéo pré-definido de 30 segundos,
os resultados obtidos apresentaram melhores pardmetros de caracterizagdo fisico-quimica com
a amplitude do equipamento ajustada para 80% na producdo do nanossistema. Com isso, a
formulacdo aCLN3 apresentou melhores valores de tamanho (211,3 + 1,9 nm), indice de
polidisperséo (0,22 + 0,01) e potencial Zeta (-37,5 £ 1,1 mV), conforme relatado na literatura,

sendo estes dentro dos parametros estabelecidos no que tange a uma aplicabilidade topica.
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5.4 PLANEJAMENTO ESTATISTICO EXPERIMENTAL DO TIPO BOX-BEHNKEN

O planejamento experimental do tipo Box-Behnken resultou em 15 formulagdes do

tipo carreador lipidico nanoestruturado com aparéncia macroscopica branca leitosa

caracteristico de coloides. Diante dos resultados obtidos experimentalmente, as formulacGes

produzidas obtiveram tamanho médio de particula entre 138,1 + 2,2 e 302,3 = 6,7 nm, PdI

entre 0,15 + 0,01 €0,54 £ 0,02 e PZ entre -21,5 £ 0,04 € -49,5 + 1,7 mV (Tabela 4).

Desta forma, o design experimental (DOE) foi realizado com base nas analises do

diagrama de Pareto, graficos de superficie de resposta, limites de confiabilidade, valores

observados vs. valores previstos e perfis para valores previstos e desejabilidade, a fim de

identificar os efeitos da influéncia das variaveis independentes e suas intera¢des para obtencdo

dos resultados de tamanho das particulas e potencial Zeta.

Tabela 4. Planejamento experimental do tipo Box-Behnken para otimizacdo dos carreadores lipidicos com
diferentes concentracdes de lipidios e tensoativo hidrofilico

Formulages Concentrac6es dos Componentes (mg) | Tamanho P PZ (MV)
Cera de Abelha OEO Tween 80 (nm)
1 10 30 10 2016+41 024+£002 -438+172
2 60 10 20 196,4+32 0,19+0,01 -332+0,9
3 10 30 30 1972+49 043+0,07 -38,2+0,4
4 35 30 20 2294+12 042+0,03 -235+0,7
5 35 30 20 2305+95 054+0,02 -215+04
6 60 50 20 2412+0,7 046+0,03 -40,3+1,0
7 35 30 20 236,2+42 0,29+0,03 -248+04
8 10 10 20 141,0+4,0 0,32+0,03 -348+3,6
9 35 50 10 201,3+36 0,17+0,03 -495+17
10 60 30 10 2115+57 0,20+0,08 -395+0,5
11 10 50 20 196,0+1,4 041+0,05 -37,1+05
12 35 10 10 2413+57 0,27+0,01 -382+0,8
13 60 30 30 2432+3,1 0,28+0,02 -342+0,8
14 35 10 30 138,1+32 0,15+0,01 -257+1,0
15 35 50 30 302,3+6,7 031+0,12 -41,4+0.2

Fonte: Proprio autor, 2025. *O valor de Span® 60, utilizado como tensoativo lipofilico, foi padronizado em
20 mg para todas as formulagbes produzidas. Legenda: Lipidio sdlido: cera de abelha. Lipidio liquido: éleo
essencial de orégano (OEO). Tensoativo lipofilico: Span® 60. Tensoativo hidrofilico: Tween® 80. Pdl: indice de

polidispersdo; PZ: potencial Zeta (mV).
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Inicialmente, a analise do diagrama de Pareto permitiu identificar as variaveis
estatisticamente significativas no tamanho das particulas durante a producdo dos CLNs (Figura
10), fornecendo valores lineares (L) e quadraticos (Q) para as interacdes. Segundo Uchda e
colaboradores (2025), interacdes lineares representam a correlagdo direta de duas variaveis,
incluindo um impacto proporcional na resposta. Ja as interacGes quadraticas possibilitam a
modelagem da curvatura na superficie de resposta, abrangendo ndo apenas 0s termos
quadraticos das variaveis, mas também os termos de interacao.

A qualidade do ajuste do modelo proposto foi avaliada pelo coeficiente de
determinacdo (R2), que mostra um nivel de confianca na probabilidade de valores previstos vs
observados. A matriz foi considerada estatisticamente significativa (R2=0,9804), tendo 98,0%
de variabilidade na variavel de resposta. Além disso, a alta significancia do modelo foi
confirmada pelo valor do coeficiente de determinacéo ajustado (Adj R?=0,9451), garantindo
um alto nivel de fidelidade aos dados explorados.

Conforme relata Abas et al. (2023), o gréfico de Pareto é composto por barras expressas
indicativas do efeito das varidveis independentes — seja de forma individual dos componentes,
seja atraves da interacao bidirecional entre dois componentes — e sua resposta, atribuida como
variavel dependente, @ medida que os valores apresentados a direita correspondem aos efeitos
favoraveis ou ndo a resposta esperada. No que tange a isto, se o valor atribuido aquela resposta
for positivo, isto torna-se um indicativo de que a variavel em questdo tende a contribuir para o
aumento do tamanho da particula. Em contraponto, se negativo, ele tende a impactar na redugéo
de tal pardmetro. Outro ponto a ser observado no gréafico é a presenca de uma linha de referéncia
em vermelho, indicando que, varidveis que cruzam esta linha podem ser consideradas
parametros significativos ao delineamento experimental.
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Figura 10. Gréfico de Pareto dos efeitos das varidveis independentes conforme os resultados de tamanho
das particulas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Statistica® (StatSoft®, versdo 12.0). Legenda: OEO: éleo
essencial de orégano, CA: cera de abelha. T80: Tween® 80.

Considerando cada uma das varidveis apresentadas no diagrama de Pareto, o 6leo
essencial de orégano, cera de abelha e Tween® 80 demonstraram ser variaveis independentes do
estudo que obtiveram um efeito significativo na producdo de CLN. cera de abelha e 4leo
essencial de orégano (L e Q) demonstraram um maior efeito no aumento do tamanho das
particulas, ao passo que a interagdo de Tween® 80 (L) com OEO (L) e cera de abelha (L)
também demonstraram um efeito positivo para o aumento do tamanho das particulas. Em
contrapartida, Tween® 80 (L e Q) e a interagdo de cera de abelha (L) com OEO (L) ndo
ofereceram efeito significativo para a producao dos carreadores.

Estudos indicam que concentracdes elevadas de lipidios solidos, especialmente aquelas
com altos pontos de fusdo, como a cera de abelha, resultam em um aumento do didametro das
particulas devido a maior interferéncia ao sistema, comprometendo a homogeneidade e a
estabilidade do nanossistema (Subramaniam; Siddik; Nagoor, 2020; Viegas et al., 2023). Esse
efeito justifica o impacto positivo da cera de abelha no aumento do tamanho das particulas.

Por outro lado, estudos de Sonar et al. (2023) indicam concentracfes elevadas de 6leo
essencial de orégano podem levar ao aumento do tamanho das particulas. De maneira semelhante,
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uma pesquisa desenvolvida por Aguilar-Pérez et al. (2021) avaliou a produgdo de lipossomas
contendo OEO e observou que particulas de menor tamanho foram inicialmente obtidas em
concentracBes mais altas de 6leo. Entretanto, apds uma semana de armazenamento, obteve-se um
aumento significativo no diametro das particulas, sendo esse incremento superior as demais
formulacdes. Esse aspecto pode ser atribuido ao extravasamento do lipidio da matriz do carreador,
em que o 0Oleo essencial de orégano demonstrou impacto positivo no aumento do tamanho das
particulas.

O Tween® 80, embora seja um tensoativo estabilizante, ndo apresentou um efeito
significativo isolado na producdo do nanossistema. No entanto, sua interacdo com os lipidios
liquidos e solidos influenciou de maneira substancial a formacéo de goticulas de maior didametro
médio em sistemas coloidais, comprometendo a estabilidade do sistema produzido.

A literatura aponta que os tensoativos exercem um duplo efeito na sintese de
nanoparticulas lipidicas: por um lado, promovem a estabilizac&o interfacial e evitam a agregacao
de goticulas menores durante o processo de resfriamento; por outro lado, podem aumentar a
frequéncia de colisGes entre as particulas, o que, em determinadas condi¢des, pode resultar na
reducdo do seu tamanho (Sakellari et al., 2021). Esse efeito pode estar diretamente relacionado
ao aumento da concentracdo de lipidios no sistema, modulando a dinamica de formacéo e
estabilizacdo das nanoparticulas.

A Figura 11 representa as médias marginais e os limites de confiabilidade a partir da
interacdo entre as varidveis independentes e a influéncia na distribuicdo do tamanho das
particulas. Com isso, é possivel avaliar as proporcdes adequadas entre os compostos lipidicos e
o0 tensoativo hidrofilico presente no processo produtivo. Desta forma, é notério que menores
tamanhos de particulas podem ser obtidos na menor concentracdo de 6leo essencial de orégano
(10 mg), mantendo uma propor¢do consideravel de cera de abelha (10 e 35 mg) e uma
concentracdo variavel de Tween®80 (20 e 30 mg). Em ambos os casos, a reducao do tamanho
das particulas dependerd de maneira inversamente proporcional do lipidio sélido e do
tensoativo hidrofilico.
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Figura 11. Médias marginais e limites de confiabilidade das varidveis independentes usadas no

planejamento experimental conforme os resultados de tamanho das particulas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Statistica® (StatSoft®, versdo 12.0). Legenda: OEO: éleo
essencial de orégano, Cera: cera de abelha.

Exemplificando este cenario, é possivel obter particulas < 150 nm ao utilizar 10 mg de
6leo essencial de orégano, 10 mg Cera de Abelha e 20 mg de Tween®80. De modo contrario,
se mantido a concentracdo de OEO em 10 mg, porém utilizando 35 mg de cera de abelha,
consequentemente, deve ocorrer 0 aumento do Tween®80 para 30 mg, indicando que uma maior
concentracdo de tensoativo hidrofilico torna-se necessario para suprir 0o aumento da
concentracdo de lipidio sélido.

Os gréficos de superficie de resposta (Figura 12) ttm como objetivo evidenciar, a
partir das interacOes entre os diferentes componentes, quais seriam as concentragdes utilizadas
para cada constituinte - variaveis independentes - para se obter os menores tamanhos de
particulas — variavel dependente -.
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Figura 12. Gréaficos de superficie de resposta gerados através do planejamento experimental por meio do
software Statistica® mediante os resultados de tamanho das particulas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Statistica® (StatSoft®, versdo 12.0). Legenda: A) Tween® 80 e
6leo essencial de orégano; B) Tween® 80 e cera de abelha; C) 6leo essencial de orégano e cera de abelha.

A Figura 12 (A) indica que menores tamanhos de particulas podem ser obtidos

conforme a interacdo de maiores concentracdes de Tween® 80 e dleo essencial de orégano,

respectivamente, tensoativo hidrofilico e lipidio liquido. Por outro lado, ao comparar a interagao

entre Tween® 80 e cera de abelha (B), o tensoativo tende a ser uma variavel mais versatil, uma
vez que particulas < 200 nm podem ser produzidas independentemente da concentragdo
utilizada, desde que, os nanossistemas contenham uma baixa concentracgdo do lipidio s6lido em
sua composicdo final. Por fim, ao comparar o 6leo essencial de orégano e a cera de abelha (C),
os gréaficos de superficie de resposta indicam uma melhor interacdo entre esses componentes
qguando em menores concentragdes desses constituintes na formulacgéo produzida.

A literatura aponta que os lipidios desempenham um papel essencial na constitui¢do
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de carreadores lipidicos nanoestruturados, promovendo um aumento da carga do medicamento,
na duracdo da acédo e na estabilidade prolongada do sistema (Mittal et al., 2024). Aliado a isso,
estudos revelam que a utilizacdo de lipidios reduz a necessidade de surfactantes toxicos para o
paciente, favorecendo uma entrega terapéutica segura e eficaz. Contudo, é extremamente
reconhecido que, para a formulacdo de um nanossistema lipidico, a interacdo entre seus
componentes é um fator crucial, uma vez que suas propriedades fisico-quimicas podem
influenciar no tamanho e na homogeneidade do sistema coloidal, dependendo das substancias
e das concentragcdes empregadas.

Conforme a literatura, o lipidio solido é a fase dispersa caracterizada por longas
cadeias e, apesar de crucial para a compactacdo do lipidio liquido na matriz do nanossistema,
sua concentracao deve resultar em uma matriz amorfa capaz de aprimorar o encapsulamento e
transporte do farmaco (Gravan et al., 2023; Viegas et al., 2023). Quando em concentragdes
elevadas, ele tende a influenciar na cristalinidade do sistema, resultando no aumento do
tamanho das particulas (Apostolou et al., 2021). Por outro lado, os surfactantes surgem como
agentes estabilizantes, uma vez que controlam a tensdo interfacial entre os componentes,
promovem a estabilizacdo do processo de cristalizacdo dos lipidios e geram repulsdo elétrica e
eletrostatica entre os carreadores (Thuy et al., 2022; Mall et al., 2024).

Dessa forma, o incremento da concentracdo de dleo de orégano exige um aumento

proporcional a concentracdo do Tween” 80, um tensoativo hidrofilico essencial para reducao
da tensdo interfacial e do didmetro das particulas. Em contraste, quando a concentragdo do
lipidio s6lido, como a cera de abelha, é reduzida, a quantidade necessaria do tensoativo
hidrofilico torna-se variavel, uma vez que a solidificacdo ou cristalizacdo do nanosisstema
ocorre de forma menos intensa. Por fim, a obtencdo de carreadores com menor didmetro requer
concentracOes reduzidas de lipidios liquidos e solidos, evitando a formagdo de goticulas de
maior tamanho, que poderiam aumentar o diametro médio das particulas e intensificar a
polidispersédo do sistema.

O grafico de perfil para valores previstos e desejabilidade (Figura 13) apresenta a
concentracdo ideal dos compostos, determinada a partir dos ensaios experimentais com
planejamento fatorial, para a producdo de um carreador lipidico nanoestruturado com tamanho
médio de particula de 123,5 nm. De acordo com o software, a obtencéo de particulas menores

é favorecida pelo uso de 22,5 mg de cera de abelha como lipidio sélido, 10 mg de éleo

essencial de orégano como lipidio liquido e 30 mg de Tween® 80 como surfactante hidrofilico.



Figura 13. Gréficos dos perfis para valores previstos e desejabilidade obtidos através do planejamento
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A Figura 14 apresenta o diagrama de Pareto durante a producéo dos CLNs, a fim de

identificar as varidveis estatisticamente significativas na carga de superficie das particulas,

fornecendo valores lineares (L) e quadraticos (Q) para as interagcdes. Diante disso, a qualidade

do ajuste do modelo proposto foi avaliada pelo coeficiente de determinagéo (R?), que mostra um

nivel de confianga na probabilidade de valores previstos vs observados. A matriz foi

considerada estatisticamente significativa (R?=0,9258), tendo 92,6% de variabilidade na

variavel de resposta. Além disso, a alta significancia do modelo foi confirmada pelo valor do

coeficiente de determinacao ajustado (Adj R?2=0,7922), garantindo um alto nivel de fidelidade

aos dados explorados.
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Figura 14. Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis independentes conforme os resultados da carga de
superficie das particulas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Statistica® (StatSoft®, versdo 12.0). Legenda: OEO: éleo
essencial de orégano, CA: cera de abelha. T80: Tween® 80.

Considerando cada uma das variaveis apresentadas no diagrama de Pareto, dleo
essencial de orégano, cera de abelha e Tween® 80 demonstraram ser varidveis independentes do
estudo que obtiveram um efeito significativo na producdo de CLN. dleo essencial de orégano
(L) demonstrou um efeito positivo no aumento da carga de superficie, enquanto Cera de Abelha
(Q), 6leo essencial de orégano (Q) e Tween® 80 (L e Q) demonstraram um efeito negativo para
a diminuicdo da carga de superficie das particulas. Por outro lado, cera de abelha (L), assim
como a interacdo de Cera de Abelha (L) e OEO (L) e a interacdo de Tween® 80 (L) com cera de
abelha (L) e OEO (L) ndo ofereceram efeito significativo para a producdo dos carreadores.

A Figura 15 representa as médias marginais e os limites de confiabilidade a partir da
interacdo entre as variaveis independentes e a influéncia na distribuigéo da carga de superficie
das particulas. Diante disso, observou-se as relagdes de proporcionalidade entre 0s compostos
lipidicos e o tensoativo hidrofilico para a producdo do nanossistema. No que tange a isso, a
figura demonstra com base no planejamento experimental que cargas de superficie superior a -
25 mV podem ser obtidos na concentracéo intermediéria de Cera de Abelha (35 mg), menor de
o6leo de orégano (10 mg) e na maior de Tween® 80 (30 mg). Por outro lado, é possivel obter
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carga de superficie de -50 mV, se utilizado diferentes concentracdes de 6leo de orégano (50
mQ), cera de abelha (35 mg) e Tween® 80 (10 mg).

Contudo, com base em nossos dados experimentais, constatou-se que o aumento da
concentracdo de lipidio liquido, em contrapartida a redugdo das concentracdes de lipidio sélido
e tensoativo, realizado em um sistema macroscopicamente polidisperso, com a formacao visivel
de goticulas de 6leo em sua superficie. Esse achado pode ser correlacionado com relatos da
literatura que indicam um aumento no potencial Zeta para valores proximos a -50 mV, atribuido
a maior exposicdo de grupos hidroxilas (-OH) presentes no 6leo essencial de orégano. Esse
efeito sugere a ineficacia do processo de encapsulamento, uma vez que a presenca desses grupos
funcionais na interface indica uma menor incorporacdo do 6leo na matriz lipidica,
comprometendo sua estabilidade (Uchéa et al., 2025).

Figura 15. Médias marginais e limites de confiabilidade das varidveis independentes usadas no
planejamento experimental conforme os resultados da carga de superficie das particulas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Statistica® (StatSoft®, versdo 12.0). Legenda: OEO: éleo
essencial de orégano, Cera: cera de abelha.
O grafico de perfil para valores previstos e desejabilidade (Figura 16) apresenta a

concentracdo ideal dos compostos, determinada a partir dos ensaios experimentais com
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planejamento fatorial, para a producéo de um carreador lipidico nanoestruturado com carga de
superficie acima de -37 mV. Com base no Statistica’, particulas com maior carga de superficie
podem ser obtidas ao utilizar 10 mg de cera de abelha como lipidio so6lido, 10 mg de 6leo

essencial de orégano como lipidio liquido e 30 mg de Tween® 80 como surfactante hidrofilico.

Figura 16. Graficos dos perfis para valores previstos e desejabilidade obtidos através do planejamento
experimental de acordo com os resultados da carga de superficie das particulas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Statistica® (StatSoft®, versao 12.0. Legenda: OEO: 6leo
essencial de orégano, CA: cera de abelha. T80: Tween® 80.

Por outro lado, ao analisar a interacdo dos parametros fisico-quimicos de tamanho (nm)
e carga de superficie (potencial Zeta), a Figura 17 demonstra, com base no gréafico de perfil para
valores previstos e desejabilidade a concentragdo necessaria para a produgdo do nanossistema.
Para tanto, as particulas serdo produzidas ao utilizar 10 mg de cera de abelha como lipidio
sélido, 50 mg de dleo essencial de orégano como lipidio liquido e 30 mg de Tween® 80 como
surfactante hidrofilico.



79

Figura 17. Graficos dos perfis para valores previstos e desejabilidade obtidos através do planejamento
experimental de acordo com os resultados de tamanho e da carga de superficie das particulas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por Statistica® (StatSoft®, versdo 12.0). Legenda: OEO: 6leo essencial de
orégano, CA: cera de abelha. T80: Tween® 80.

5.5 OTIMIZACAO DOS NANOSSISTEMAS PRODUZIDOS

A producdo dos nanossistemas obtidos de acordo com o planejamento experimental
foi descrita anteriormente no item 4.6. Os resultados de caracterizacdo de particula séo

demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5. Otimizagdo das formulacdes obtidas de acordo com o planejamento experimental do tipo Box-

Behnken
Composic¢do dos componentes (%) Tamanho
Formulagdo Pdl PZ (mV)
Cera OEO Tween (nm)
oCLN1 1 1 3 97,7+1,0 0,24 +0,00 -18,6*2,2
0CLN2 2,25 1 3 1324+10 0,22+0,01 -26,0+0,9
0CLN3 1 5 1 241,1+18 0,23+0,01 -385+1,0

Fonte: Proprio autor, 2025. Legenda: oCLN: Carreador lipidico nanoestruturado otimizado. OEO: 6leo

essencial de orégano, Cera: cera de abelha. Tween: Tween® 80. Pdl: indice de polidispersdo. PZ: potencial Zeta
(mV).

Diante dos resultados apresentados, observou-se uma discrepancia dos dados

apresentados ao serem comparados com os resultados delimitados pelo software Statistica com
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base nos gréficos dos perfis para valores previstos e desejabilidade obtidos através do
planejamento experimental.

As formulacdes oCLN1 e oCLN3, produzidas, respectivamente, a partir dos estudos
experimentais desenvolvidos com base nos graficos da carga de superficie e da interacdo entre
tamanho e carga, apresentaram valores diferentes ao estimado pelo estudo. oCLN3 contendo a
maior concentracao de OEO (5%), apresentou um valor mais elevado de carga de superficie (-
38,5 = 1,0 mV), indicando que essa caracteristica pode estar associada a ineficiéncia na
encapsulacdo do o6leo de orégano, resultando na exposicdo dos grupos hidroxilas e,
consequentemente, em uma particula mais negativa. Ademais, embora a formulacdo oCLN2
tenha demonstrado participacdo predominante de similariedade dos dados, ndo foi selecionada
para a continuidade nos experimentos, pois empregou uma concentracdo maior de lipidio sélido
e menor quantidade de lipidio liquido, ativo primordial para a composi¢do do nanossistema
terapéutico em questdo. Dessa forma, mediante os resultados de tamanho e indice de
polidispersdo, selecionou-se a formulagdo oCLN1 como a mais adequada para a

funcionalizacdo dos carreadores.

5.6 FUNCIONALIZACAO DO NANOSSISTEMA OTIMIZADO

A funcionalizacédo se da através da substituicdo ou adi¢do de materiais biocompativeis
a superficie das particulas, a fim de melhorar o nanossistema otimizado. Neste sentido, a Figura
18 resulta da variacdo do tamanho médio das particulas, indice de polidispersdo e potencial Zeta
das formulacbes com o aumento das concentracBes de colesterol, polietilenoglicol (PEG) e

Pluronic® F68 (0,05%, 0,1%, 0,15% e 0,2%).
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Figura 18. Impacto das concentracfes dos componentes funcionalizantes no tamanho médio das
particulas (A), indice de polidispersdo (B) e potencial Zeta (C) na producdo dos carreadores
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism". Legenda: oCLN-PEG: Carreador lipidico
nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol (PEG). oCLN-Col: Carreador lipidico nanoestruturado

funcionalizado com colesterol. oCLN-Plu: Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com Pluronic® Fés.

De modo geral, com excegdo das funcionalizagdes com polietilenoglicol, as
formulacdes obtiveram mudancas significativas nos resultados de tamanho de particula e indice
de polidispersdo, neste Gltimo caso, apresentando-se dentro dos parametros caracteristicos de
homogeneidade ao sistema, com valores de Pdl abaixo de 0,30. Além disso, todos os
nanossistemas funcionalizados também demonstraram bons resultados de potencial Zeta.

A adicdo de polietilenoglicol ao nanossistema aumentou o tamanho das particulas de
forma inversamente proporcional ao aumento da concentragdo. Desta forma, maiores
concentragdes de PEG impactaram na formagao de particulas com menores valores médios de
tamanho em comparagdo ao nanossistema original, podendo ser atribuido este fato a uma
melhor compactacéo deste constituinte. Essa formulagdo também exibiu menor Pdl entre todas
as formulacgdes e mantiveram potenciais Zeta ideais. Diante disso, a formulagdo oCLN-PEG
0,2% foi selecionada com base no valor médio de tamanho (94,7 = 1,9 nm), Pdl (0,24 £ 0,01) e
PZ (-4,3 £ 0,2 mV) obtido. As formulagOes de PEG sdo caracterizados por apresentarem valores
de potencial Zeta proximos a neutralidade, parametros considerados primordiais para
estabilidade deste nanossistema.

As formulacdes de colesterol ndo obtiveram mudangas significativas no tamanho das
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particulas (109,3 £ 0,6 a 120,2 + 0,2 nm) e no valor do indice de polidisperséo (0,25 + 0,02 a
0,29 £ 0,01) entre as concentracOes, entretanto, apresentaram valores aumentados quando
comparados ao nanossistema otimizado. No que tange ao potencial Zeta, também obtiveram
valores aumentados (-25,2 £ 4,1 a -31,7 = 2,4 mV) quando comparados ao nanossistema
otimizado. A formulacdo escolhida foi selecionada com base na maior concentracdo de
colesterol no nanossistema (0CLN-Col 0,2%) devido ao tamanho de particula obtido (114,2 +
0,7 nm).

Quando comparados a formulagdo otimizada, os tamanhos das particulas dos
nanossistemas funcionalizados com Pluronic® F-68 diminuiram. Diante disso, foram realizados
estudos com Pluronic® F-68 em concentragdes ainda maiores (0,5%, 1% e 2%). No entanto, até
a concentracao de 0,5% adicionada, os Pdls mantiveram-se constantes (0,24 + 0,02 a 0,29 +
0,00) e os potenciais Zeta ainda eram maiores (-24,1 = 3,9 a -29,7 = 0,5 mV) do que os da
formulacéo otimizada. Portanto, devido ao menor tamanho obtido (69,3 + 1,2 nm), foi decidido
continuar os experimentos com a formulagdo oCLN-Plu 0,5%.

As formulacdes de polietilenoglicol (PEG) e colesterol produzidas exibiram uma
aparéncia macroscopica branca leitosa e homogénea com reflexo azulado, caracteristica do
efeito Tyndall, indicando 6tima homogeneidade do nanossistema. Ja as formulacGes de
Pluronic® F-68 apresentaram uma aparéncia microscépica, demonstrando um aspecto
transllcido caracteristica de microemuls6es. A comparacdo dos tamanhos, Pdls e do potencial
Zeta entre todas as formulagdes escolhidas esta exposta na Figura 19.
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Figura 19. Comparacdo do tamanho de particula (A), indice de polidispersdo (B) e potencial Zeta
(C) das formulag6es funcionalizadas selecionadas
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism”. Legenda: oCLN: Carreador lipidico
nanoestruturado otimizado. 0CLN-PEGO0,2%: Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com
polietilenoglicol (PEG) a 0,2%. 0CLN-Col0,2%: Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com colesterol

a 0,2%. oCLN-PIu0,5%: Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com Pluronic® F68 a 0,5%.

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero hidrofilico inerte, disponivel comercialmente
em uma ampla faixa de peso molecular (2 a 10 kDa), sendo amplamente conhecido por sua
baixa toxicidade e resisténcia a adsorcao proteica (Pham Le Khanh et al., 2022). Nos ultimos
anos, seu uso em nanoparticulas tem ganhado destaque devido a sua longa cadeia molecular,
que gera impedimentos estéricos contra ligacbes de proteinas plasmaticas, aumentando a
estabilidade das nanoparticulas (Kenechukwu et al., 2022). Somado a isso, 0 PEG forma uma
camada protetora hidrofilica de revestimento nas nanoparticulas, reduzindo a adesdo da
opsonina, evitando a deteccdo e eliminacdo desse nanossistema pelas defesas imunologicas do
corpo e, assim, prolongando sua meia-vida na circulagdo sanguinea (Pham Le Khanh et al.,
2022; Petrovic; Bita; Barbinta-Patrascu, 2024). Esse efeito reduz a captacdo precoce pelo
sistema reticuloendotelial, favorecendo uma distribuicdo mais eficiente e, consequentemente,
melhorando a eficécia terapéutica (Santhanakrishnan; Koilpillai; Narayanasami, 2024).

Ao funcionalizar os carreadores com polietilenoglicol (PEG), foram encontradas
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particulas de menor tamanho em comparacdo com a formulacdo otimizada, desde que em
concentrag¢fes mais elevadas do modificador de superficie, o que corrobora com os achados de
Bazargani et al. (2025). O aumento do grau de PEGilacdo e, consequentemente, do
revestimento lipidico, desempenha um papel essencial no controle do crescimento das
nanoparticulas durante o processo produtivo. Dessa forma, o PEG atua como um agente
estabilizador, prevenindo a formacdo de agregados e limitando o aumento do tamanho meédio
das particulas, efeito atribuido a sua capacidade de gerar impedimentos estéricos (Bazargani et
al., 2025).

O colesterol é um metabolito essencial na modulacdo de processos relacionados a
autoimunidade, asterosclerose e células cancerigenas (King; Singh; Mehla, 2022). Em sistemas
nanotecnoldgicos lipidicos, ele é incorporando para facilitar a interacdo dos nanossistemas com
a bicamada lipidica das células, além de auxiliar na compactacao no ndcleo oleoso por meio da
desorganizacdo da estrutura cristalina. Esse efeito contribui para a formacdo de particulas
monodispersas com menor tamanho médio e aprimora tanto o transporte quanto a internalizacdo
do farmaco encapsulado (Albertsen et al., 2022; Mehta et al., 2023). No entanto, conforme
observado por Khezri et al. (2021) em seu ensaio experimental, o revestimento em quantidades
muito altas de colesterol em carreadores lipidicos nao apresentou efeito significativo no
aprisionamento do farmaco. Esse achado corrobora com os resultados obtidos neste estudo, nos
quais ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas no tamanho e no indice
de polidispersdo das particulas.

Por fim, o Pluronic®é um copolimero anfifilico biocompativel, com estrutura anidnica,
amplamente reconhecido como um estabilizador estérico de membrana (Takegawa et al., 2025).
Esse polimero possui a capacidade de se automontar em meio aquoso e adaptar sua estrutura a
formacdo de micelas nucleo-casca, tornando- se uma importante classe de agentes hidrofilicos
com carga terapéutica (Khaliq et al., 2023). Nesse contexto, a funcionalizagdo de carreadores
lipidicos com o Pluronic® tem se destacado na literatura devido a sua composicdo estrutural,
que contribui para a formacéo de particulas de pequeno tamanho, reduzindo a rapida depuragéo
e, consequentemente, favorecendo a circulacéo sistémica, a penetracdo em tecidos e a absor¢ado
celular. Além disso, esse polimero apresenta baixa imunogenicidade e alta biodegradabilidade,
caracteristicas desejaveis para aplicaces biomédicas (Naharros- Molinero et al., 2022).

Quando associados a nanotecnologia, o Pluronic® pode ser utilizado em baixas
concentragfes, uma vez que hé relatos na literatura sobre sua toxicidade em doses elevadas.
Nesse sentido, a FDA aprovou o uso das variantes Pluronic® F-68 e F-127 para aplicacdes
terapéuticas (Khaliq et al., 2023). Diante disso, no presente estudo, ao realizar a funcionalizagéo
dos carreadores lipidicos com Pluronic® F-68, o revestimento exibiu particulas com o maior
potencial Zeta negativo, fator atribuido a sua composicdo estrutural rica em grupamentos
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hidroxilas e carboxilicos expostos na superficie do nanossistemas funcionalizado. Ademais, a
estabilizacdo estérica ocasionada pelo Pluronic® resultou em uma melhor distribuicdo do
tamanho e do Pdl das particulas, corroborando com os resultados de Uchda et al. (2025).

5.7 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.7.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A fim de se obter a confirmacdo da estrutura e composi¢do quimica das amostras, bem
como a presenca dos grupos funcionais, é essencial identificar os picos correspondentes a cada
elemento do sistema, além de avaliar possiveis interagdes e a formagdo de novos compostos
resultantes das reacdes entre os constituintes dos nanossistemas produzidos. Desta forma, 0s
componentes isolados e o0s nanossistemas foram analisados por meio da técnica de
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (Figura 20 e 21).

Observou-se que o 6leo essencial de orégano exibiu bandas intensas em 3500 e 3200
cm (vibracdo de alongamento -OH). Sinais caracteristicos em 2960 e 2850 cm™ (estiramento
simétrico -CH e -CH2). Além disso, sinal em 1460 cm™ indica a flexdo de -CH2 alifaticos e em
1424 cm™ ha a presenca do sinal caracteristico de alongamento C-C do anel aromatico do
carvacrol. Picos naregido de 1254 a 1000 cm-t podem ser atribuidos a ligacdo C-O- C, enquanto
0 pico em 939 cm! corresponde a absorcdo do anel C-H. O sinal em 814 cm pode ser
relacionado a vibracdes de agitacdo C-H fora do plano, indicativo de substituicdes em anel
aromatico. Ademais, bandas intensas entre 1200 e 900 cm-! foram associados a presenca de
carvacrol, composto majoritario do 6leo de orégano (Plati; Papi; Paraskevopoulou, 2021;
Yoncheva et al., 2021; Igbal et al., 2023).

A cera de abelha, por sua vez, apresentou sinais caracteristicos de estiramento
simétrico e assimétrico dos grupos alcano e hidrocarboneto, observados em 2960 e 2850 cm-,
respectivamente. Além disso, uma banda proeminente foi observada em 1742 cm-,
correspondente as vibragdes de alongamento C=0 de ésteres e acidos graxos livres. Na regido
de 1459 e 1157 cm-1 foram detectados sinais caracteristicos atribuidos, respectivamente, a flexao
O-H do grupo carbonila e ao alongamento das ligacdes C-O dos ésteres alifaticos e vibracoes
de flexdo -CHa. Por fim, um pico em 719 cm™ foi associado ao balanco de -CH2 dos
hidrocarbonetos presentes na cera de abelha (Wei et al., 2024; Millao et al., 2025).

O Span® 60 apresentou sinais espectrais caracteristicos que confirmam sua estrutura
quimica. As vibracgdes de estiramento da ligacdo -CO foram identificadas nas bandas de 1052 e
1092 cm1, enquanto a vibragdo de alongamento da carbonila C=0 de ésteres foi observada em
1730 cm-L. Além disso, um sinal em 2929 e 2848 cm™ foi atribuido a vibragdo de alongamento

de grupos metileno (-CHz2) e metil (- CH3). Por fim, um pico moderado na regifo de 3500 cm™
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foi associado a vibragédo de alongamento do grupo hidroxila (-OH) (Bharti et al., 2022;
Saharkhiz; Zarepour; Zarrabi, 2023). Esses achados corroboram a presenca dos grupos
funcionais caracteristicos do Span® 60, um surfactante amplamente utilizado em formulagdes
nanotecnoldgicas devido a sua capacidade emulsificante e estabilizadora.

O espectro de infravermelho do surfactante Tween® 80 exibiu bandas moderadas de
sinais em 2900 e 2860 cm™* (estiramento simétrico C-H das unidades de 6xido de etileno). Sinais
caracteristicos na area de 1700 cm-! (vibracGes de alongamento C=0 de grupos carbonila e
éster) também foram observados. Ademais, picos em 1360 cm-! (flexdo de -CH em grupos metil
ou metileno), 1210 cm! (vibracdo de alongamento de ligacOes éter em ésteres C-O-C) e 1111
cm-!(vibracdo de alongamento C-O-C correspondente ao 6xido de etileno) foram identificados.
O espectro ainda demonstra uma banda em leve intensidade de sinal em 3500 cm-1- o qual pode
ser correlacionado a ligacao intermolecular de hidrogénio presente na composigéo estrutural do
Tween® 80 (Qureshi et al., 2023; Kudlacik-Kramarczyk et al., 2024).

A presenca da molécula de colesterol no espectro foi confirmada por meio de bandas
caracteristicas que corroboram sua composicdo estrutural. Um pico significativo foi
identificado em 3400 cm-l, associado a vibracdo de alongamento da hidroxila (-OH). Além
disso, sinais na regido de 3000-2800 cm-! foram atribuidos as vibragdes de alongamento
simétrico e assimétrico dos grupos -CHz e -CHs. A estrutura quimica do colesterol é
reconhecida pela presenca da dupla ligacdo no segundo anel do composto, observado e
evidenciado através do sinal em 1647 cm. Por fim, um pico acentuado em 1055 cm-?,
correspondente a deformacdo dos anéis de ciclopentano-peridrodenantreno foi observado
(Qureshi et al., 2023; Gau et al., 2025).

Em relacdo aos sinais do espectro de infravermelho do polietilenoglicol (PEG),
vibragdes de alongamento de grupos hidroxila -OH em 3440 cm-! e de simetria e assimetria -
CH do grupo -CH2 em 2862 e 2865 cm foram observadas. Além disso, um sinal fraco em 1245
cm-1 foi atribuido a vibracdo de alongamento -CO, e as vibragdes de flexdo -CH do grupo -CH2
foram detectadas em 1452 e 1454 cm™. O espectro também revelou sinais relacionados a
estrutura estérica do PEG, com o alongamento simétrico C-O-C observado em 937 e 1094 cm-
1 do grupo éster alifatico (De Caro et al., 2025; Erdem; Kandemir; Alp, 2025; Souto et al.,
2025).

No espectro do Pluronic® F-68, foram observadas bandas caracteristicas que
corroboram sua estrutura quimica, conforme Rosiak e colaboradores (2025) relata em sua
literatura. Sinais distintos em pico Unico podem ser observados na regido de 1468 cm™
(vibracdes de tesoura de metileno -CHz2), 1360 cm™ (vibragdes de alongamento metileno -CH2),
1342 cm™ (vibragdo de flexdo de grupos hidroxila - OH), 1281 e 1242 cm! (vibracdes de
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alongamento de ésteres C-O-C), 1146 cm- (estiramento simétrico de metileno -CH2), 1099 e
1061 cm™ (estiramento simétrico de éster), e, 962, 947 e 841 cm-! (vibragdes de alongamento
das ligac@es carbonila - CO). Esses achados sdo compativeis com a estrutura do Pluronic® F-
68, evidenciando a comprovacao de suas caracteristicas quimicas e intera¢@es funcionais.

Figura 20. Espectros de FTIR dos componentes utilizados na producdo dos CLNs otimizados e
funcionalizados
Pluronic® F-68
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Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por Origin8®.

O espectro de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) das formulagdes
apresentou um padrdo comparativo semelhante, conforme representado na Figura 21. Ao
comparar as bandas espectrais das formulagbes com o 6leo de orégano isolado, observou-se
uma acentuagdo na intensidade do sinal proximo a 3300 cm™ (estiramento O-H de grupos
funcionais hidroxilas), indicando uma possivel encapsulacao do 6leo essencial de orégano pelos
outros componentes da formulagéo (Yoncheva et al., 2021).

Além disso, todas as formulagBes exibiram um sinal acentuado na regido de 1000 cm"
! (estiramento C-O em anéis), atribuido & presenca do Tween® 80 em sua superficie (Affram et
al., 2020). Também foram observadas bandas sobrepostas entre 2846 e 2922 cm,
correspondentes ao estiramento simétrico e assimétrico dos grupos alcano e hidrocarboneto (-

CH e -CHy) da cera de abelha (Pires et al., 2024). Nao foi possivel identificar, por meio da



88

técnica, os picos caracteristicos dos funcionalizantes polietilenoglicol (PEG), colesterol e
Pluronic® F-68. Esse resultado pode estar relacionado a sobreposi¢do do sinal proveniente da
alta concentragdo do tensoativo hidrofilico, aliado a baixa concentracdo desses modificadores

de superficie, que estdo presentes em niveis inferiores a 1%.

Figura 21. Espectros de FTIR dos CLNs otimizados e funcionalizados
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Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por Origin8®.

5.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas foi analisada por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), técnica essencial para a caracterizagdo tridimensional das propriedades do
nanossistema, como eficiéncia de encapsulamento e captacdo celular dos componentes
(Motsoene; Abrahamse; Kumar, 2023; Nosratabadi et al., 2024). Os carreadores produzidos
apresentaram formatos esféricos, oblongos e uniformes, com tamanho em concordancia aos
resultados de caracterizagdo fisico-quimica analisados e baixa agregacdo lipidica visivel,
conforme ilustrado na Figura 22. Os resultados morfologicos corroboram os dados de tamanho
e indice de polidispersdo das particulas, alinhando-se as caracteristicas macroscopicos de
dispersdes coloidais. Essas observacdes sugerem estabilidade moderada, destacando o potencial

do sistema como veiculo promissor para entrega do 6leo essencial de orégano.
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Figura 22. Imagens da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos carreadores lipidicos nanoestruturados
otimizado e funcionalizados em diferentes escalas

Fonte: Préprio autor, 2025. Legenda: (a) oCLN, (b) oCLN-PEG, (c) oCLN-Col e (d) oCLN-Plu

5.7.3 Difragdo de Raio-X (DRX)

As propriedades cristalinas dos componentes puros e das nanoparticulas foram
analisadas atraves da técnica de Difracdo de Raio-X (DRX), utilizada para a identificacdo de
estruturas cristalinas, pds cristalinos ou materiais semicristalinos. Essa técnica permite a
caracterizacdo da composicdo estrutural dos compostos por meio da analise dos picos de
difracdo (Korolkovas, 2022). Os difratogramas de dleo de orégano, cera de abelha e dos

carreadores produzidos foram demonstrados na Figura 23.
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Figura 23. Espectros de Difragdo de Raio-X (DRX) dos compostos isolados e das formulacfes otimizada e
funcionalizadas
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Fonte: Proprio autor, 2025. Legenda: u.a: Unidade astrondmica. Compostos isolados: Oleo de orégano (6leo
essencial de orégano) e Cera de abelha. Formulagdo otimizada: oCLN (Carreador lipidico nanoestruturado
otimizado). Formulagdes funcionalziadas: oCLN-Plu (Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com
Pluronic. oCLN-Col (Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com colesterol). oCLN-PEG (Carreador

lipidico nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol.

O espectro da cera de abelha apresentou picos agudos, indicando sua natureza
cristalina, o que pode ser atribuido a sua composi¢do quimica e estrutura molecular. Constituida
principalmente por ésteres de &cidos graxos de cadeia longa, além de hidrocarbonetos e outros
compostos lipidicos, a sua composi¢cdo favorece uma maior organizacdo estrutural das
moléculas em arranjos semicristalinos, impactando diretamente em suas propriedades térmicas
e mecanicas (Candido dos Santos; Malfitano Carvalho; Freire Carvalho, 2024; Ledjanac et al.,
2024). Em contraste, 0 6leo essencial de orégano exibiu poucos picos de difracdo, indicando
uma menor quantidade de cristais em sua estrutura lipidica (Yuan et al., 2023; Gao et al., 2024).
Corroborando com essa observacdo, 0s picos caracteristicos do 6leo ndo foram detectados nas
formulacdes, sugerindo sua solubilizacdo na matriz lipidica do nanossistema. Esse fato pode
ser atribuido a presenca da cera de abelha em todas as formulagdes (0CLN, oCLN-PEG, oCLN-

Col e oCLN-Plu), um componente capaz de compactar o 6leo e induzir a formagdo amorfa das



Mass loss (%)

1.0 4

0.8

0.6

04 4

0.0 o

91

nanoparticulas, fator que pode contribuir para a eficiéncia de encapsulacdo do 6leo de orégano.
Além disso, os carreadores apresentaram pequenas variagdes na expressdo de seus picos de
difracdo, possivelmente refletindo a influéncia dos funcionalizadores de superficie utilizados

em sua composicao.

5.7.4 Andlises Térmicas

Os resultados obtidos por termogravimetria (TGA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) proporcionam uma compreensdo aprofundada da estabilidade do
nanossistema, permitindo a andalise de seu comportamento térmico, grau de cristalinidade e
possiveis transicdes polimdrficas dos componentes empregados (Uchoa et al., 2025). A técnica
de TGA desempenha um papel crucial na investigacdo das alteracfes fisicas e quimicas
associadas a variacdo da massa do material em funcdo da temperatura, possibilitando a
identificacdo de processos como volatilizacdo, degradacdo térmica e carbonizacdo. Em
contraste, a DSC se destaca como uma ferramenta essencial para monitorar essas
transformacgbes térmicas com base nas trocas de calor do sistema com 0 meio externo,
fornecendo informagdes detalhadas sobre eventos endotérmicos e exotérmicos (Wesolowski;
Leyk, 2023). Diante disso, a Figura 24 ilustra uma comparacdo entre as analises

termogravimeétricas e calorimétricas realizadas nos CLNs produzidos.

Figura 24. Andlises TGA (A) e DSC (B) dos CLNs
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Fonte: Préprio autor, 2025.
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A anélise termogravimétrica representada na Figura 24A revela um padréo de perda
de massa progressiva, homogéneo em todas as amostras avaliadas. A primeira etapa da reducéo
de massa ocorreu apenas em torno de 250 °C, com uma perda aproximada de 20%,
possivelmente atribuida a volatilizacdo de compostos instaveis termicamente (Zhang et al.,
2020). Esse comportamento sugere uma baixa quantidade de componentes ndo encapsulados,
uma vez que sua presenca resultaria em uma degradacdo mais precoce, manifestada por perdas
de massas significativas em temperaturas inferiores (Yoncheva et al., 2021). Na sequéncia,
observou-se uma perda de massa mais pronunciada entre 350 °C e 450 °C, fendmeno associado
a degradacdo térmica e subsequente carbonizacdo da matriz lipidica, refletindo o
comportamento térmico dos constituintes do nanossistema (Yoncheva et al., 2021).

A Figura 24B evidencia o ponto de fuséo do lipidio sélido presente nas formulacdes,
evidenciando um comportamento térmico semelhante entre elas. Esse comportamento sugere a
predominancia da cera na matriz lipidica amorfa do nanossistema. Corroborando com esse
achado, o estudo de Vykydalova et al. (2020) investigou a fusdo e desnaturagdo térmica da cera
de abelha por DSC, identificando um pico de transicdo da fase cristalina para o estado
intermediario a 49,2 °C, préximo ao ponto de amolecimento da cera, que ocorre em torno de 50
°C. A semelhanca entre esses valores e 0s obtidos nas formulacfes de CLNs reforca a coeréncia
dos dados obtidos por calorimetria diferencial exploratoria, validando a presenca e influéncia
da cera de abelha na estabilidade térmica do nanossistema.

No entanto, embora as formulacbes apresentassem perfis térmicos semelhantes, a

formulacdo oCLN-Plu apresentou um pico de perda de massa reduzido, 0 que pode estar

relacionado & presenca do Pluronic® F-68. Esse polimero atua como um agente estabilizante,
promovendo o revestimento da superficie das nanoparticulas e conferindo maior estabilidade
térmica so sistema (Khalig et al., 2023; Li et al., 2023). Além disso, a partir de 80 °C, ndo foram
observadas variagdes significativas na perda de massa com o0 aumento da temperatura,
indicando que as amostras mantiveram um padrdo consistente de degradacdo térmica. Esse
resultado sugere uma estabilidade téermica uniforme entre as formulagdes, reforcando a robustez

estrutural dos nanossistemas analisados.

5.8 DOSEAMENTO E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Os cromatogramas obtidos do 6leo essencial de orégano demonstraram picos com

tempo de reten¢do em torno de 5 minutos (Figura 25).
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Figura 25. Cromatograma do éleo essencial de orégano por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism”.
As curvas de calibracdo para o 6leo essencial de orégano foram construidas de acordo

com as areas dos picos em relacdo a varias concentracbes. A equacdo resultante foi
y=10034x+8440,1, com R2=1,0000 (Figura 26).

Figura 26. Curva de calibracdo do 6leo essencial de orégano
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Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism".

Sua linearidade, expressa pelos altos valores de R? (=1,00), confirma a adequacéo do
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método para quantificar os analitos. Isso é crucial para garantir que as variagbes na
quantificacdo da concentracdo do padrao do 6leo nanoencapsulado.

Além disso, todas as formulacdes exibiram resultados de quantificacdo muito
préximos ao valor tedrico inicial de (8% ou 8 mg/mL), sugerindo que o processo de
encapsulamento foi altamente eficiente e que houve perda minima de éleo durante a preparagdo
do CLN. A eficiéncia de encapsulamento também foi satisfatoria em todas as formulagdes, com
valores variando de 97,15% a 99,98% (Tabela 6). Isso indica que a maior parte do 6leo
essencial foi efetivamente encapsulada dentro das nanoparticulas, com énfase particular na
formulacdo oCLN-Col, que demonstrou a maior eficiéncia. Esses valores de eficiéncia de
quantificacdo e encapsulacao indicam que todas as formulagdes séo adequadas para a entrega

controlada do 6leo essencial de orégano.

Tabela 6. Doseamento e Eficiéncia de Encapsulacdo dos nanossistemas otimizados e funcionalizados

Formulacao Doseamento (mg/mL) Eficiéncia de Encapsulacéo (%o)
oCLN 8,18+1,28 98,80 £+ 0,002
oCLN-PEG 9,31+£2,46 98,99 + 0,004
0CLN-Col 8,40 £ 1,80 99,98 £+ 0,001
0CLN-Plu 8,84 + 3,15 97,15 + 0,005

Fonte: Préprio autor, 2025. oCLN (Carreador lipidico nanoestruturado otimizado). oCLN-PEG (Carreador
lipidico nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol. 0CLN-Col (Carreador lipidico nanoestruturado
funcionalizado com colesterol). oCLN-Plu (Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com Pluronic.

Diante disso, o estudo realizado por Cacciatore et al. (2020) teve como objetivo
encapsular carvacrol em nanoestruturas para avaliar sua atividade antimicrobiana contra
patégenos de origem alimentar aderidos ao aco inoxidavel. Foram desenvolvidos dois sistemas
nanotecnoldgicos contendo o carvacrol como composto ativo, encapsulado em nanoparticulas
lipidicas e nanoparticulas poliméricas. No primeiro sistema, a eficiéncia de encapsulacdo
atingiu 98%, enquanto no segundo foi de 97%, indicando que a molécula foi devidamente
encapsulada na regido hidrofébica da bicamada das nanoparticulas.

Por outro lado, Kubiliene et al. (2023) realizaram um estudo comparativo sobre a
atividade antioxidante do 6leo essencial de Origanum onites L. em um modelo in vivo. Os
autores afirmaram que o 6leo foi encapsulado com alta eficiéncia, apresentando variagdes
minimas dependendo da composi¢do do nanossistema, com valores entre 96,99 + 1,21% e 99,34
1 0,51%.

Assim, para garantir a qualidade dos carreados lipidicos nanoestruturados produzidos,
é essencial determinar a eficiéncia de encapsulamento do composto ativo, idealmente proxima

a 100%, de modo a assegurar a maxima incorporacao dos bioativos no sistema nanotecnologico
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(Kubiliene et al., 2023). Para tanto, a eficiéncia do método depende, necessariamente, da
capacidade de solubilidade do ativo em lipidios solidos e do coenficiente de parti¢do do sistema
(ljaz; Akhtar, 2020). Além disso, é fundamental destacar que fatores como a natureza do
composto, suas propriedades quimicas e 0 método de producao dos nanossistemas influenciam
diretamente a EE% (Vergara et al., 2023).

5.9 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O desenvolvimento de nanossistemas com parametros estaveis ao curto periodo de
tempo e fundamental para se obter uma plataforma de entrega eficaz do farmaco ou ativo de
interesse, assegurando a eficacia terapéutica. Sistemas nanotecnoldgicos instaveis fisico-
qguimicamente podem apresentar atividade reduzida, comprometendo a qualidade da
formulacdo. Diante disso, foram realizados estudos de estabilidade na formulagdo otimizada
(0CLN), bem como nas formulagdes funcionalizadas com polietilenoglicol (PEG) (0,2% -
0CLN-PEG), colesterol (0,2% - oCLN-Col) e Pluronic F-68 (0,5% - oCLN-PIu), avaliando trés
temperaturas (4, 25 e 37 °C) durante o periodo de 60 dias, objetivando monitorar o tamanho, Pdl
e PZ (Figura 27, 28 e 29).

A temperatura de 4 °C (Figura 27), tanto oCLN quanto oCLN-Plu permaneceram
estaveis, sem alteracBes significativas na coloracdo, formacdo de agregados lipidicos ou
separacdo de fases. Os tamanhos de particula foram de 1189 * 0,17 e 82,4 + 0,64,
respectivamente, com indices de polidispersdo (Pdl) de 0,17 + 0,00 e 0,20 + 0,03. Quanto ao
potencial Zeta, oCLN-Plu apresentou uma variagédo de -15,3 £ 1,4 mV para -35,1 £ 0,8 mV,
resultando, ao final de 60 dias, em um valor superior ao do oCLN. Este ultimo, por sua vez,
apresentou uma reducdo progressiva no PZ ao longo do periodo de armazenamento, atingindo
-26,5+1,2mV.

Todavia, o0CLN-PEG e oCLN-Col apresentaram mudancas abruptas de separacdo de
fases, além de variagdes expressivas no tamanho das particulas e no Pdl, atingindo, no 60° dia,
valores de 485,0 + 28,7 nm e 386,4 + 32,6, respectivamente, com Pdls de 0,77 £ 0,09 e 0,58 +
0,05, um indicativo do processo de desestabilizacdo das amostras. No entanto, para ambos 0s
sistemas, 0 PZ manteve- se relativamente estavel nessa temperatura.
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Figura 27. Estudo de estabilidade dos CLNs quando submetidos a temperatura de geladeira (4 °C) (A)
conforme resultados de andlise de tamanho (nm), Pdl e potencial Zeta (mV)
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism®. oCLN (Carreador lipidico nanoestruturado
otimizado). oCLN-PEG (Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol. oCLN-Col
(Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com colesterol). oCLN-Plu (Carreador lipidico
nanoestruturado funcionalizado com Pluronic.

Por outro lado, a temperatura de 25 °C (Figura 28), todas as formulacGes apresentaram
um aumento significativo no tamanho das particulas ao final do tempo de 60 dias, embora
tenham mantido valores inferiores a 300 nm e preservando suas caracteristicas macroscopicas.
No que se refere ao indice de polidispersdo, oCLN- Col demonstrou instabilidade e maior
propensao a formacdo de agregados lipidicos, com aumento de 0,34 + 0,03 para 0,51 £ 0,01.

As demais formulagdes também apresentaram elevacdo no Pdl, contudo, os valores
permaneceram abaixo de 0,30. Por fim, em rela¢do ao potencial Zeta, o0CLN- PEG apresentou
estabilidade significativa na repulsdo eletrostatica do sistema. Em contrapartida, variacbes
acentuadas foram observadas em oCLN-Plu, que atingiu - 19,1 + 0,02 mV no 45° dia, seguido
de um aumento para -30,8 £ 0,3 no 60° dia.
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Figura 28. Estudo de estabilidade dos CLNs quando submetidos a temperatura de bancada (25 °C) (B)
conforme resultados de andlise de tamanho (nm), Pdl e potencial Zeta (mV)
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism”. Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por

GraphPad Prism". oCLN (Carreador lipidico nanoestruturado otimizado). oCLN-PEG (Carreador lipidico
nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol. oCLN-Col (Carreador lipidico nanoestruturado
funcionalizado com colesterol). oCLN-Plu (Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com Pluronic.

Finalmente, a temperatura de 37 °C (Figura 29), tanto a formulacdo otimizada quanto
as funcionalizadas — principalmente oCLN-Col, atribuindo a maior estabilidade em estufa, e
com excecdo da oCLN-PEG -, mantiveram estabilidade relativa em relacdo ao tamanho das
particulas, Pdl e aspectos macroscépicos até o 60° dia de armazenamento. 0CLN-PEG, por sua
vez, apresentou instabilidade significativa em temperatura de estufa a partir do 45° dia (359,8 £
10,8 nm e 0,44 £ 0,07), atingindo um estagio avancado de desestabiliza¢gdo no 60° dia (421,3 £
8,5nm e 0,65 + 0,05). Todas as formulagdes demonstraram estabilidade na carga de superficie,
expressa pelo potencial Zeta, onde ndo houve diferengas estatisticamente significativas nos
valores obtidos ao longo periodo de armazenamento.
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Figura 29. Estudo de estabilidade dos CLNs quando submetidos a temperatura de estufa (37 °C) (C)
conforme resultados de andlise de tamanho (nm), Pdl e potencial Zeta (mV)
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism". Fonte: Proprio autor, 2025. Produzido por
GraphPad Prism”. oCLN (Carreador lipidico nanoestruturado otimizado). oCLN-PEG (Carreador lipidico

nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol. oCLN-Col (Carreador lipidico nanoestruturado
funcionalizado com colesterol). oCLN-Plu (Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com Pluronic.

Conforme exposto, os dados demonstrados apresentados indicam a eficacia das
formulacGes oCLN e oCLN-Plu em na manutencdo da estabilidade por 60 dias a temperatura de
4 °C, correspondente ao armazenamento em geladeira. Somado a isso, 0CLN-Col demonstrou
estabilidade até no 60° dia a temperatura de 37 °C, referindo- se a condicéo de estufa. Em todas
as temperaturas analisadas ao longo do periodo de estudo, oCLN-PEG revelou-se o sistema
funcionalizado com maior instabilidade fisico-quimica, sendo, portanto, mais suscetivel a
formacao de agregados lipidicos e & separacio de fases do carreador. A temperatura de 25 °C
(ambiente), todas as formulagdes um processo gradativo instabilidade, evidenciado aumento do
tamanho das particulas. No entanto, como ndo houve varia¢fes abruptas no decorrer do tempo,
elas podem ser caracterizadas como estaveis até o 60° dia.

A estabilidade fisico-quimica de um nanossistema lipidico é essencial para assegurar
a eficacia na encapsulacéo e, consequentemente, a liberacdo controlada do ativo ou do farmaco

encapsulado, reduzindo os riscos de degradacéo e preservando suas propriedades ao longo do
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tempo (Mehta et al., 2023; Queiroz; Muehlmann, 2024). Todavia, de maneira geral, a literatura
indica que os sistemas lipidicos sdo mais suscetiveis a desestabilizado fisico-quimica e ao
vazamento da matriz oleosa utilizada em sua composicdo, 0 que pode limitar a sua
aplicabilidade (Laein et al., 2024). Diante desse cenario, o revestimento superficial desses
sistemas surgiu como uma estratégia viavel e benéfica, permitindo a personalizacdo da camada
superficial das particulas, o que contribui para uma encapsulacdo mais eficiente do farmaco e
favorece uma liberagédo direcionada mais precisa e eficaz (Gil-Gonzalo et al., 2024; Shi; Duan;
Ou, 2024).

No entanto, os resultados demonstram que a funcionalizacdo com polietilenoglicol e,
em determinadas temperaturas de armazenamento, com colesterol apresentou maior
instabilidade em comparacdo com o carreador otimizado, divergindo de alguns dos estudos
encontrados na literatura sobre o revestimento de superficie (Peng et al., 2020; Lombardo et al.,
2022).

Em relagdo ao PEG, a literatura indica que sua cadeia molecular extensa promove
impedimentos estéricos, minimizando a agregacdo das particulas (Kenechukwu et al.,
2022). Além disso, estudos conduzidos por Petrovic; Bita e Barbinta-Patrascu (2024)
destacam o PEG como um agente funcionalizante eficaz, capaz de prolongar a meia-vida dos
carreadores, proteger sua superficie e aprimorar sua estabilidade. No entanto, os resultados
obtidos demonstram que esse polimero ndo conferiu uma estabilidade fisico-quimica
satisfatoria, resultando em particulas com alteracdes significativas ao longo do tempo em
todas as temperaturas de armazenamento avaliadas.

Seguindo essa linha de pensamento, o colesterol, em sistemas lipidicos, é
incorporado a superficie das particulas com o objetivo de promover a interacdo do nanossistema
com a bicamada lipidica e auxiliar na compactacdo do lipidio liquido que compde o sistema
(Mehta et al., 2023). Essa caracteristica confere ao colesterol a propriedade fisico-quimica de
reduzir o tamanho das particulas, tornando-as monodispersas e com maior perfil de
internalizacdo na célula-alvo (Albertsen etal., 2022). A literatura aponta que o colesterol tende
aaumentar a estabilidade da camada lipidica e preservar a integridade desses sistemas durante
0 armazenamento a longo prazo (Mehta et al., 2023).

No entanto, esses efeitos podem variar conforme o peso molecular do colesterol, que
pode influenciar o tamanho das particulas e, consequentemente, sua estabilidade. Apesar dessas
consideracOes, os resultados obtidos neste estudo indicam que os carreadores revestidos com
colesterol apresentaram estabilidade significativa em temperatura de estufa (37 °C), conforme
demonstrado nos gréaficos de estabilidade. Do ponto de vista estrutural, em temperaturas mais
baixas (4 e 25 °C), a matriz lipidica tende a se tornar mais rigida ou a sofrer rearranjos que
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favorecem a separagéo de fases, impactando negativamente a estabilidade do sistema e levando
a sua desestabilizacdo (Duche; Sanderson, 2024).

Para finalizar a funcionalizagéo, o Pluronic® F-68, um copolimero néo iénico anfifilico,
tende a oferecer maior estabilidade, pois atua como um estabilizar estérico de membrana.
Quando incorporado ao sistema, ele espessa a membrana lipidica, reduzindo a mobilidade dos
lipidios e, consequentemente, melhorando a estabilidade do sistema (Mall et al., 2024).
Ademais, a literatura aponta que o Pluronic® também atua reduzindo a tensdo superficial dos
lipidios em sistemas emulsificados O/A, minimizando a deterioragdo do carreador e
prolongando sua estabilidade (Jacob et al., 2024). Esses efeitos podem explicar por que
particulas revestidas com essa substancia mantiveram estaveis em todas as trés temperaturas
avaliadas durante todo o periodo de armazenamento.

Quanto a formulacdo otimizada (0CLN), ela manteve-se estavel nas temperaturas de
geladeira e estufa (4 e 37 °C, respectivamente). Todavia, a temperatura de bancada (25 °C) o
sistema apresentou mudancas significativas no tamanho das particulas, o que provavelmente se
deve as variagcdes ambientais ao longo do tempo, tornando o sistema mais suscetivel a diversas
variaveis. A literatura atribui esse aumento no tamanho das particulas a energia cinética, que
favorece a frequéncia de colisdo das particulas e a formacao de agregados lipidicos, resultando
em um nanossistema polidisperso e instavel (Hutin et al., 2022). Além disso, o processo de
cristalizacdo e a temperatura de fusdo dos lipidios sdo parametros cruciais, pois podem impactar
negativamente a estabilidade e estrutura superficial, comprometendo a interagdo entre 0s
diferentes componentes do nanossistema (Uchoa et al., 2025).

5.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH é baseado na capacidade da
amostra de interagir com o radical organico estavel DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Esse
ensaio é simples, rapido e sensivel, permitindo a quantificacdo do poder redutor da amostra. No
entanto, as suas limitagdes residem no fato de avaliar apenas essa propriedade especifica.
Durante o método realizado, os antioxidantes presentes na amostra reagem com o radical livre,
resultando na mudanca de coloragdo da solugdo, que passa de violeta para o amarelo. Dessa
forma, a literatura demonstra que a capacidade antioxidante pode ser avaliada pela reducgéo da
absorbéancia, refletindo a perda de coloracdo do reagente DPPHe (Bibi Sadeer et al., 2020;
Flieger; Flieger, 2020).

Por outro lado, 0 método FRAP tem como objetivo determinar a capacidade de reducao

do ferro em fluidos bioldgicos e solucGes aquosas de compostos puros. Essa técnica €
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amplamente aplicavel a diversos alimentos, bebidas e substancias puras, pois seus resultados
sdo comparaveis a metodologias mais complexas, apresentando alta reprodutibilidade e forte
brilho com os teores de grupos fenolicos. A atividade antioxidante de um composto €
evidenciada pela reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe®*,
promovendo uma mudanca de coloragdo de azul-claro para azul-escuro. A capacidade
antioxidade € observada, entdo, pelo acréscimo da absorbancia (Munteanu; Apetrei, 2021).

Finalmente, 0 método ABTS baseiase na geracdo do radical monocation ABTS«", que
pode ser reduzido por compostos antioxidantes presentes nas amostras. Amplamente utilizado,
trata-se de uma técnica capaz de avaliar a atividade antioxidante de compostos tanto hidrofilicos
quanto lipofilicos. Durante a ocorréncia, 0os antioxidantes neutralizam o radical ABTSe",
promovendo uma descoloracdo gradual da solucdo, que passa de verde para incolor. Assim, a
capacidade antioxidade € determinada pela reducéo da absorbéancia, refletindo a intensidade da
descoloragdo do ABTS+" (Cano et al., 2023; Hwang; Lee, 2023).

Diante disso, 0 6leo essencial de orégano puro e as formulacgdes, tanto a otimizada

guanto as funcionalizadas, demonstraram capacidade antioxidante em todos os métodos

experimentais desenvolvidos, ABTS-+, DPPHe ¢ FRAP, com diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05), conforme apresentado na Tabela 7.

No método ABTS<* as formulacfes oCLN e oCLN-Plu apresentaram capacidades
antioxidantes com valores relativamente similares (9,11 + 0,18 e 8,89 + 0,16 umol/g,
respectivamente) e superiores as de oCLN-PEG (8,57 + 0,19 umol/g) e oCLN-Col (8,29 + 0,23
pumol/g). Por outro lado, o dleo essencial puro (OEQO) apresentou valor de ABTS inferior ao
6leo encapsulado (7,38 + 0,26 pmol/g). Com relagdo ao método DPPHe todas as formulagdes
exibiram capacidade antioxidante, com valores entre 4,25+ 0,28 e 4,63 + 0,61 umol/g, entranto,
0 Oleo essencial puro obteve capacidade antioxidante superior ao ativo encapsulado (7,09 +
0,01 umol/g). J& no método FRAP, as formulacdes e o 6leo essencial puro apresentaram
diferengas na intensidade da atividade antioxidante em compara¢do com o método ABTSe*,
seguindo a seguinte ordem: oCLN (14,21 + 0,08) > oCLN-PEG (12,44 + 0,42 > oCLN-Plu
(11,84 £ 0,31) > oCLN-Col (11,25 + 0,40) > OEO (2,52 £+ 0,13) (Tabela 7).
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Tabela 7. Capacidade antioxidante dos nanossistemas lipidicos otimizados e funcionalizados contendo éleo
essencial de orégano

Parametros Formulagdes
Capacidade
Antioxidante OEO oCLN oCLN-PEG | 0oCLN-Col 0CLN-Plu

ABTS+* (umol/g) | 7:38£0,26° | 911 +0,18° 8,57+0,19° | 829+023" | 8,89%0,16°

DPPH+ (umol/g) | 7:09+0.01* |  463+0,61 435+0049 | 425+028 | 4,42+ 0,04°

FRAP (umol/g) 252+0,13° | 1421+0,08 | 1244+042° | 1125+0,40¢ | 11,84 +0,31°

Fonte: Proprio autor, 2025. Legenda: Resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3). Nota: a-
e: letras minusculas diferentes na mesma linha para a mesma média denotam diferencas (p < 0,05) na capacidade

antioxidante, com base no teste de Tukey, ou no teste t de Student. Abreviaturas: ABTSe T, cation-acido 2,2-
azino-bis (3-etilbenzeno-tiazolina)-6-sulfonico, DPPHe., 1,1-difenil-2 picrihidrazil, FRAP, capacidade de
reducdo férrica do plasma; OEO, dleo essencial de orégano puro; oCLN, carreador lipidico nanoestruturado
otimizado; oCLN- PEG, carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol (PEG); oCLN-
Col, carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com colesterol; oCLN-Plu, carreador lipidico

nanoestruturado funcionalizado com Pluronic® F-68.

A literatura ja evidencia a atividade antioxidante do orégano, atribuindo essa
propriedade, principalmente, a presenca do composto carvacrol, além de linalol, p-cimeno, y-
terpineno e o-acetimol, cuja identificagdo foi confirmada neste estudo por meio da
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM) (Tabela 1) (Kubiliene et
al., 2023). No entanto, apesar de resultar em elevada capacidade antioxidante, o 6leo essencial
de orégano € um antioxidante natural com elevada hidrofobicidade, o que limita a sua dispersédo
em meios aquosos e, em consequéncia disso, sua incapacidade de atravessar barreiras lipofilicas,
dificultando a permeacdo celular e a biodisponibilidade sistémica (Dell’ Albani et al., 2024).

A encapsulacdo de farmacos lipofilicos, como o 6leo essencial de orégano, tem se
destacado como uma estratégia promissora para superar suas limitagdes na aplicacao
terapéutica. Comparando os resultados obtidos sobre a capacidade antioxidante de 6leos
essenciais de orégano (grego e comum) e seus extratos hidroetandlicos, conforme descrito no
estudo de Kosakowska et al. (2021), foi observada uma atividade antioxidante notavel e
superior a do oleo encapsulado em sistemas lipidicos. Essa diferenca pode ser atribuida as
caracteristicas dos sistemas de liberacdo controlada, que modulam a disponibilidade do ativo e
sua interacdo com 0 meio.

Com isso, no presente estudo, a avaliacdo da capacidade antioxidante pelo ensaio
DPPH?- revelou que o 6leo essencial puro (OEO) apresentou uma atividade superior a forma
nanoencapsulado. Esse resultado pode ser atribuido a natureza lipofilica do 6leo essencial, que
favorece sua interacédo direta com o radical DPPHe, ou uma possivel limitagdo do método para
avaliar nanoparticulas, uma vez que se trata de um sistema lipidico nanoestruturado disperso

em meio aquoso, 0 que pode retardar a formacdo dos ativos (Chen et al., 2023). Segundo
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Walasek-Janusz et al. (2024), a elevada atividade do OEO no ensaio DPPH« est4 associada a
presenca de carvacrol e timol em sua composi¢do, compostos capazes de capturar radicais livres
e os estabilizar por ressonancia, inativando sua reatividade.

No presente estudo, foram identificados por meio da técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas o carvacrol e o acetato de timol como compostos
predominantes. Com isso, a literatura relata que a presenca de um anel aromatico nessas
moléculas representa um menor potencial de reducdo em relacdo aos radicais livres e atuam
como doadores de hidrogénio por meio do grupo hidroxila ligado ao anel aromatico,
contribuindo para a neutralizacdo dos radicais (Mendonca et al., 2022; Jomova et al., 2023).

5.11 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) do dleo essencial puro e das formulagdes
0CLN, oCLN-PEG, oCLN-Col e oCLN-Plu frente a cepas alvo Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase-negativa e Escherichia coli foram determinadas como uma etapa de
triagem inicial para avaliar suas propriedades antibacterianas. O 6leo essencial puro apresentou
uma CIM de 10,53 mg/mL, enquanto as formulagdes oCLN e oCLN-Plu apresentaram maior
eficacia e um efeito mais pronunciado, com CIM de 1,92 mg/mL. Em comparacéo, oCLN-Col
e 0CLN-PEG apresentaram CIM de 2,88 mg/mL. Esse dado foi consistente para todos os
microrganismos patogénicos isolados de mastite bovina que foram testados, sendo o0s seus
resultados expressos na Figura 30.

Figura 30. Avaliagdo da concentragdo inibitdria minima (CIM) do 6leo essencial de orégano e das formulag6es

otimizada e funcionalizadas frente as linhagens bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-
negativa e Escherichia coli
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Fonte: Préprio autor, 2025. Produzido por GraphPad Prism”. oCLN (Carreador lipidico nanoestruturado
otimizado). oCLN-PEG (Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol. oCLN-Col
(Carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado com colesterol). oCLN-Plu (Carreador lipidico
nanoestruturado funcionalizado com Pluronic. CIM: Concentragdo inibitéria minima.

Um estudo conduzido por Elbouzidi et al. (2025) avaliou a atividade antimicrobiana
dos 6leos essenciais de tomilho, lavanda e orégano contra as cepas Staphylococcus areus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados obtidos indicaram valores de CIM
entre 0,25-0,5% v/v para o 6leo de tomilho, 1-2% v/v para o de lavanda e 2% v/v para o de
orégano. Esses dados sugerem que o 6leo essencial de tomilho apresenta a maior atividade
antimicrobiana, seguido pelo de lavanda, enquanto o de orégano demonstrou menor eficacia. E
importante ressaltar que a eficiéncia de acdo dos 6leos essenciais pode variar conforme a sua
composicdo, influenciada por fatores como periodo de coleta, controle de qualidade e a
linhagem bacteriana testada.

A literatura de Sidiropoulou et al. (2022) & Elbouzidi et al. (2025) afirmam que os
Oleos essenciais ricos em monoterpenoides possuem maior eficacia contra bactérias Gram-
positivas, como S. aureus. Esse efeito pode ser atribuido ao 6leo essencial de orégano, cuja
composicdo majoritaria de carvacrol e timol confere alta afinidade pelas membranas
bacterianas, permitindo sua interacdo com a bicamada lipidica e alterando sua fluidez e
permeabilidade. Além disso, 0s monoterpenos induzem estresse oxidativo e inibem enzimas
essenciais para a sobrevivéncia bacteriana, levando a morte celular. Apesar da espessa camada
de peptideoglicano, a auséncia de uma membrana externa protetora torna as Gram-positivas
mais suscetiveis a degradacao apds a interacdo com esses compostos. No que tange as bactérias
Gram-negativas, estudos evidenciam que a absor¢do de monoterpenos é determinada pela
permeabilidade do envelope externo do microrganismo em questdo (Silhavy; Kahne; Walker,
2010; Maher; Hassan, 2023).

No entanto, apesar de benéfico, os 6leos essenciais aplicados puros podem apresentar
elevada volatilidade e capacidade oxidativa, além de sua hidrofobicidade alta quando
administrado em fluidos biolégicos (Cesca et al., 2024). Em vista disso, o encapsulamento dos
oOleos essenciais em carreadores lipidicos nanoestruturados tornou-se uma alternativa viavel,
sustentavel e segura a fim de aprimorar ao ativo uma maior biocompatibilidade, entrega
direcionada e um efeito de liberagdo controlada, minimizando os riscos ao individuo, e
efetivando suas fungdes bioldgicas (Sharma et al., 2022).

Pires et al. (2024) desenvolveram um estudo visando a produgdo de carreadores
lipidicos nanoestruturados contendo 6leo essencial para avaliar sua atividade antimicrobiana

contra Campylobacter spp. isolados de carcacas de frango. Foram testados diversos 6leos
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essenciais, incluindo orégano, copaiba, lavanda, capim-liméo e canela. Para o 6leo essencial de
orégano, foi formulada uma nanoparticula contendo esse 6leo como lipidio liquido (5%) e cera
de abelha como lipidio solido (8%), estabilizado pelo surfactante Pluronic® F-68 (5%). Essa
formulacdo demonstrou inibicdo do crescimento da maioria das cepas de Campylobacter spp.
em baixas concentragdes (0,2-4,0 mg/mL). Os dados de Pires et al. (2024) sdo compativeis com
0 presente estudo, uma vez que as formula¢cbes 0CLN e oCLN-Plu apresentaram CIM de 1,92
mg/mL, enquanto oCLN-PEG e oCLN-Col atingiram 2,88 mg/mL

Os resultados obtidos para o 6leo essencial de orégano puro (CIM: 10,53 mg/mL)
revelaram uma atividade significativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
corroborando os achados de Elbouzidi et al. (2025), que destacaram sua capacidade de penetrar
na célula bacteriana e induzir a morte celular. No entanto, apesar da eficacia observada, a
concentracdo inibitorio do 6leo foi inferior as formulacdes desenvolvidas, especialmente oCLN
e 0CLN-Plu. Esse resultado sugere que, no organismo hospedeiro, o 6leo essencial de orégano
tende a sofrer maior manipulacdo e perda de suas propriedades.

|Considerando que todas as formulagdes continham 10 mg/mL de OEO, a diferenca

observada entre elas se deu no revestimento da superficie das particulas. Neste contexto, a

formulagio otimizada e a funcionalizada com Pluronic® F-68 apresentaram melhor atividade
antimicrobiana. Esse efeito pode ser atribuido a composicédo estrutural dos monoterpenos e a
interacdo do surfactante com a bicamada lipidica, favorecendo maior permeabilidade na
membra bacteriana e resultando na morte celular (Escobar et al., 2020; Takegawa et al., 2025).

Por outro lado, o polietilenoglicol (PEG) (0CLN-PEG) e o colesterol (0CLN-Col)
apresentaram efeitos menos evidentes, podendo ser devido as suas caracteristicas estruturais.
Diferentemente dos monoterpenos e tensoativos, o colesterol se insere na bicamada lipidica,
aumentando sua rigidez e reduzindo a fluidez da membrana, o que resulta em uma menor
permeabilidade celular e, consequentemente, menor atividade antimicrobiana em comparagao
a outros componentes (Chakraborty et al., 2020; Utterstrom et al., 2022; Aranda; Teruel; Ortiz,
2023). Ja o PEG exerce um efeito estérico, criando uma barreira ao redor do carreador,
dificultando sua adesdo a membrana bacteriana e reduzindo a interacdo do ativo com a celula-
alvo (Padin-Gonzalez et al., 2022). Além disso, nem o PEG nem o colesterol apresentam agéo
direta sobre o metabolismo bacteriano, pois ndo inibem enzimas essenciais, limitando assim
seu impacto na viabilidade celular.

Apesar de apresentar menor CIM e necessitar de uma maior quantidade da formulagéo,
0 polietilenoglicol e o colesterol desempenham um papel essencial na formulagdo do

nanossistema. A PEGuilagdo prolonga o tempo de circulagdo dos agentes terapéuticos, sendo
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fundamental para nanocarreadores de liberagdo controlada, além de aumentar a hidrofilicidade
e reduzir a depuracao renal, favorecendo a estabilidade e eficacia do sistema (Alvi et al., 2022).
O colesterol, por sua vez, € um componente integral das membranas celulares eucariontes e
atua promovendo a compactacdo do 6leo na matriz lipidica estabilizada por tensoativos,
conferindo uma estrutura amorfa e desorganizada. Esse efeito influéncia na obtencdo de
particulas monodispersas e com um maior encapsulamento do farmaco (Albertsen et al., 2022;
Mehta et al., 2023).

5.12 CINETICA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Considerando a avaliacdo do efeito da CIM sobre a viabilidade celular de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, bem como a relevancia dessas linhagens bacterianas no
acometimento da mastite bovina ambiental e infecciosa, as cepas de S. aureus e E. coli foram
selecionados para inclusdo em experimentos subsequentes.

Os efeitos de oCLN (CIM: 1,92 mg/mL), oCLN-PEG (CIM: 2,88 mg/mL), oCLN-Col
(CIM: 2,88 mg/mL) e oCLN-Plu (CIM: 1,92 mg/mL) sobre as contagens de células viaveis das
cepas alvo estdo apresentados na Figura 31 e nas Tabelas 8 e 9. Todas as formulagdes
promoveram reducgdes significativas na contagem de células viaveis durante 12 horas de
exposicao (P < 0,001) independentemente da cepa testada. A redugdo da contagem vidvel > 2
log (ou seja, > 99% de redugdo da contagem inicial viavel) foi causada pela maioria das
formulacGes apds 4 horas de exposicdo. Em énfase observou-se, ainda, uma reducdo > 1 log
logo apds 2 horas de exposicdo, principalmente quando as cepas foram expostas a oCLN e
O0CLN-Plu. Além disso, a menor contagem foi observada frente a S. aureus apds 4 horas de
exposi¢do a oCLN (5,66 £ 0,07 UFC/mL; reducdo > 3 log) (Tabela 8). As reducdes nas
contagens de células viaveis das cepas testadas no tempo zero (linha de base) foram comparadas
com aquelas apds cada tempo de exposicdo pré-estabelecido as formulagdes oCLN a oCLN-
Plu.
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Figura 31. Contagem de células viaveis de Staphylococcus aureus 700 (a) e Escherichia coli 843 (b) em funcéo
da exposicdo a carreadores lipidicos nanoestruturados otimizado e funcionalizados com 6leo essencial de

Tempo (horas)

orégano
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Fonte: Préprio autor, 2025.

Tabela 8. Contagem de colonias viaveis de Staphylococcus aureus 700 apds tempo de exposicdo de 48h a
carreadores lipidicos nanoestruturados otimizado e funcionalizados com 6leo essencial de orégano

S. aureus 700

Tempo (horas) oCLN 0CLN-PEG 0CLN-Col 0CLN-Plu
0 8,28 £0,16 A2 8,43 £ 0,36 " 8,19 +0,18 8,35+ 0,14 ABa
1 7,00+ 0,05 ©P 6,97 + 0,15 P 8,03 £ 0,33 B2 7,35 + 0,48 CPb
2 6,08 +0,19 P° 6,26 + 0,13 B0 8,11 + 0,07 ABa 6,52 + 0,61 °°
4 5,66 + 0,07 & 6,40 + 0,36 P2 6,18 + 0,58 ¢ 6,69 £ 0,32 P2
8 7,50 £ 0,15 B2 7,36 £0,14 7,30 £ 0,20 B2 7,62 £0,19 B
12 7,82 £ 0,07 B2 8,01+0,17 B 7,75+ 0,098 | 8,04 + 0,05 ABCa
24 8,43+0,10" 8,46 + 0,08 8,13 +0,08 A 8,43 £ 0,06 A2
48 8,60 £ 0,25 "2 8,40 £ 0,08 ~Ba 8,42 £0,24 " 8,58 £ 0,132

Fonte: Préprio autor, 2025. Legenda: Resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3). Nota: a-
b: letras minusculas diferentes na mesma linha para a mesma média denotam diferengas (p < 0,05). Diferentes
letras maidsculas sobrescritas (A-E) na mesma coluna denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre as
formulagdes para a mesma cepa: oCLN, carreador lipidico nanoestruturado otimizado; oCLN- PEG, carreador
lipidico nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol (PEG); 0oCLN-Col, carreador lipidico
nanoestruturado funcionalizado com colesterol; oCLN-Plu, carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado

com Pluronic® F-68.
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Tabela 9. Contagem de colonias viaveis de Escherichia coli 843 apds tempo de exposicdo de 48h a carreadores

E. coli 843
Tempo (horas) oCLN 0CLN-PEG 0CLN-Col 0CLN-Plu
0 8,76 £ 0,274 8,99 + 0,07 A 8,53 £ 0,53 8,63 £ 0,43
1 6,77 +0,218° 7,50 £ 0,21P2 7,21 +0,14°P® | 730 +0,15PE
2 6,83 + 0,0980 7,33 +0,18°% 6,79 +0,17°° 6,66 +0,18™
4 6,57 + 0,228° 6,87 + 0,13F 6,75 + 0,230 6,68 + 0,30EFe
8 7,42 +0,288° 8,30 £ 0,148 7,87 + 0,058 7,89 + 0,09¢P
12 7,47 £0,188¢ 8,27 +0,17% 7,72 £0,198¢® | 7,98 + 0,088
24 8,75 + 0,08* 8,42 £ 0,317 8,51 + 0,197 8,35 + 0,12ABCa
48 8,75 £ 0,374 8,54 + 0,25% 8,26 + 0,15"B2 8,61 + 0,15"B2

Fonte: Préprio autor, 2025. Legenda: Resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3). Nota: a-
C: letras minusculas diferentes na mesma linha para a mesma média denotam diferencas (p < 0,05). Diferentes
letras maitsculas sobrescritas (A-F) na mesma coluna denotam diferengas significativas (p < 0,05) entre as
formulagdes para a mesma cepa: oCLN, carreador lipidico nanoestruturado otimizado; oCLN- PEG, carreador
lipidico nanoestruturado funcionalizado com polietilenoglicol (PEG); o0oCLN-Col, carreador lipidico
nanoestruturado funcionalizado com colesterol; oCLN-Plu, carreador lipidico nanoestruturado funcionalizado

com Pluronic® F-68.

Observou-se, a partir dos resultados, a eficacia da formulacao otimizada (0CLN) e das
formulacGes funcionalizadas (0CLN-PEG, oCLN-Col e oCLN-Plu) encapsuladas com 6leo
essencial de orégano na inibicdo das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
evidenciada por uma reducdo significativa causada por oCLN > 3 log UFC/mL ap0s 4 horas de
exposicdo. Nesse contexto, a literatura descreve que os produtos derivados de compostos
fitoquimicos naturais possuem um potente efeito bactericida sobre microrganismos-alvo,
enquanto reducdes < 3 log indicam uma acao bacteriostatica (Khameneh et al., 2021; Masyita
etal., 2022).

Diante disso, o0s resultados do presente estudo corroboram essa premissa,
demonstrando que a formulacdo otimizada apresentou a melhor cinética de morte celular
bacteriana, caracterizando um efeito bactericida. Em contrapartida, as formulacdes
funcionalizadas exibiram uma reducéo microbiana < 3 log, proporcionando predominantemente
um efeito bacteriostatico. Esses achados sugerem que a funcionalizagdo dos carreadores pode
modular a atividade antimicrobiana do nanossistemas, possivelmente interferindo na interagdo
entre 0 Oleo essencial de orégano e as membranas bacterianas, fato ja justificado e

correlacionado com a literatura a partir dos resultados de CIM (Da Costa Lima et al., 2022).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a recorréncia de quadros infecciosos resistentes aos antimicrobianos
convencionais em doencas que acometem a salde publica, como a mastite bovina, carreadores
lipidicos nanoestruturados contendo 6leo essencial de orégano otimizados e funcionalizados
demonstraram ser uma alternativa promissora, segura e eficaz no combate a mastite bovina. O
o0leo essencial de orégano apresentou o carvacrol como composto majoritario. Estudos de pré-
formulacdo através da técnica de emulsificacdo quente seguida de sonicacdo produziram
nanossistemas monodispersos em escala nanométrica na presenca de concentracoes
proporcionais de lipidio solido (cera de abelha: 1%) e lipidio liquido (6leo essencial de orégano:
1%) e altas concentra¢des do tensoativo hidrofilico Tween® 80 (3%). O CLN otimizado foi
submetido & modificacio de superficie com polietilenoglicol (PEG), colesterol e Pluronic® F-
68 em diferentes concentragdes, o que induziu variagfes no tamanho das particulas, no indice
de polidisperséo e no potencial Zeta, as quais permaneceram relativamente estaveis por 60 dias
a 37°C, com excecdo da oCLN-PEG. A alta eficiéncia de encapsulacéo do 6leo de orégano (>
97%) e a predominancia da sua compactacdo no lipidio sélido foi comprovada através de
técnicas fisico-quimicas. Por fim, as formulacdes foram avaliadas quanto ao seu efeito de
inibicdo minima em cepas patogénicas da mastite, bem como a sua cinética de morte e sua
atividade antioxidante. A formulacdo otimizada (0CLN) e a funcionalizada Pluronic® F-68
(0CLN-Plu) apresentaram melhor acdo antimicrobiana com valor de CIM de 1,92 mg/mL para
todas as linhagens bacterianas testadas. Ao passo que, para a analise da curva de morte, a
formulacdo otimizada demonstrou resultados mais promissores frente a Staphylococcus aureus
apos 4 horas de exposic¢do (5,66 = 0,07 UFC/mL; redugdo > 3 log), indicando seu efeito
bactericida para a mastite bovina. Corroborando com isso, no que tange a atividade
antioxidante, oCLN e oCLN-Plu apresentaram capacidades antioxidantes semelhantes pelo
método ABTS. No método FRAP ressalta-se que oCLN foi o nanossistema produzido que
demonstrou melhor atividade. Apesar de ambos os sistemas demonstrarem dentro dos objetivos
esperados, pode-concluir que a funcionalizagédo dos carreadores pode modular a atividade
antimicrobiana do nanossistemas, possivelmente interferindo na interagéo entre o 6leo essencial
de orégano e as membranas bacterianas, ressaltando, assim, neste caso, a melhor eficiéncia dos
carreadores otimizados. Portanto, este sistema nanotecnoldgico funcionalizado e projetado com
caracteristicas compativeis promete aplica¢@es futuras no tratamento da doenca inflamatdria do

gado leiteiro.
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