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RESUMO

Infec¢des cutaneas sao uma condigdo comum na humanidade e que podem evoluir para quadros
de resisténcia se ndo tratadas corretamente. Os metabdlitos presentes nos 6leos essenciais
(OEC) e fixos (OFC) de copaiba sdo uma alternativa, uma vez que ja demonstram inibir
microrganismos. Porém, seu uso terapéutico, principalmente se associado a nanossistemas de
entrega, potencializa sua acdo, favorecendo a passagem pelos mecanismos de defesa dos
microrganismos. Com isso, este trabalho teve como objetivo avaliar os aspectos fisico-
quimicos e antimicrobianos de nanocapsulas poliméricas (NCPs) carreando Oleos fixos e
essenciais de copaiba. Para tal, os 6leos foram caracterizados a partir de cromatografia gasosa
acoplada a espectrébmetro de massas e sua acdo antioxidante foi avaliada por meétodos de
reducdo de radicais de DPPH e ABTS. As NCPs foram desenvolvidas, variando os polimeros
policaprolactona de 10 kDa (PCL-10) e 80 kDa (PCL-80) (25—200 mg), os 6leos (OEC, OFC,
15—200 mg) e os tensoativos Span®60, Lipoid®s100, Tween®20, Tween®80 e Kolliphor®ELP
(20—100 mg). As NCPs foram caracterizadas em tamanho médio, indice de polidispersao (Pdl),
potencial Zeta, espectro de infravermelho (FTIR), microscopia dptica e eletrénica de varredura
(MEV), doseamento e eficiéncia de encapsulacdo (EE%). Foram analisadas complexagdo com
colageno e estabilidade em 4 e 25 °C por 90 dias das nanocépsulas finais de OEC (NcOEsC) e
de OFC (NcOFiC). Alem disso, foram avaliadas as atividades antimicrobianas e antibiofilme
dos 6leos, NcOEsC e NcOFiC contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 13150) e Candida albicans (ATCC
76645). OEC teve como composto majoritario 3-cariofileno (44,30%), enquanto o OFC teve
perfil cromatografico indicativo de presenca de diterpenos. OEC apresentou atividade
antioxidante em DPPH, com CEso de 45,76 mg/mL; ja OFC reduziu 9,44% independente da
concentracdo utilizada. OEC néo apresentou atividade no teste com ABTS. PCL-10 e PCL-80
tiveram uma saturacdo em 150 e 40 mg nos nanossistemas, respectivamente, com quantidades
superiores influenciando negativamente o tamanho médio e Pdl. A concentracéo limite estavel
de 6leo foi de 100 mg, com concentragdes superiores interferindo negativamente em tamanho
médio e Pdl e levando a externalizacdo de 6leo, como observado em microscopia optica e
transmitancias de infravermelho. As NCPs estudadas tiveram um comportamento complexo na
variacdo de tensoativos, o que levou a resultados diferentes a depender das concentracdes e
tipos de tensoativos utilizados. O tamanho, Pdl e potencial Zeta de NcOEsSC foram de
216,03+1,63 nm, 0,22+0,01 e -29,65+0,68 mV, j& NcOFIiC foram de 243,37+2,89 nm,
0,14+0,05 -24,26+0,44 mV. Essas nanocéapsulas tiveram espectros de FTIR semelhantes ao
PCL-80 e Kolliphor®ELP e formatos esféricos no MEV. NcOEsC apresentou um doseamento
de 20,02+0,25 mg/ml e uma EE% de 99,99%, ndo sendo possivel realizar estes testes com
NcOFiC. Elas tiveram uma baixa interacdo com incubacdes de 1 a 40 mg de colageno/ml e
baixa interacdo com incubagédo de 5 mg de coldgeno/ml em 24 horas. NCPs foram estaveis nas
temperaturas de 4 e 25°C observadas, com excecdo de NcOFiC que desestabilizou em 60 dias
a 25°C. OEC apresentou uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 1024 pg/ml contra os
microrganismos estudos, mas nenhuma atividade antibiofilme. OFC néo apresentou nenhuma
atividade biolégica. NcOEsC ndo apresentou atividade contra C. albicans, mas teve uma CIM
contra P. aeruginosa, E. coli e S. aureus de 0,5, 128 e 128 pug/ml e um poder inibitério de
biofilme em 64, 128 e 128 pg/ml, respectivamente. NcOFiC teve CIM contra P. aeruginosa,
E. coli, S. aureus e C. albicans de 0,5, 16, 32 e 16 pg/ml e um poder inibitério de biofilme em
16, 16, 32 e 16 pg/ml, respectivamente. Em conclusdo, NCPs auxiliaram no melhor
desempenho dos 6leos de copaiba contra patdgenos cutaneos.

Palavras-chave: sistemas nanotecnoldgicos de entrega; produtos naturais; microrganismos
patogénicos.



ABSTRACT

Skin infections are a common condition in humanity and can evolve into resistance if not
treated correctly. The metabolites present in copaiba essential (CEO) and fixed (CFO) oils are
an alternative, since they have already been shown to inhibit microorganisms. However, their
therapeutic use, especially if associated with delivery nanosystems, enhances their action,
favoring passage through the defense mechanisms of microorganisms. Therefore, this study
aimed to evaluate the physicochemical and antimicrobial aspects of polymeric nanocapsules
(PNCs) carrying copaiba fixed and essential oils. To this end, the oils were characterized by
gas chromatography coupled to mass spectrometry, and their antioxidant action was evaluated
by DPPH and ABTS radical reduction methods. The PNCs were developed, varying the
polymers polycaprolactone 10 kDa (PCL-10) and 80 kDa (PCL-80) (25—200 mg), the oils
(CEO, CFO, 15—200 mg) and the surfactants Span®60, Lipoid®s100, Tween®20, Tween®80
and Kolliphor® ELP (20—100 mg). The PNCs were characterized by mean size, polydispersity
index (Pdl), Zeta potential, infrared spectroscopy (FTIR), optical microscopy and scanning
electron microscopy (SEM), drug loading and encapsulation efficiency (EE%). Complexation
with collagen and stability at 4 and 25 °C for 90 days of the final CEO (NcOEsC) and CFO
(NcOFiC) nanocapsules were analyzed. Furthermore, the antimicrobial and antibiofilm
activities of the oils, NcOEsC and NcOFiC were evaluated against Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 13150) and
Candida albicans (ATCC 76645). CEO had p-caryophyllene (44.30%) as its major compound,
while CFO had a chromatographic profile indicative of the presence of diterpenes. CEO
showed antioxidant activity in DPPH, with an ECso of 45.76 mg/mL; CFO reduced 9.44%
regardless of the concentration used. CEO showed no activity in the ABTS test. PCL-10 and
PCL-80 had saturation at 150 and 40 mg in the nanosystems, respectively, with higher amounts
negatively influencing mean size and Pdl. The stable oil limit concentration was 100 mg, with
higher concentrations negatively interfering with mean size and Pdl and leading to oil
externalization, as observed by optical microscopy and infrared transmittances. The studied
PNCs showed complex behavior in surfactant variation, which led to different results
depending on the concentrations and types of surfactants used. The size, Pdl and Zeta potential
of NcOEsC were 216.03£1.63 nm, 0.22+0.01 and -29.65+0.68 mV, while NcOFiC were
243.37£2.89 nm, 0.14+0.05 and -24.26+0.44 mV. These nanocapsules had FTIR spectra
similar to PCL-80 and Kolliphor®ELP and spherical shapes in SEM. NcOEsC showed a drug
loading of 20.02+0.25 mg/ml and an EE% of 99.99%, and it was not possible to perform these
tests with NcOFiC. They had low interaction with incubations from 1 to 40 mg collagen/ml
and low interaction with incubation of 5 mg collagen/ml over 24 hours. PNCs were stable at
the observed temperatures of 4 and 25°C, except for NcOFiC which destabilized within 60
days at 25°C. CEO showed a Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 1024 pg/ml against
the studied microorganisms, but no antibiofilm activity. CFO showed no biological activity.
NcOEsC showed no activity against C. albicans, but had an MIC against P. aeruginosa, E. coli
and S. aureus of 0.5, 128 and 128 pg/ml and a biofilm inhibitory activity at 64, 128 and 128
pag/ml, respectively. NcOFIC had an MIC against P. aeruginosa, E. coli, S. aureus and C.
albicans of 0.5, 16, 32 and 16 pg/ml and a biofilm inhibitory activity at 16, 16, 32 and 16
pag/ml, respectively. In conclusion, PNCs helped improve the performance of copaiba oils
against skin pathogens.

Keywords: delivery nanosystems; natural products; pathogenic microorganisms.
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1 INTRODUCAO

InfeccOes cutaneas séo problemas bastante comuns em humanos nos dias atuais, as
quais ocorrem devido a um desequilibrio entre as defesas corporais e 0S microrganismos,
fazendo com que, ou um membro da microbiota natural da pele se desenvolva de forma
desarménica, ou um invasor a atinja. Essas infecgdes vao desde uma ferida simples até um
abscesso, podendo ir a corrente sanguinea e gerar um quadro sisttmico. Com isso, um
tratamento precoce e efetivo é importante para evitar gerar complicacbes maiores aos
infectados, contudo, a terapéutica atual enfrenta dificuldades em controlar estes problemas com
0 surgimento de resisténcia microbiana (Watkins; David, 2021).

Devido a isso, 0 estudo das plantas e seus derivados ainda hoje se faz necessario para
o aperfeicoamento das formas de tratamento atuais. 1sso ocorre porque plantas sdo 0s
organismos Vvivos gue possuem a maior diversidade de metabolitos secundarios, os quais sao
moléculas com ampla acao terapéutica, com acao, por exemplo, antimicrobiana, antioxidante,
anti-inflamatoria, anticancerigena, entre outras (Li et al., 2020). Dentre os metabdlitos
secundarios existentes, 0s terpenos sdo um grupo bastante heterogéneo, tanto em relacdo ao
seu comprimento, como em sua atividade farmacoldgica. Essas moléculas sdo encontradas
principalmente em dleos vegetais, 0s quais sdo matrizes formadas por um conjunto destas e
outras substancias, tendo um significativo potencial terapéutico agregado (Ramsey et al., 2020;
Sousa et al., 2023).

Dito isso, as copaibeiras, ou Copaifera spp., sdo plantas de grande porte que possuem
um caule produtor de oleorresina, ou 6leo fixo de copaiba, que é formado por diterpenos e
sesquiterpenos, como &cido caurendico. Esse 6leo fixo pode passar por um processo de
refinamento, dando origem ao 6leo essencial, o qual é rico em sesquiterpenos, principalmente
B-cariofileno. Os compostos majoritarios desses 6leos ja foram correlacionados com variadas
acOes farmacologicas, como atividades antimicrobianas, anti-inflamatorias, antioxidantes e
cicatrizantes (Ibiapina et al., 2022; Cardinelli et al., 2023).

No entanto, existem alguns obstaculos que limitam o uso desse derivado da planta,
como uma extragdo pouco significativa do material de interesse, a existéncia de poucas vias de
administracdo possiveis, limitando seu uso, e uma farmacocinética desfavoravel, uma vez que
possuem baixa solubilidade em fluidos bioldgicos (Christensen, 2021; Sattayakhom; Wichit;
Koomhin, 2023; Tenchov et al., 2025).

Todavia, a integracdo de produtos naturais em modalidades nanotecnoldgicas vem se

mostrando uma alternativa vidvel para contornar essas limitacGes. Nanotecnologia é uma area
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da ciéncia que estuda elementos que estdo na escala de 1 a 1000 nm. A integracdo de 6leos
vegetais a nanotecnologias ja foi associada ao aperfeicoamento do desempenho destes
produtos, devido ao aprimoramento de caracteristicas farmacocinéticas e bioatividade (Ma et
al., 2024; Omidian; Cubeddu; Gill, 2025).

Um tipo de nanossistema de entrega existente sdo as nanocapsulas poliméricas
(NCPs), as quais ttm como conformacéo basica uma camada polimérica externa que encapsula
um interior que pode conter uma variedade de substancias, como 06leos vegetais. Devido a essa
disposicdo, a capsula polimérica é capaz de levar a uma liberacdo controlada e a uma maior
protecdo contra degradacdo (Zielinska et al., 2020). Contudo, a escolha e a concentracdo de
componentes, como tensoativos e polimeros, podem alterar caracteristicas importantes, como
tamanho, estabilidade e adaptacdo do substrato no sistema, o que faz com que o estudo da
composicdo de NCPs seja necessario para um melhor desempenho (Liu et al., 2022).

Diante do que foi exposto, 6leos de copaiba tém potencial de ser uma alternativa para
o0 tratamento de infeccdes cuténeas por propriedades atreladas aos seus compostos. Contudo,
caracteristicas intrinsecas desses 0leos impedem seu uso farmacologico, como uma baixa
capacidade de extracdo, dificuldade de solubilizacdo e de administracdo desses produtos.
Entretanto, sistemas de entrega nanotecnoldgicos podem contornar esses problemas atrelados,
tornando menos complexa sua utilizacdo terapéutica. Devido a isso, este estudo teve como
cerne principal o desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas contendo 6leo essencial e fixo

de copaiba para aplicacdo antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar aspectos fisico-quimicos e antimicrobianos de nanocépsulas poliméricas

carreando Gleos fixo e essencial de copaiba.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os compostos majoritarios presentes nos 6leos essencial e fixo de copaiba por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas;

e Aferir a propriedade antioxidante in vitro dos 6leos essencial (OEC) e fixo (OFC) de
copaiba;

e Desenvolver nanocépsulas poliméricas carreando OEC e OFC a partir do estudo de uma
variacdo controlada de seus componentes;

e Caracterizar as nanocapsulas poliméricas por meio de parametros fisico-quimicos,
como tamanho, indice de polidisperséo, potencial Zeta, morfologia, espectroscopia de
infravermelho, doseamento e eficiéncia de encapsulacéo;

e Observar a capacidade de nanocapsulas poliméricas finais de interagir com colageno;

e Determinar a estabilidade de nanocépsulas poliméricas finais armazenadas a diferentes
temperaturas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme in vitro de nanocépsulas poliméricas
finais contendo OEC e OFC.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 INFECCOES CUTANEAS

A pele é um o6rgdo cuja principal funcéo é proteger a parte interna do corpo contra
diversos tipos de agentes. Dentre eles estdo os microrganismos, em que a pele ampara o corpo
como uma barreira fisica e produz defensinas (Dabrowska et al., 2018). Apesar disso, o tecido
cutdneo é normalmente colonizado em sua superficie externa por uma microbiota rica,
composta principalmente por bactérias do género Staphylococcus, assim como também por
outras bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos e virus (Smythe; Wilkinson, 2023).
Essa microbiota natural é importante para a satde da pele, no entanto, o desequilibrio neste
ambiente faz com que microrganismos ataquem esse tecido, gerando uma infec¢do cutanea,
seja por um comensal da microbiota, seja por um invasor patolégico adquirido (Adib;
Bensussan; Michel, 2022).

Essas infeccOes podem se manifestar na forma de simples feridas, como também na
forma de abscessos, pustulas, celulites e outras condi¢cdes mais complexas. As manifestacGes
iniciais dessas condicdes sdo dor e inflamacéo local, com tratamentos iniciais podendo impedir
a evolucdo para sintomas mais graves (Zhang; Lu, 2024). Quando um tratamento ndo €
efetuado corretamente, ou é feito tardiamente, essas infec¢des locais podem virar sistémicas,
levando a quadros mais complexos e irreversiveis (Yu et al., 2021).

Manifestacdes cutaneas podem ser mortais a depender das condic¢Bes ou historico da
pessoa, dificultando a melhora do quadro. Entre esses fatores que diminuem a sobrevida estdo,
por exemplo, a idade, a presenca de comorbidades e a presenca de cicatrizes grandes cirurgicas
(Cedeno et al., 2025). Esse quadro tende a piorar ainda mais com o uso indiscriminado de
antimicrobianos, levando a quadros de resisténcia microbiana. As principais etiologias de
infeccdes cutaneas sdo organismos com relatos de ganho de resisténcia a varios medicamentos,
como Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp. coagulase negativa, Pseudomonas
aeruginosa, Candida spp. e Escherichia coli (Watkins; David, 2021). Além disso, a formagéo
de biofilmes esta sendo correlacionada com a predisposi¢do de futuras infeccdes, bem como
para a piora de infecgdes ja formadas. Isso ocorre, pois, a concentragdo de medicamentos no
interior destes biofilmes torna-se menor, dificultando o tratamento (Zhao; Sun; Liu, 2023).

A antibioticoterapia atual para as ditas infec¢bes cutaneas complicadas € a
administracdo invasiva de alta dose de um ou varios medicamentos (Golan, 2019). Esse tipo
de solucdo é complexo por ser preditiva de quadros secundarios, como problemas renais e

hepéticos ou o surgimento de novas infecces por desequilibrio na microbiota corporal (Li et
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al., 2025). Com isso, a busca de novas terapias para se contornar as infecgdes graves ou para
se evitar o ganho de novas resisténcias é um dos principais objetivos da medicina atual (Wang
et al., 2020).

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS E SEU POTENCIAL TERAPEUTICO

Metabolitos secundarios sdo moléculas bioldgicas produzidas por organismos como
forma de garantir uma maior sobrevivéncia a partir de uma melhor interacdo com estimulos
internos e ambientais (Forrister et al., 2022). Essas moléculas sdo derivadas de metabdlitos
primarios, como carboidratos e lipidios, mas sofrem diferentes mecanismos de geracdo que
permitem a existéncia de um amplo leque de substancias (Pramanik et al., 2024).. Os seres que
possuem a maior diversidade dessas moléculas sdo as plantas, as quais contam com pelo menos
cerca de 100 mil metabdlitos secundarios (Li et al., 2020).

Mesmo que sejam gerados para o beneficio proprio, parte desses metabolitos possuem
potencial medicinal, o qual é aproveitado pela humanidade desde os seus primérdios. A inicial
manipulagcdo rudimentar de plantas pelas pessoas permitiu 0 uso dessas substancias com
diferentes fins e esta préatica ainda continua sendo realizada por grande parte da populacao
mundial (Sen; Samanta, 2014). Com o advento de técnicas avancadas de manipulacdo quimica,
foi possivel realizar o isolamento e a modificacdo dessas biomoléculas, consolidando as plantas
como uma matéria-prima importante para a industria farmacéutica (Reshi et al., 2023).

Com isso, produtos isolados de espécies vegetais sdo usados pelo seu potencial
antiparasitario, antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatério e antitumoral para a fabricacao
de medicamentos (Elshafie; Camele; Mohamed et al., 2023). No entanto, existem alguns
obstaculos que blogueiam o potencial de produtos naturais, como, por exemplo, a baixa
quantidade dos metabolitos de interesse nos organismos, a dificuldade de isolamento destas
substancias e a dificuldade de producdo em larga escala (Christensen, 2021).

Milhares de moléculas ja foram associadas ao metabolismo secundario de plantas,
contudo, a geracao destas moléculas tende a partir de caminhos iniciais similares com posterior
diversificacdo das vias metabdlicas. Esse comego parecido permite com que essas varias
moléculas possam ser classificadas em uma quantidade pequena de grupos abrangentes, sendo
estes componentes contendo nitrogénio, componentes fendlicos e terpenoides (Li et al., 2020).

A classe dos terpenoides tem como ponto em comum 0 isopreno como molécula
precursora, podendo ser pequenos e volateis, como 0S monoterpenos, até 0S maiores
politerpenos (Bergman; Davis; Phillips, 2019). Essas moléculas sdo comumente usadas pelas

plantas para dispersar predadores e atrair polinizadores. Entretanto, elas também ja se
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mostraram capazes de agir tanto contra microrganismos, impedindo o crescimento e a formacao
de biofilmes, como de agir contra organismos multicelulares, induzindo apoptose, inibicéo de
mitose e agdo no sistema nervoso central. Terpenos estdo em maior concentracdo em 6leos

vegetais, o que faz com que estes sejam uma importante matriz terapéutica (Guo et al., 2024).
3.3 OLEOS VEGETAIS E SEUS POTENCIAIS TERAPEUTICOS

Oleos vegetais sdo produtos extraidos de diferentes tecidos de planta por variadas
técnicas e que podem ser formados por um conjunto de metabdlitos secundarios, sendo
chamados de Gleos essenciais, ou por um conjunto de ésteres de acidos graxos com glicerol,
sendo chamados de 6leos fixos (Sousa et al., 2023).

Os 6leos essenciais sdo conhecidos agentes terapéuticos devido a sua composicao
principal de terpenoides e, em menor escala, de outros componentes, como flavanoides,
alcaloides, acidos fendlicos, carotenoides e aldeidos (Nabi et al., 2025). Seus componentes sdo
em grande parte de baixo peso molecular, como monoterpenos e sesquiterpenos, e de facil
volatilizag8o, o que faz com que cada 6leo essencial tenha um forte cheiro caracteristico (Ju et
al., 2019). Um dleo essencial corresponde geralmente a 5% da matéria seca vegetal e, apesar
deste extrato poder conter mais de 300 tipos de substancias, somente 2 a 3 metabolitos estdo
em guantidade significativa, sendo estes o que conferem as suas principais propriedades (Sousa
etal., 2023).

Com relacdo a sua aplicacdo, esses 0leos ja foram associados a interferir em estruturas
virais, processos metabolitos, formacdo de parede e membranas celulares, organizacdo
citoplasmatica, tecidos e o6rgdos, fazendo com que tenham um potencial antimicrobiano e
inseticida amplo. Dentre os dleos que estdo correlacionados com esses efeitos estdo os 6leos
de menta, orégano, eucalipto e copaiba (Ishak et al., 2021; Corréa; Ferreira, 2023; Frazdo et
al., 2023).

Contudo, mesmo que diferentes propriedades estejam sendo postuladas aos 0Oleos
essenciais, mais estudos devem ser realizados para investigar, além de potenciais beneficios,

os efeitos adversos do uso destas substancias (Ramsey et al., 2020).
3.4 O GENERO Copaifera E OS SEUS OLEOS

Copaiba € um dos nomes populares dado a plantas do género Copaifera, sendo
caracterizadas como arvores de grande porte que podem chegar a 40 metros de altura e
conseguem viver por décadas. Além disso, copaibeiras possuem folhas alteradas, pecioladas e

ovoides; flores ndo tdo chamativas, sendo pequenas, hermafroditas e sem pétalas; e vagens
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como frutos, o que é tipico da sua familia Leguminosae. J& o seu caule é de cor escura, podendo
ir até 4 metros de didmetro, e é a parte das copaibas com maior interesse humano, visto que,
além do uso da sua madeira, dele pode ser extraida a oleorresina de copaiba (Lameira; Oliveira,
2023).

Essa oleorresina pode variar do amarelo ao marrom cujo uso farmacoldgico foi
praticado primeiramente por povos nativos da sua area de distribuicdo natural. Devido a
diversidade de aplicacdo desse produto em regides sul-americanas, como feridas, analgesia e
efeitos anti-inflamatdrios, as copaibas foram umas das primeiras plantas a serem descritas por
colonizadores das Americas (Oliveira et al., 2019). Desde entdo, varios tipos foram descobertas
e atualmente estdo catalogadas 45 espécies e subespécies, as quais estdo espalhadas ao longo
do oeste africano e da América Latina. O Brasil é o pais com a maior variedade dessas plantas,
com 32 espécies de copaiba j& encontradas em seu territério, sendo a maioria pertencente a
floresta amazénica (Arruda et al., 2019).

As copaibeiras, devido a oleorresina extraida do seu tronco, sao uma das varias plantas
da biodiversidade brasileira que possuem um potencial biotecnoldgico na area cosmética,
alimenticia e farmacéutica (Ibiapina et al., 2022). Sua oleorresina também pode ser nomeada
como o6leo fixo de copaiba (OFC), o que faz com que este ndo seja um oleo fixo tipico, ja que
ele ndo é composto principalmente por acidos graxos. Na realidade, OFC é formado por
componentes ndo volateis e volateis, podendo estes serem separados por meio de destilagédo a
vapor, dando origem ao 6leo essencial de copaiba (OEC) (Bonfim; Casabianca; Oliveira,
2025).

Em relacdo aos metabolitos secundarios, OEC é formado por sesquiterpenos volateis,
como o-humuleno e B-cariofileno. J& o 6leo fixo, além de sesquiterpenos, possui diterpenos
ndo volateis, como os &cidos caurendico, hardwiquiico e copalico. Apesar dos diterpenos
produzidos por copaibeiras ja terem sido associados com alguns efeitos vantajosos, 6leos fixos
com uma maior quantidade de componentes volateis sdo mais quistos comercialmente para
industria farmacéutica e cosmética pela maior extracdo de 6leo essencial (Cardinelli et al.,
2023).

Diversos estudos ja correlacionaram o0s o6leos de copaiba com atividades
antimicrobiana, antinflamatdria, antioxidante, cicatrizante, antilarval, antiparasitaria,
citotoxica e gastroprotetora (Frazéo et al., 2023). Além disso, baixos niveis de toxicidade foram
encontrados em estudos in vivo, in vitro e in silico associados esses derivados, apesar de ainda

haver necessidade de mais estudos relacionados a isto (Cardinelli et al., 2023).
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Apesar dos efeitos correlacionados com os 6leos, alguns aspectos dessas matrizes
impedem que 0 seu uso seja mais promissor. Copaibeiras possuem um limite de extracéo viavel
para que continuem vivas, o que faz com que a extracdo da oleorresina seja limitada, o que leva
a dificuldade de uma producdo em larga escala. Além disso, copaibeiras tém uma média
primaria de extracdo de cerca de 1 litro de 6leo, com extracfes subsequentes diminuindo
significativamente a produtividade. Ja a fabricacdo de seu 0Oleo essencial pode ter pequena
produtividade a depender da quantidade de sesquiterpenos presentes na resina (Medeiros;
Vieira, 2008; Christensen, 2021; Lameira; Oliveira, 2023). Oleos vegetais, principalmente os
essenciais, possuem poucas vias de administracdo possiveis, limitando seu uso (Sattayakhom;
Wichit; Koomhin, 2023). Além disso, 0s terpenos possuem uma farmacocinética desfavoravel,
0 que pode levar ao uso de uma concentracdo maior de 6leo para se atingir o resultado esperado
(Tenchov et al., 2025).

3.5 NANOTECNOLOGIA COMO NOVA FRONTEIRA TERAPEUTICA

A nanotecnologia pode ser entendida como a aplicagdo dos conhecimentos da
nanociéncia para a criagcdo e manipulagdo de materiais em nanoescala, ou seja, de 1 a 1000 nm.
Essa area é considerada uma das mais promissoras tecnologias deste século por alguns
fendmenos sé poderem ser possiveis em nanomateriais (Wang et al., 2023). Os estudos iniciais
da nanotecnologia datam da segunda metade do seculo XX e estes se voltaram principalmente
a formacdo de polimeros sintéticos e outros materiais que permitiram, por exemplo, a
construcdo de computadores que, apesar de cada vez menores, vao se tornando mais potentes.
Com o avanco das descobertas, 0 uso da nanotecnologia para a biomedicina se tornou uma das
principais frentes deste campo (Bayda et al., 2020).

Como uma parte consideravel das substancias pode ter sua atividade farmacoldgica
limitada por questdes intrinsecas, como baixa solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade,
a construcdo de sistemas de entrega € uma das preocupagdes da nanomedicina atual (Tenchov
et al., 2025). Isso ocorre porque nanossistemas sao capazes de promover melhora de aspectos
farmacocinéticos, maior eficacia e reducdo de efeitos colaterais das substancias (Prakash,
2023). Contudo, para que um nanoparticulas se adequem ao objetivo desejado, deve-se levar
em conta caracteristicas como forma, tamanho, parametros biofisicos e quimicos e,
principalmente, sua superficie, a qual determinara os tipos de interacdo com o sistema (Ma et
al., 2024).

Nanossistemas vém sendo utilizados néo s6 para o carreamento de substratos simples

como farmacos, mas também para elementos mais complexos como 6leos vegetais. O uso de
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nanocarreadores de 0leos essenciais permite um aumento da estabilidade, prolongacédo de seu
tempo de acdo, aumento de sua bioatividade e ampliacdo de aplicacdo (Omidian; Cubeddu;
Gill, 2025). Devido a isso, elas estdo sendo convertidas em tecnologias para o mercado, com o
aparecimento de produtos patenteados desde a década de 1990 que se utilizam de
nanoparticulas com 6leos essenciais. Esses produtos nao tiveram como alvo somente a industria
farmacéutica, mas também a alimenticia, agricola e quimica (Oliveira et al., 2022).

Quando farmacos isolados ou 0Oleos vegetais sdo integrados nesses materiais, eles
podem ser nomeados de nanossistemas de entrega, visto que essa juncao permite que elementos
sejam entregues de forma aprimorada para locais ou organismos desejados. Dentre 0s
principais nanossistemas de entrega organicos estdo os baseados em lipidios e poliméricos
(Mitchell et al., 2021).

As nanoparticulas poliméricas podem se apresentar de duas formas: nanoesferas e
nanocapsulas. Nas nanoesferas, o principio ativo estd exposto em uma superficie polimérica.
Nanocapsulas tém um ndcleo com o principio ativo envolto por um exterior polimérico. A
escolha de um determinado tipo de nanossistema deve ser realizada a partir das necessidades

para se atingir o objeto requerido (Zielinska et al., 2020).
3.6 NANOCAPSULAS POLIMERICAS

A conformacdo nucleo-exterior de nanocépsulas poliméricas (NCPs), as quais podem
ser observadas na Figura 1, permite uma maior versatilidade de produgéo, permitindo a
encapsulacdo de moléculas com diferentes aspectos fisico-quimicos (Zielinska et al., 2020).
Esses nanossistemas sdo, na maior parte das vezes, formados a partir da integracdo de uma fase
organica, que contém os seus componentes dissolvidos em um solvente organico, com uma
fase aquosa. Essa integracdo propicia a precipitacdo do polimero, levando a formacdo de
nanocapsulas, geralmente se usando de tensoativos para auxiliar na geracdo de nanoparticulas

menores € mais estaveis (Lima et al., 2022).
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Figura 1 — Esquema de uma nanocéapsula polimérica

Membrane

Drug__
particles

Fonte: Naseef et al. (2021)

As NCPs possuem vantagens por levarem a uma liberacdo controlada, protecéo do seu
conteudo interno contra 0 ambiente e aumento de biodisponibilidade e eficacia terapéutica.
Além dessas caracteristicas, elas sdo recomendadas para Oleos vegetais devido a boa
capacidade de encapsulacdo de matrizes complexas (Mehandole et al., 2023).

A técnica mais popular para a fabricacdo desses sistemas de entrega é a
nanoprecipitacdo, visto que € uma metodologia rapida, custo-efetiva, aplicavel a varios
principios ativos e que requer pouca quantidade de solvente (Lima et al., 2022). Essa técnica
consiste basicamente na adicdo da fase organica na fase aquosa, a qual pode ser realizada por
seringas ou agulhas finas. Independentemente da forma de insercéo, a interacao entre as fases
promove a deposicdo polimérica envolta dos componentes nucleares (Purohit et al., 2023).

A composicéo e a quantidade de componentes utilizados na fabricacdo de NCPs séo
importantes fatores que afetam os parametros fisico-quimicos destas nanoparticulas. Isso pode
ser visto, por exemplo, na utilizacdo de tensoativos, que garantem a producao de nanoparticulas
menores e mais estaveis (Ng; Rogers, 2019). Além disso, o tipo de polimero utilizado pode
influenciar o perfil de liberagdo de moléculas, garantir estrutura interna e externa dos coloides
e manter o equilibrio de energias do sistema (Lima et al., 2022). Por fim, as substancias
encapsuladas também afetam a qualidade das nanocépsulas, visto que elas podem ndo se
adaptar ao sistema escolhido, aos outros materiais presentes no nanossistema ou a metodologia
escolhida (Liu et al., 2021).
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3.7 OLEO DE COPAIBA INTEGRADO A NANOTECNOLOGIAS

Diversos trabalhos ja produziram diferentes modalidades de nanossistemas carreando
6leos de copaiba que atingiram variados objetivos, como melhorar parametros farmacoldgicos
de substancias associadas e atividades antimicrobianas e antitumorais. 1sso mostra que esse
tipo de 6leo é compativel e promissor em relagdo a nanotecnologia.

Ja foram formulados, por exemplo, nanossistemas carreando esse 6leo com materiais
inorganicos, como nanofibras de acido polilatico e polivinilpirrolidona, que tiveram acgéo in
vitro antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Bonan et al., 2015), e nanocarreadores de
silicatos lamelares, que apresentaram in vitro acdo citotoxica em células endometriais,
mostrando um possivel uso na endometriose (Borges et al., 2016).

Contudo, a maioria dos estudos construiu nanoparticulas de entrega de 6leo de copaiba
com materiais organicos. Dessas nanoparticulas carreando 6leo de copaiba, foram produzidos
lipossomas contendo polietilenoglicol, que assumiram agdo antitumoral contra células de
glioma murino (Blanco et al., 2023). Em relacdo a nanoemulsdes 6leo em agua com 6leo de
copaiba, este sistema associado a coenzima 10 teve parametros in vitro superiores aos da
molécula isolada (Nigro et al., 2020). J& outro tipo de nanoemulsdo 6leo em &gua teve uma
acdo citotoxica contra células VERO consideravelmente inferior ao 6leo livre, mas ainda
conseguindo inibir a replicacdo de Zika virus nestas células (Carvalho et al., 2023).

Dois estudos produziram nanoparticulas lipidicas sélidas com 6leo de copaiba e cera
de abelha associados a 4-nitrochalcona (Assolini et al., 2020) e dietilditiocarbamato (Mazur et
al., 2019) para avaliacdo de atividade in vitro contra Leishmania sp. Em ambos foi observada
a diminuicdo da citotoxicidade contra células peritoneais sem retirar o efeito contra o parasita
dos farmacos. Além disso, foram observadas em nanoparticulas lipidicas sélidas transportando
6leo de copaiba acdo larvicida contra A. aegypti (Rodrigues et al., 2014) e acdo antiflngica
contra Candida parapsilosis principalmente quando associado a alantoina (Svetlichny et al.,
2017).

Por fim, um estudo demonstrou que o 6leo de copaiba pode se adaptar bem a NCPs,
tendo uma boa taxa de encapsulagdo (Xavier-Janior et al., 2018). Esse tipo de nanocarreador
de 6leo de copaiba também demonstrou, in vitro, hemocompatibilidade, baixa citotoxicidade e
nenhuma genotoxicidade (Rodrigues et al., 2023). Outro estudo associou esse nanossistema
com imiguimode e observou auséncia de toxicidade em linhagem celular de pele, além de
retencdo in vitro do farmaco em pele de porco (Venturini et al., 2015). NCPs com o0leo de

copaiba também tiveram acgéo larvicida contra Aedes aegypti (Burin et al., 2022). Nanocépsulas
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carreando Oleo de copaiba também demonstraram acdo antibacteriana contra agentes
comumente associados com infeccGes cutaneas (Pinto et al., 2023a). Além disso, essas
nanoparticulas também foram associadas a a¢6es anti-inflamatdrias in vitro e in vivo (Pinto et
al., 2023b).

Como observado, os Oleos de copaiba se adaptam a diferentes tipos de
nanotecnologias e esta integracdo permite que estes produtos sejam utilizados em diferentes
frentes. Dito isso, NCPs com 6leo de copaiba foram apontados como agentes antimicrobianos
pelo estudo de Pinto et al. (2023a). Contudo, esse estudo focou em duas bactérias,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, observando a capacidade bactericida. Com
isso, ainda se fazem necessarios estudos que investiguem a atividade dessa nanotecnologia em
outras espécies, outros aspectos peculiares de microrganismos, como a formacéao de biofilmes,

e comparem a acdo do OEC com OFC.
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4. METODOS
4.1 LOCAL DA PESQUISA

As nanocapsulas foram confeccionadas e caracterizadas em grande parte no
Laboratorio de Biotecnologia Farmacéutica (BioTecFarm), presente no Instituto de Pesquisa
em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM/UFPB). As micrografias das nanoparticulas foram
realizadas pelo Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LNNano) vinculado ao Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM). As cromatografias dos 6leos de
copaiba foram realizadas pelo Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA)
presente no IPeFarM/UFPB. As andlises de atividade antimicrobiana e antibiofilme foram
realizadas pelo Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMA) também vinculado ao
IPeFarM/UFPB.

4.2 MATERIAIS

Para os estudos descritos neste trabalho, foram utilizados: 2,2'-Azino-bis(acido 3
etilbenztiazolina-6- sulfénico) (ABTS), acido ascorbico, 2,2- difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e
Trolox®, todos estes obtidos da Sigma-Aldrich, Estados Unidos; acetona (ACS Cientifica, Sdo
Paulo); acetonitrila (LiChrosolv, MERCK, Alemanha); Colageno (Farmaférmula, Jodo
Pessoa); Kolliphor®ELP (BASF, Alemanha); Lipoid®s100 (Lipoid GmbH, Alemanha);
Triglicerideos de Cadeia Média (Miglyol®810N 101 OLEOCHEMICAL, Alemanha);
policaprolactonas de 10 e 80 kDa, Span®60, Tween®20 e Tween®80 foram obtidos de Sigma-
Aldrich, S&o Paulo.

Em relacdo aos 6leos de copaiba, o 6leo essencial foi obtido de Ferquima (S&o Paulo);

enquanto o 6leo fixo de AmazonQil (Para).
4.3 ANALISE DE COMPOSTOS MAJORITARIOS DOS OLEOS

OEC e OFC foram caracterizados a partir de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS), com uma metodologia adaptada de Suppajariyawat et al.
(2019), a fim de verificar o conjunto de compostos presentes nestes 6leos. Com isso, foi
utilizado um cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massas da marca Shimadzu®,
modelo GCMS-QP2010 Ultra, com uma coluna RTX-5MS (5% difenil/95% dimetil
polissiloxano), a qual possui 30 m por 0,25 mm por 0,25 um.

Cerca de 1 pl de 6leo foi analisado em CG-MS, cuja injecdo foi realizada com razéo

de split de 50. A temperatura de entrada no cromatografo foi de 180°C, com o injetor tendo
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260°C. Em relacdo ao forno, este esteve a 40°C por 2 minutos e sua temperatura foi aumentada
por 10°C/min até 100°C. Apo0s isso, no caso do OEC, a temperatura foi aumentada em
20°C/min até 280°C, sendo esta temperatura mantida por 10 minutos; enquanto com OFC, o
aumento foi de 20°C/min até 250°C, com esta temperatura perdurando até 12 minutos. Para as
analises, o gas hélio foi utilizado como meio de arraste com uma taxa de 1 ml/min, no caso de
OEC, e de 2,11 ml/min em OFC. Para a provocacéo de ionizacdo, foi utilizado um impacto
eletronico de 70 V, sendo realizada uma varredura completa em uma faixa de massa de 35—400
m/z em OEC e de 35—800 m/z em OFC.

Os resultados das andlises dos Oleos foram computados pelo software
GCMSSolution® e OpenChrom®. A partir dos compostos majoritérios identificados por CG-
MS, foi realizada busca em literatura, a fim de verificar relato de correlagbes com atividades

bioldgicas.
4.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS
4.4.1 Capacidade de Sequestro de Radicais DPPH

Para este teste foram testados os 6leos essencial e fixo de copaiba isolados. Foram
utilizadas microplacas de 96 pocos. Em cada poco foram aplicados 100 ul de solugéo de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) a 0,3 mM em metanol. Foram adicionados 100 ul de solucéo
de OEC em metanol com concentracbes de 20, 30, 40, 50 e 60 mg/ml de forma crescente a
cada coluna. No caso do OFC, as concentracdes foram de 5, 10, 15, 20 e 25 mg/ml, devido a
dificuldade de solubilizagédo em concentracGes superiores. No controle positivo do sistema foi
introduzido acido ascorbico, em vez dos 6leos, e o controle negativo continha somente 0 DPPH.

Apbs a insercdo dos componentes nos po¢os, a placa foi mantida em repouso por 30
minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia em leitor de microplacas, em um comprimento de onda de 517 nm. A partir de
valores obtidos, foi calculada a porcentagem da atividade sequestradora (%AS) de DPPH,
como exposto na Equacéo (Eq.) 1 (sendo ABS - absorbancia). Esses resultados foram utilizados
para construcdo de curvas de calibracdo de cada amostra, 0 que permitiu a determinacao da
concentracdo 50% efetiva (CEso) para a reducao de DPPH.

(Eq 1) %AS de DPPH = ABScontTolenegativo — ABSgmostra x 100

ABScontrole negativo
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4.4.2 Capacidade de Descoloracgdo de Radicais ABTS

Para este teste foi testado unicamente o OEC. 5,05 pl de persulfato de aménio (APS)
a 245 mM foram adicionados a 500 ul de acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) a 7 mM. Essa solugdo foi posta em ambiente escuro, a temperatura ambiente, por 16
horas, para que fosse gerado o radical ABTS". Apos isso, 10 pl da solucdo foram diluidos em
1 ml de agua ultrapura para garantir que o radical absorvesse de 0,700 a 734 nm quando fosse
realizada a leitura de microplacas.

O componente Trolox® foi utilizado como padrdo de referéncia antioxidante, ou seja,
como controle positivo, sendo este solubilizado em metanol nas concentragdes de 12,5, 25, 50,
100 e 200 pg/ml. O OEC foi solubilizado em metanol nas concentracdes de 20, 30, 40, 50 e 60
mg/ml. Para o ensaio foi utilizada placa de 96 pocos. 10 ul das solu¢Ges da amostra ou do
padrdo foram depositados nos pocos, em ordem crescente de concentragdo em relagdo as linhas,
seguidos da adicdo de 190 ul da solucdo de ABTS*. No branco do sistema foram introduzidos
10 pl de metanol e 190 pl de agua ultrapura; no controle negativo, 10 pl da solugdo de ABTS™
e 190 pl de metanol.

Logo ap6s a insercdo de ABTS", as placas foram postas em leitor configurado ao
comprimento de onda de 734 nm. Pela absorbancia resultante, foi calculada a porcentagem de
descoloracdo do radical, conforme exposto em Eq. 2. Os valores obtidos pela concentragao
foram utilizados para construcdo de curvas de calibragcdo, sendo determinada a CEso para
reducdo de ABTS".

N ABScontrol tivo — ABS, "
(Eq. 2) %Descoloracio de ABTS* = ——S0nro2nedarvo Tt x 100
ABScontrole negativo

4.5 DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS

As NCP foram fabricadas a partir da adaptacdo do método de polimerizacao interfacial
de Xavier-Junior et al. (2018). Dessa forma, para a producdo desses nanossistemas, foram
realizadas uma fase organica e uma fase aquosa. As fases organicas foram formadas por um
polimero, um tensoativo lipofilico e uma matriz oleosa dispersos em acetona; enquanto que as
fases aquosas foram formadas por um tensoativo hidrofilico disperso em agua ultrapura. Os

tipos de componentes que foram utilizados estdo listados na Tabela 1.

28



Tabela 1 - Componentes utilizados na confec¢do das NCP

Policaprolactona de 10 kDa

POliMeros  poicaprolactona de 80 kDa

Span®60

Tensoativos lipofilicos Lipoid®s100

OEC
Matrizes oleosas OFC
Triglicerideos de Cadeia Média

Tween®80
Tensoativos hidrofilicos Tween®20
Kolliphor®ELP

Fonte: autoria prépria (2026)

Uma vez prontas, as fases organicas foram levadas ao agitador magnético sob 700 rpm
em um banho-maria de 45 °C até se tornarem uma mistura homogénea. As fases aquosas
também foram levadas ao agitador magnético sob 700 rpm, mas a temperatura ambiente. Para
a formacdo dos nanossistemas, as fases organicas homogeneizadas foram vertidas por gota a
gota por seringa adaptada nas fases aquosas sob agitacdo magnética. Apos isso, a acetona foi
retirada das formulacGes por meio de rotaevaporacdo (modelo R-250 acoplado a bomba de
vacuo V-855 e resfriador Chiller F-105 Buchi®), realizando a concentracdo dos nanossistemas

em 5 ml.
4.5.1 Variacao dos Polimeros

Para a variacdo das concentragdes dos polimeros, foram utilizadas as
policaprolactonas (PCLs) de 10 kDa e 80 kDa. Os outros componentes das NCPs foram
fixados, sendo utilizados Span®60 como tensoativo lipofilico, triglicerideos de cadeia média
(MCT) como matriz oleosa e Tween®80 como tensoativo hidrofilico. As concentracdes dos

componentes e volume final apos rotaevaporacdo estdo dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Componentes e volume do sistema no estudo de polimeros

Fase organica

50 mg 25mg
30 mg
100 mg 35 m
PCL-10 150 mg { PCL-80 g
40 mg
160 mg
200 mg 45mg
50 mg

Span®60 20 mg

Triglicerideos de

Cadeia Média 100 mg

Acetona 6 ml

Fase aquosa

Tween®80 40 mg

Agua MilliQ® 12 ml

Volume pés-
secagem

Fonte: autoria prépria (2026)

5ml

4.5.2 Variacdo dos Oleos Vegetais

Os 6leos essencial e fixo de copaiba tiveram as concentracdes variadas em uma faixa
de 15 a 200 mg. Nesse estudo, foram realizadas formulagdes tanto com o PCL-10 quanto com
0 PCL-80. Os outros componentes utilizados foram Span®60 como tensoativo lipofilico e
Tween®80 como tensoativo hidrofilico. A quantidade dos componentes e 0 volume do sistema

pos-rotaevaporacao estdo presentes na Tabela 3.
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Tabela 3 - Componentes e volume do sistema no estudo dos dleos vegetais

Fase organica

PCL-10 150 mg : PCL-80 40 mg

Span®60 20 mg

) 15mg

Oleos Vegetais 50 mg
Essencial de Copaba 100 Mg
Fixo de Copaiba 150 mg
200 mg

Acetona 6 ml

Fase aquosa

Tween®80 40 mg

Agua MilliQ® 12 ml

Volume pés-

5ml
secagem

Fonte: autoria prépria (2026)

4.5.3 Variagdo dos Tensoativos

Foram variadas as concentracdes de tensoativos a partir de um ponto minimo em que
é observada sua a¢do, um ponto maximo para evitar toxicidade e um ponto mediano entre estes
dois limiares (Ng; Rogers, 2019). Dessa forma, foram estudadas as modificacfes geradas pela
concentragéo dos tensoativos lipofilicos Span®60 e Lipoid®s100 e dos tensoativos hidrofilicos
Tween®80, Tween®20 e Kolliphor®ELP. Nesse caso, foram realizadas formulaces de PCL-10
e PCL-80 com somente OEC, visto que, devido a baixo estoque do outro 6leo, ndo foi possivel
a realizacdo com o fixo de copaiba. Os valores dos componentes e volume dos sistemas ap6s
rotaevaporacao estdo dispostos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Componentes e volume do sistema

no estudo dos tensoativos

Fase organica
PCL-10 150 mg

PCL-80 40 mg

Tensoativos lipofilicos

20 mg
60 mg
100 mg

OEC

100 mg

Acetona

6 ml

Fase aquosa

Tensoativos hidrofilicos

20 mg
40 mg
60 mg
100 mg

Agua MilliQ®

12 ml

Volume p6s-secagem

5ml

Fonte: autoria propria (2

4.5.4 Composicdo das Nanocapsulas Finais

As nanocapsulas finais consistiram na juncao

serd de NcOESsC, ja a nanocapsula final de OFC sera de

026)

dos melhores achados nos estudos de

variagdo dos componentes, com isso, 0s tipos e concentragdes dos componentes podem ser

visualizados na Tabela 5. O referenciamento a nanocapsula final de OEC ao longo do texto

NCcOFiC.

Tabela 5 - Componentes e volume do sistema das nanocapsulas finais

Fase organica

PCL-80

40 mg

Lipoid®s100

20 mg

OEC
OFC

100 mg

Acetona

6 ml

Fase aquosa

Tensoativos hidrofilicos

60 mg

Agua Ultrapura

12 mi

Volume pos-secagem

5ml

Fonte: autoria propria (2026)
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4.6 CARACTERIZACAO DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS
4.6.1 Analise de Tamanho de Particula

O tamanho das nanoparticulas foi determinado por meio da dispersdo dinamica de luz,
a partir do aparelho Zetasizer Lab (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido), a 25°C e com
angulo disperso fixado a 90°. Os sistemas produzidos foram diluidos em razdo de 1:100 em
agua ultrapura para serem analisados. O aparelho deu os resultados em relagdo ao didmetro
médio das nanoparticulas, em tamanho médio, e a variacdo deste diametro, em indice de

polidispersao (Pdl).
4.6.2 Analise do Potencial Zeta

O potencial Zeta dos sistemas foi determinado pela técnica de mobilidade
eletroforética, por meio do aparelho Zetasizer® Lab (Malvern Instruments, Malvern, Reino
Unido). Os sistemas foram diluidos na proporcéo de 1:100 em &gua ultrapura e analisados a
25°C.

4.6.3 Microscopia Optica

10 pl das formulagdes foram inseridos em uma lamina de vidro com posterior
introducdo de uma laminula. As laminas foram analisadas em um aumento de 400x e 1.000x

em microscopio éptico.
4.6.4 Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR)

A analise do espectro de infravermelho foi realizada pelo espectrometro Agilent® Cary
630 transformada de Fourier nos comprimentos de onda de 400-4000 cm?, dando um resultado
qualitativo da encapsulacdo dos o6leos utilizados. Como a técnica de FTIR necessita de
comparacéo, foram realizadas analises do espectro de infravermelho dos nanossistemas e dos
seus componentes isolados. Nas anélises, no caso dos nanossistemas, foram introduzidos 2 pl
no aparelho, sendo posteriormente esperada a evaporacdo da dgua do material para que o
espectro fosse computado pelo software OriginLab®. No caso dos componentes isolados, foi
introduzida quantidade minima no aparelho e o registro logo foi computado pelo mesmo

programa.
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4.6.5 Doseamento e Eficiéncia de Encapsulacéo

Para uma andlise quantitativa de 6leo encapsulado nas nanoparticulas, bem como a
quantidade de 6leo presente no sistema, foi utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Esses testes foram feitos somente para o 6leo essencial de copaiba.

Dito isso, para a quantificacdo do 6leo essencial de copaiba foram preparadas curvas
de calibracéo utilizando o 0leo essencial de copaiba nas concentragdes de 1, 5, 10, 15 e 20
pug/ml para injegao no sistema. A fase modvel consistiu de acetonitrila (ACN) e agua na
proporcao 95:5 (v/v), com detector UV ajustado para 207 nm, fluxo mantido em 1,7 ml/min e
o volume de inje¢ao de 20 pl. Os cromatogramas foram registrados em triplicata e as areas dos
picos foram analisadas para analise. A determinacdo do doseamento da formulacdo foi
realizada por meio de 10 pl das nanoparticulas em 990 pL de ACN, agitadas em banho
ultrassénico e centrifugadas a 14.000 rpm por 5 min.

Posteriormente, uma diluicdo utilizando do sobrenadante para uma concentracdo no
intervalo da curva de calibracao foi realizada e em seguida analisada por HPLC. A eficiéncia
de encapsulacdo (EE%) foi determinada pela ultrafiltracdo da formulacéo, utilizando-se filtro
Amicon® Ultra 0,5 ml submetido a centrifugacdo (5.000 rpm/15 minutos). O filtrado foi
diluido na fase mével e analisado no HPLC. A EE% foi calculada pela Eq. 3 descrita abaixo.

Quantidade total do composto — Quantidade do composto ndo encapsulado

(Eq. 3) EE (%) = x 100

Quantidade total do composto

4.6.6 Microscopia Eletrénica de Varredura

A andlise morfoldgica das nanoparticulas foi realizada utilizando um microscépio
eletronico de varredura ZEISS EVO® LS15 (Carl Zeiss Microscopy — Jena, Alemanha)
acoplado a uma cAmera digital Gatan de alta resolucdo (Orius® SC1000) e operado com tenso
de aceleracédo de 10 kV. Para tanto, as nanoparticulas foram diluidas em agua ultrapura (1:10),
aplicadas em laminulas de vidro, secas em temperatura ambiente e fixadas em hastes de
aluminio. O nanossistema foi entdo metalizado com ouro coloidal (QUORUM® Q150T ES —
Quorum Technologies Ltda., Reino Unido) para andlise por microscopia eletrdnica de

varredura.
4.7 ANALISE DE COMPLEXACAO COM COLAGENO

As nanocépsulas de 6leo essencial e fixo de copaiba foram avaliadas em sua

capacidade de interagir com col&geno a partir da concentracdo e do tempo de exposicéo.
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Para avaliar a influéncia da concentracdo, foram realizadas solucGes de colageno e
agua ultrapura de 1 a 40 mg/ml e, a partir destas, foram realizadas incuba¢bes com 0s
nanossistemas em uma proporc¢do de 1:10. As incubagfes foram agitadas por 30 minutos e
posteriormente analisadas em relacdo ao tamanho, Pdl e potencial Zeta.

Para avaliar a influéncia do tempo de exposicdo, foi realizada uma solugcdo de
colageno e agua ultrapura em 5 mg/ml e, a partir desta, uma nova incubacdo com 0s
nanossistemas em uma proporcéao de 1:10. Essas incubagdes foram agitadas por 24 horas, sendo
analisadas em rela¢do ao tamanho e potencial Zeta logo apés a formacgédo da incubacéo e em
0,25,0,50, 1, 2, 4 e 8 e 24 horas.

4.8 ESTABILIDADE DAS NANOCAPSULAS

A estabilidade das nanocapsulas foi medida por um periodo de 3 meses, em que elas
foram expostas a temperaturas de 4 e 25 °C, a fim de observar os parametros de tamanho médio,

Pdl e potencial Zeta ao longo deste tempo.
4.9 AVALIACAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA
4.9.1 Atividade Antimicrobiana

O teste de atividade antibiofilme foi baseado no protocolo desenvolvido por Freire et
al (2014).

As linhagens de microrganismos a serem utilizadas no experimento foram
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 13150) e Candida albicans (ATCC 76645). Essas linhagens pertencem ao
LAMA, onde sdo mantidas em meio de cultura nutritivo inclinado a 4°C e submetidas a
repiques a cada més. Para a realizacdo dos experimentos, aliquotas das cepas foram inoculadas
em meio Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C por 24 horas para se obter uma cultura fresca em
fase exponencial de crescimento.

Foram produzidas formulagBes concentradas de 5 ml de oOleos essencial e fixo de
copaiba, com 20 mg/ml, para a avaliacdo de atividade antimicrobiana. Para os testes, as
formulacbes passaram por diluicdo seriada até a solucéo chegar a uma concentracéo de 2048
pg/ml. Em relacéo as suspensdes microbianas, as linhagens microbianas em culturas frescas
foram diluidas em solucdo de NaCl 0,9% estéril a 3.108 UFC/ml, ou no 1° tubo de escala de
McFarland.
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O experimento foi conduzido em placas de 96 pocos para 0s nanossistemas carreando
6leos essencial e fixo de copaiba, dispostos em 12 colunas (1 até 12) e 8 linhas (A até H).
Primeiramente, foram aplicados 100 pl de caldo Mueller-Hinton (infuséo de carne de boi - 300
g/l; caseina &cida hidrolisada - 17,5 g/l; e amido - 1,5 g/lI; pH - 7,4+0,2). Apds isso, foram
adicionados 100 ul dos nanossistemas com 2048 pg/ml na coluna 1, sendo realizada uma
diluicdo seriada com um fator de 1:2 até a coluna 12.

Com isso, foram transferidos, pés-homogeneizagdo, 100 pl dos pocos de uma coluna
para a posterior. Transferindo o contetdo da coluna 11 & 12, foram descartados 100 pl dos
pocos da ultima coluna. Isso fez com que houvesse uma diminui¢do gradual da concentracao
de nanoparticulas nos pocos, indo de 1024 a 0,5 pg de éleo/ml da coluna 1 a 12. No caso da
inoculagdo de bactérias, foram adicionados 10 pl da suspensdo microbiana com 3.108 UFC/ml
preparada anteriormente nos pocos. O controle negativo do sistema possuia somente 0 meio de
cultura, enquanto que no controle positivo foi adicionado somente o inoculado de bactérias no
meio.

Ap0s a preparacdo das placas, estas foram mantidas em estufa a 37+2°C por 48 horas.
Em 24 horas, foi utilizado o corante rezazurina nas placas para que fossem lidas por leitor de
microplacas a 630 nm. Apos a andlise, elas foram postas novamente na estufa e lidas ainda em

48 horas de preparacao.
4.9.2 Atividade Antibiofilme

O teste de atividade antibiofilme foi baseado no protocolo desenvolvido por Segev-
Zarko; Shai (2017).

Nessa metodologia também foram usadas as linhagens de microrganismos do LAMA:
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 13150) e Candida albicans (ATCC 76645). Para a realizacdo dos experimentos,
aliquotas das cepas, que ficam sob refrigeracdo e repiques constantes, foram inoculadas em
caldo Mueller-Hinton e incubadas a 37 °C por 24 horas para se obter uma cultura fresca em
fase exponencial de crescimento.

Apos esse periodo, as culturas foram diluidas até chegarem a uma concentragdo de
3.108 UFC/ml, ou no 1° tubo da escala de McFarland. Em seguida, essas suspensdes foram
novamente diluidas em caldo Mueller-Hinton fresco, na proporcéo de 1:100, obtendo-se no
final uma concentracéo de cerca de 10 UFC/m.

Nesse teste foram utilizados 6leos essencial e fixo de copaiba isolados e associados a

NCPs e nanocapsulas carreando MCT, as quais possuiam a mesma composi¢do que as
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nanocapsulas finais (PCL-80: 40 mg; MCT: 100 mg; Lipoid®s100: 20 mg; Kolliphor®ELP: 60
mg). Os 6leos foram diluidos em DMSO e 0s nanossistemas em agua destilada.

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos. Em cada pogo foram aplicados 100 pl de
caldo Mueller-Hinton. Foram testadas diferentes concentragfes das substancias analisadas,
sendo utilizado como ponto de referéncia a CIM apresentada no teste de atividade
antimicrobiana, um ponto acima dele e outro ponto inferior, considerando uma diluicéo seriada
com fator 2. Naquelas substancias que ndo apresentaram atividade antimicrobiana ou em que
ndo foi realizado o teste anterior, como no caso da nanocapsula de MCT, foram utilizadas as
concentracdes de 1024, 512 e 206 pg de 6leo/ml. O controle negativo do sistema possuia
somente 0 meio de cultura, enquanto que no controle positivo foi adicionado somente o
inoculado de bactérias no meio.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas sem agitacao,
permitindo a sedimentacdo e adesdo das células nas superficies dos pocos, favorecendo a
formacdo de biofilme. Apos esse periodo de incubacdo, o conteudo liquido dos pocgos foi
descartado por inversao de placa e estes foram submetidos a trés lavagens sucessivas em agua
corrente, a fim de remover células planctdnicas ndo aderidas, preservando apenas o biofilme.

Apbs a lavagem, as placas foram secas em temperatura ambiente para que fossem
realizadas a fixacdo e a quantificacao do biofilme com adicdo de ul de solugdo de cristal violeta
a0,5% (m/v) em cada pogo. Passados 20 minutos, o excesso de corante foi retirado por inversao
da placa e lavagens por agua corrente, com a microplaca secada a temperatura ambiente ap6s
retirada.

Para gquantificar o biofilme formado, o corante foi liberado do contato com o biofilme
a partir da insercdo de 125 ul de &cido acético a 30% (v/v) por 20 minutos. Com isso, a placa
passou por leitor de microplacas no comprimento de onda de 590 nm. Os valores de
absorbéancia obtidos foram utilizados para calcular a porcentagem de inibicdo de formacéo de
biofilme, de acordo com a Eq. 4 descrita abaixo (sendo, Abs. - absorbancia; ctrl. - controle;

neg. - negativo; pos. - positivo).

(Eq. 4) Inibigdo (%) = 100 — ( AbSposo™ AbSctrineg 100)

AbSctripos— AbSctrineg

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos

com média + desvio padrdo. Para a construgdo das tabelas foi utilizado como base o Excel®,
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para os graficos de tamanho e potencial Zeta foi utilizado o software GraphPad® Prism 8.0.2

(Califérnia, EUA) e os graficos de transmitancia foram realizados pelo software OriginLab®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ANALISE DE COMPOSTOS MAJORITARIOS DOS OLEOS
5.1.1 Oleo Essencial de Copaiba

A cromatografia do OEC pode ser observada na Figura 2. A analise do cromatografo
demonstrou que grande parte do 6leo era composta por sesquiterpenos, tendo como composto
majoritario o B-cariofileno (44,30%). Os sesquiterpenos a-humuleno (10,71%), germacreno D
(10,26%), a-copaeno (7,56%), 6-cadineno (6,84%), y-muuroleno (5,09%) e R-elemeno (4,59%)
foram outros compostos quimicos com teor significativo encontrados.

O composto majoritario encontrado nesse 6leo, o R-cariofileno, é conhecido por acédo
agonista em receptores CB2, sendo correlacionado principalmente com a modulagéo de dor e
inflamacdo. Contudo, apesar de menos explorado, esse composto também possui potencial
antimicrobiano, por diminuir a multiplicacdo de bactérias em modelos in vivo e por inibir a
formacdo de biofilmes (Fidyt et al., 2016; Yoo; Jwa, 2018; Dickson et al., 2023).

Figura 2 — Cromatograma do OEC
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Fonte: autoria propria (2026)
5.1.2 Oleo Fixo de Copaiba

A cromatografia do OFC pode ser observada na Figura 3. O principal composto

identificado pela espectrometria de massas foi 0 germacreno D (9,99%). Essa molécula estava
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junta de outros sesquiterpenos com concentragao relevante no 6leo, como a-humuleno (5,61%),
d-bisaboleno (5,28%), 6-cadineno (4,77%) e a-copaeno (3,95%).

O composto majoritario identificado pelo equipamento, germacreno D, é uma
molécula intermediéria de outros sesquiterpenos e possui fungdo de repelir insetos maléficos
para plantas, enquanto é um atrativo para polinizadores. Germacreno D é uma substancia
odorifera e, por isso, é bastante apreciado na industria cosmética, no entanto, ainda nao foi
explorado algum potencial farmacolégico desta substancia isolada (Sharma et al.,2024).

Vale ressaltar que uma parte significativa dos compostos, inclusive alguns com uma
area mais significativa do que a do germacreno D, ndo tiveram semelhancas com o banco de
dados utilizado, fazendo com que 55,27% da composi¢do quimica do éleo ndo tenha sido
revelada.

No entanto, grande parte dos compostos ndo identificados foram os ultimos a serem
eluidos pelo cromatografo. Isso indica que as moléculas ndo encontradas pelo sistema tinham
uma massa molecular maior, ja que quanto maior a massa de um composto, mais demorada é
sua passagem pela coluna (Khalifea; Ali, 2025). Devido a isso, € provavel que 0s componentes
ndo identificados sejam diterpenoides, visto que o OFC é rico nestes metabdlitos (Cardinelli et
al., 2023). Além disso, diterpenos possuem uma estrutura quimica maior do que a de
sesquiterpenos, o que pode explicar o fato de que sesquiterpenos foram eluidos primeiro do

que 0s compostos incdgnitos (Bergman; Davis; Phillips, 2019).

Figura 3 - Cromatograma do OFC
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5.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Em relacdo a capacidade de sequestro de radicais DPPH, os dados dos oleos de

copaiba podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 - Capacidade de sequestro de radicais de DPPH dos 6leos essencial e fixo de copaiba sob diferentes

concentracoes
OEC
20 mg/ml 30 mg/mi 40 mg/mi 50 mg/ml 60 mg/ml
Reducéo de
DPPH (%) 10,89+0,98  25,57+1,85 41,43+2,70  57,00£0,67  70,97%1,58
OFC
5 mg/ml 10 mg/ml 15 mg/ml 20 mg/mi 25 mg/ml
Reducdo de
DPPH (%) 10,22+0,30 9,96+1,01 10,16+1,90 7,42+0,73 9,46+1,45

Fonte: autoria propria (2026)

OEC apresentou uma consideravel atividade redutora, a qual foi concentragdo-
dependente, permitindo a determinacdo de CEso, que foi de 45,76+0,53 mg/ml. Em relacdo a
capacidade de reduzir radicais de ABTS", o0 OEC néo teve atividade antioxidante contra esta
molécula. Alguns estudos ja demonstraram que [-cariofileno possui uma consideravel
atividade antioxidante, sendo o principal responsavel por este efeito em 6leos de copaiba que
0 possuem como um dos compostos principais. Com isso, esse composto pode ser o
responsavel por essa atividade observada (Cardinelli et al., 2023).

Né&o foi possivel determinar CEso do OFC pela capacidade de reducéo do radical
DPPH néo possuir grandes alteracbes com o aumento da concentracdo. Dito isso, o poder de
reducdo de radicais DPPH desse 6leo foi baixo, em torno de 9,44%z+1,44, ndo sendo
concentragdo-dependente pela metodologia utilizada. Como o poder antioxidante do OFC foi
baixo em relacdo ao DPPH, ndo foram feitos testes com ABTS.

Apesar do OFC utilizado ndo ter demonstrado possuir atividade antioxidante, um
estudo realizado por Rodrigues (2023) encontrou que CEso de um o6leo fixo derivado de
Copaifera reticulata foi de 48,30+4,80 e 139,25+1,86 mg/ml em relacdo a DPPH e ABTS,
respectivamente. Além disso, diterpenos encontrados em 6leos fixos de copaiba, como acido
copalico, caurendico e hardwiquiico, ja demonstraram possuir atividade antioxidante (Vargas
etal., 2015).

Testes que avaliam a atividade antioxidante de um composto geralmente se utilizam
da capacidade de se doar um préton ou reduzir um radical em um sistema simplificado. Esses
testes podem ndo inferir de forma precisa o que ocorre em um sistema bioldgico, mas eles sdo

vastamente utilizados para analises preliminares de novos antioxidantes. Atualmente, existem
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varios tipos de metodologias que se utilizam de principios e radicais diferentes, entre os mais
utilizados estdo a reducao dos radicais DPPH e ABTS (Munteanu; Apetrei, 2021).

Tanto o modelo DPPH quanto o ABTS medem a agdo antioxidante a partir da
colorimetria, sendo praticos e reproduziveis, mas observam a capacidade de redugdo de modos
diferentes. Isso porque o radical oxidante presente em DPPH possui um acesso mais facil em
relacdo ao do ABTS, o que explica a falta de acdo do OEC neste composto, apesar de ele ter
reduzido radicais de DPPH (Munteanu; Apetrei, 2021).

Mesmo que ndo seja sua acdo priméria, algumas linhas de pesquisa defendem que
elementos antioxidantes sdo capazes de aumentar a permeabilidade membranar, inibir a
formacdo de &cidos nucleicos e inibir vias metabodlicas que necessitam de agentes oxidantes,
como a producdo aerdbica de energia. Com isso, agentes antioxidantes podem funcionar como
antimicrobianos, uma vez que a interferéncia nesses processos essenciais pode desestabilizar o
funcionamento celular dos microrganismos, limitando sua sobrevivéncia e capacidade de
proliferacdo. Isso permite que a acdo antioxidante seja preditiva de uma acao antimicrobiana

correlacionada (Naqvi et al., 2019).
5.3 DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS
5.3.1 Variacao de Polimero

Foram fabricadas cinco formulacGes de PCL-10, cujas concentracdes variaram de 50
a 200 mg. Esses nanossistemas tiveram tamanho de 236,27 — 399,13 nm, PdI de 0,08 — 0,46 ¢
potencial Zeta de -37,86 —-29,61 mV, o0s quais podem ser observados na Figura 4. Entretanto,
nem todas as formulacGes se mostraram estaveis em sua geracao, ja que as concentracdes de
160 e 200 mg produziram precipitado visivel na juncéo das fases organica e aquosa.

Em relagdo ao PCL-80, foram produzidas seis formulag6es com concentracOes de 25
a 50 mg. Esses nanossistemas tiveram tamanho de 302,13 — 418,03 nm, Pdl de 0,17 — 0,25 ¢
potencial Zeta de -38,25 — -24,06 mV, os quais podem ser observados na Figura 4. Nesse caso,
também foi possivel observar a formacao de precipitado nas formulagdes com 45 e 50 mg de
PCL-80 a partir da integracdo das duas fases, o que indica que essas concentracfes levam a

instabilidade do nanossistema.
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Figura 4 - Gréaficos de tamanho e potencial Zeta das nanocapsulas no estudo do polimero de formulagGes
utilizando PCL-10 (a, b) e PCL-80 (c, d)
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Fonte: autoria prépria (2026)

Os polimeros sdo 0s constituintes responsaveis pela geracdo do envoltdrio que protege
o interior de nanocéapsulas. Com isso, 0 tipo e a concentracao do polimero utilizado podem
influenciar a qualidade da formacé&o, duragdo e atuacdo em organismos biolégicos (Lima et al.,
2022).

Dentre os polimeros existentes, as policaprolactonas (PCL) demonstram possuir um
bom nivel de biocompatibilidade e conseguem garantir também particulas estaveis, se usadas
corretamente. Elas se diferenciam pelo tamanho de suas cadeias poliméricas, com isso, a
policaprolactona de 10 kDa possui ramificagfes menores do que 80 kDa, o que influencia na
forma em que ambos 0s polimeros devem ser utilizados. Dito isso, quantidades menores de
PCL-80 sdo necessarias para a formacdo de NCPs em comparacdo com PCL-10 (Ferreira;
Mousavi et al., 2018).
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Foi possivel observar que a variacdo nas concentracdes de polimeros teve uma
correlacdo consideravel positiva com o tamanho das nanoparticulas, ou seja, quanto maior a
quantidade de polimero, maior o tamanho das nanocapsulas. Além disso, também foi possivel
correlacionar os valores de Pdl com a varia¢do dos polimeros. O Pdl é um indice que mostra a
coesdo no tamanho de nanoparticulas: valores mais proximos de O indicam uma maior
homogeneidade em relacdo ao tamanho, enquanto valores proximos de 1, uma heterogeneidade
de nanoparticulas. Sistemas homogéneos possuem uma estabilidade maior e, por isso, Pdl
préoximos de 0 sdo desejados (Lima et al., 2022). Assim, foi percebida uma tendéncia de
aumento associado ao aumento da concentracdo de polimero, principalmente em relacdo a
PCL-10, o que indica que grandes quantidades deste polimero geram instabilidade no sistema
com a formacdo de nanocépsulas de diferentes tamanhos.

Devido a presenga de precipitado nas formula¢Ges com concentracfes acima de 150 e
40 mg em nanossistemas com PCL-10 e PCL-80, respectivamente, estas concentracdes foram
consideradas como limiar para a geracdo de nanoparticulas estaveis, sendo assim optadas para

formulagdes posteriores.
5.3.2 Variacdo na Concentracio de Oleos

As concentracfes dos 6leos variaram de 15 a 200 mg neste estudo. Em relacédo ao
OEC, suas formulagdes com PCL-10 tiveram tamanho de 364,70 — 603,87 nm, PdI de 0,14 —
0,39 e potencial Zeta de -35,69 — -28,16 mV; ja suas formulacbes com PCL-80 tiveram
tamanho de 240,97 — 548,43, PdI de 0,04 — 0,16 e potencial Zeta de -39,23 —-17,81 mV. Em
relacdo ao OFC, suas formulages com PCL-10 tiveram tamanho de 285,87 — 467,37 nm, PdI
de 0,20 — 0,43 e potencial Zeta de -38,25 — -32,80 mV; ja suas formulacbes com PCL-80
tiveram tamanho de 270,63 — 490,23, Pdl de 0,15 — 0,53 e potencial Zeta de -35,58 — -28,72

mV. Esses parametros podem ser visualizados na Figura 5.
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Figura 5 - Graficos de tamanho e potencial Zeta das nanocapsulas do estudo dos 6leos vegetais de formulacGes
utilizando PCL-10 (a, b) e PCL-80 (c, d)
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Fonte: autoria prépria (2026)
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Foi observado que, em geral, 0 aumento na quantidade de dleo levou ao aumento do
tamanho das nanoparticulas. Isso pode ser explicado por maiores goticulas de 6leo serem
formadas na nanoprecipitacdo quanto mais 6leo estiver presente na fase organica, o que leva a
geracdo de ndcleo de particulas maiores (Sakeena et al., 2011; Almeida et al., 2019). Além
disso, 0 aumento na quantidade de 6leo tambeém, principalmente a partir de 150 mg de dleo,
levou a formacdo irregular das nanocépsulas, visto que houve um aumento no desvio padrdo

do tamanho ou no Pdl das formulagdes.
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5.3.2.1 Andlise Microscopica

Foi observado um aparecimento mais significativo de gotas refringentes com o
aumento da concentracdo de Oleo, principalmente quando utilizados 150 e 200 mg,
independentemente do tipo de polimero ou 6leo utilizado. Isso indica, de acordo com esse
método, que o poder de encapsulacao nessas formulagdes possuiu um méaximo proximo de 100
mg de 0leo, sendo externalizado o excedente. Pode-se tomar como exemplo na Figura 6, que
mostra a microscopia das formula¢6es de PCL-10 com OEC.

A andlise microscopica € uma técnica grosseira usada para a visualizacdo da
externalizacdo de 6leo em um nanossistema. 1sso se deve, pois, a 6leos serem visualizados
como gotas refringentes no microscépio, enquanto que nanocapsulas sdo visualizadas como

esferas opacas (Shi et al., 2021).
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Figura 6 - Microscopia 6ptica em um aumento de 400x de formulagGes de PCL-10 carreando diferentes
concentragdes de OEC, sendo 15 mg (a), 50 mg (b), 100 mg (c), 150 mg (d) e 200 mg (e)

Fonte: autoria propria (2026)

5.3.2.2 Espectro de Infravermelho

FTIR é umatécnica em que um material é exposto a radiacéo eletromagnética de 4000
a 400 cm™, ou seja, a luz infravermelha, dando como resultado um espectro de transmitancia
da luz incidida. A transmissdo de infravermelho de um material é influenciada pelo alongar e
dobrar das ligagdes moleculares, j4 que essas vibragcdes absorvem este tipo de luz. Como

diferentes ligacbes e moléculas absorvem infravermelho de formas diferentes, cada material
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vai possuir um espectro de infravermelho Unico. Devido a isso, FTIR é utilizado para a
caracterizacdo de nanoparticulas, sendo util na avaliacdo da encapsulacdo de componentes.
Assim, como esta técnica somente € capaz de observar moléculas externalizadas, a presenca de
padrdes semelhantes ao componente indica uma falha na encapsulagdo (Shukla, 2025).

Os espectros de transmitancia de Tween®80, Span®60, PCL-10 e PCL-80 podem ser

observados na Figura 7; do 6leo essencial e fixo de copaiba, na Figura 8; e dos nanossistemas,
na Figura 9.

Figura 7 - Gréfico de transmitancia de Tween®80, Span®60, PCL-10 e PCL-80
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Fonte: autoria propria (2026)

Nos espectros da Figura 7, as bandas mais caracteristicas de Tween®80 foram as de
alongamento assimétrico e simétrico de C-H, em 2949 e 2865 cm™, respectivamente, de grupo
carboxila em 1727 cm™ e de CH,-O-CH2 em 1095 cm™ (Ortiz-Tafoya; Tecante, 2018). De
forma semelhante, Span®60 possuiu bandas caracteristicas de alongamento de hidroxila entre
3100 e 3600 cm't; assimétrico e simétrico de C-H; de C-CO-O em 1171 cmt; e oscilagdo de
alifaticos C-H. (Farmoudeh et al., 2020). Por fim, foi possivel observar que as PCLs tiveram
espectros semelhantes, apresentando um alongamento assimétrico e simétrico de C-Ho,

alongamento de grupo carboxila; e diferentes tipos de alongamento de C-C, C-O, O-C-O e C-
O-C entre 1293 e 1170 cm™ (Elzein et al., 2004).
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Figura 8 - Gréfico de transmitancia de OEC e OFC
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Fonte: autoria prépria (2026)

Na Figura 8 é possivel observar que os 6leos tiveram um declive menor que o dos
polimeros e tensoativos na faixa de 1800 a 600 cm™. Além disso, 0 OEC teve um espectro de
transmitancia consideravelmente semelhante em relacdo ao seu composto majoritario isolado,
o B-cariofileno, com alongamento assimétrico e simétrico de C-H, em 2949 e 2865 cm™,
respectivamente; alongamento entre carbonos anelares em 1448 cm™; balango C-H em 1367;
e alongamento =C-H em 878 cm™ (Kamaraj et al., 2017). O OFC apresentou bandas
caracteristicas de alongamento assimétrico e simétrico de C-Hy; grupo carboxila entre 1743 a
1640 cm™; alongamento assimétrico e simétrico de -C-Hs em 1449 e 1384 cm?,
respectivamente; vibragdo de O-H em 1370 cm™; as bandas 1242 e 1166 cm™ podem estar
relacionados ou com dobra de C-O ou dobra de C-C; vibracédo fora do plano de O-H em 886 e
874 cm! (Pasieczna-Patkowska; Cichy; Flieger, 2025).
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Figura 9 - Gréaficos de transmitancia dos nanossistemas de OEC com PCL-10 (a) e PCL-80 (b) e de OFC com
PCL-10 (c) e PCL-80 (d)
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Fonte: autoria propria (2026)

Nos espectros das formulacdes é interessante notar que, apesar das PCLs terem
espectros semelhantes, a escolha de um tipo de PCL influencia os espectros dos nanossistemas.
Com isso, as formulagbes de PCL-10 tém bandas mais proximas do proprio PCL-10, enquanto
que as de PCL-80 tém bandas mais semelhantes ao Tween®80. Ao contrario das PCLs, o tipo
de 6leo ndo influenciou de forma significativa os espectros. No entanto, é perceptivel que com
0 aumento na concentracdo de 6leo, em todos os quatro casos, houve uma diminuicdo do
declive entre 1800 a 600 cm™, o que pode ser considerado uma externalizagdo mais
significativa de 0leo, ja que 6leos possuem um declive menor em relacdo aos polimeros e
tensoativos utilizados.

Devido ao aumento no tamanho médio, no desvio padréo do tamanho médio, no Pdl,

a maior presenca de 6leo externalizado em microscopia e a maior semelhanca com bandas de
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6leo nas formulagdes com 150 e 200 mg de 6leo, optou-se por prosseguir os estudos com 100

mg de 6leo essencial ou fixo de copaiba.
5.3.3 Variacao de Tensoativos

As formulacdes de PCL-10 carreando OEC tiveram tamanhos de 280,73 — 531,80 nm,
PdI de 0,05 — 0,69 e potencial Zeta de -42,78 — -15,06 mV. J& as formulagcdes de PCL-80
carreando OEC tiveram tamanhos de 205,43 — 472,93, PdI de 0,10 — 0,46 e potencial Zeta de
-38,70 —-18,00 mV. Os valores de tamanho e potencial Zeta desses nanossistemas podem ser

verificados nas Figuras 10 a 13.
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Figura 10 - Graficos de tamanho e potencial Zeta das formulacdes de PCL-10 e Span®60 carreando OEC sob
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Fonte: autoria propria (2026)
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Figura 11 - Gréficos de tamanho e potencial Zeta das formulacdes de PCL-10 e Lipoid®s100 carreando OEC
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Figura 12 - Gréficos de tamanho e potencial Zeta das formulagdes de PCL-80 e Span®60 carreando OEC sob
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Figura 13 - Gréficos de tamanho e potencial Zeta das formulagdes de PCL-80 e Lipoid®s100 carreando OEC
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O menor tamanho encontrado neste estudo foi de 205,43+7,66 nm, o qual corresponde
a formulagio de PCL-80 com 20 mg de Lipoid®s100 e 40 mg de Kolliphor®ELP. Com isso, foi
realizada formulacgdo carreando OFC com as mesmas concentrac6es de componentes (PCL-80
- 40 mg; dleo vegetal - 100 mg; Lipoid®s100 - 20 mg; Kolliphor®ELP - 40 mg) para observar
como este sistema se comportaria. O tamanho do nanossistema do 6leo fixo teve um tamanho
de 269,70+4,10 nm.

A fim de comparar o tamanho dos nanossistemas com 40 e 60 mg de Kolliphor®ELP,
para observar se, com uma concentragdo entre o ponto minimo e maximo escolhidos de
tensoativo hidrofilico, isto resultaria em um menor didmetro das nanoparticulas. Com isso,
houve uma diminuicdo significativa no tamanho das nanoparticulas de OFC, as quais tiveram
um didmetro de 243,37+2,89 nm; enquanto que as nanoparticulas de OEC tiveram um ligeiro
aumento, com 216,03+1,63 nm. Os dados de tamanho e potencial Zeta das formulagdes com
40 e 60 mg de Kolliphor®ELP estdo presentes na Figura 14.

Devido aos menores tamanhos encontrados nesta formulacdo, foi optado por
prosseguir os estudos com 40 mg de PCL-80, 20 mg de Lipoid®s100 e 60 mg de
Kolliphor®ELP.

Figura 14 - Graficos de tamanho e potencial Zeta das nanocapsulas, variando-se Kolliphor®ELP
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Fonte: autoria propria (2026)

Os sistemas que continham 100 mg de tensoativo lipofilico formaram precipitado logo
apos a integragdo das fases organica e aquosa, principalmente quando associados a pequenas
concentragdes de tensoativo hidrofilico. Essa coalescéncia observada indica que grandes
concentragdes de tensoativo lipofilico prejudicaram a interacéo entre as fases, levando a uma

instabilidade dos componentes das NCPs que tenderam a se agregar, em vez de formar
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pequenas nanoparticulas. Além disso, maiores concentracdes de tensoativo hidrofilico
diminuiram essa tendéncia, o que indica que estes elementos levaram a um balanceamento no
equilibrio hidrofilico-lipofilico (Ng; Rogers, 2019).

Outro aspecto interessante é que formulagdes com Lipoid®s100 tiveram tamanhos
consideravelmente menores do que as com Span®60, tanto nas NCPs com PCL-10 (p < 0,05),
quanto nas com PCL-80 (p < 0,0001). O tipo de tensoativo hidrofilico ndo foi uma variavel
relevante para o tamanho médio nas nanoparticulas com PCL-80, mas Tween®20 levou a
diametros maiores do que Tween®80 (p < 0,05) e Kolliphor®ELP (p < 0,05) naquelas com
PCL-10. Isso indica que a escolha de tensoativos influencia em relagdo ao tamanho das
nanoparticulas e que os componentes tendem a interagir de diferentes formas a eles (Wu et al.,
2025).

5.4 CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS FINAIS
5.4.1 Espectro de Infravermelho

Para a avaliacdo da encapsulacdo qualitativa das nanocapsulas finais de OEC
(NcOEsC) e OFC (NcOFiC), foi necessario a visualizacdo dos espectros de outros
componentes, 0s quais estdo presentes na Figura 15. O PCL-80 j& teve seu espectro discutido
anteriormente. Kolliphor®ELP apresentou bandas caracteristicas de alcano (2949 e 2865 cm
1), alqueno (1620 cm™), éster (1354, 1293 e 1243 cm™), carboxila (1726 cm™) e relacionadas a
funcdo alcool (1087, 943, 848 e 720 cm™). Lipoid®s100 teve bandas caracteristicas de alcano
(2949, 2865, 1470 e 1170 cm™), éster (1731 cm™), alqueno (1642 cm™), fosfato (1243, 1082 e
1043 cm™) e amina (876 e 821 cm™) (Yeo et al., 2020; Pasieczna-Patkowska; Cichy; Flieger,
2025).
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Figura 15 - Espectros dos componentes das nanocapsulas finais
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Os espectros dos 6leos isolados ja foram discutidos e estdo representados na Figura 8.

As nanocapsulas finais, cujos espectros estdo na Figura 16, tiveram transmitancias de alta

intensidade na faixa 1800 a 600 cm®, o que representa maior semelhanca com os espectros dos

componentes do que com os dos 6leos. Além disso, ambas tiveram bandas também observadas

em PCL-80 e Kolliphor®ELP, como, por exemplo, bandas intensas em 1726 cm™, que foi

encontrada no polimero, e em 1087 cm™, encontrada no tensoativo hidrofilico.

Transmitance (UA)

Figura 16 - Espectros das nanocapsulas finais
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5.4.2 Doseamento e Eficiéncia de Encapsulacéo

A equacio da reta e coeficiente de determinacio da regressdo linear (R?) de OEC
foram de y = 23041x + 30146 e R? = 0,999. Dessa forma, 0 método foi fidedigno para realizar
0 doseamento e eficiéncia de encapsulacdo. Os dados de doseamento e eficiéncia de
encapsulacdo podem ser observados na Tabela 7. O doseamento no sistema analisado esteve
préximo do esperado, o que indica que houve nas formulagGes a introducdo da quantidade
prevista de 6leo (Formiga, 2025).

Além disso, foi observada uma encapsulacdo total, com uma EE% de 99,99%. A
capacidade de encapsulacdo de uma nanocapsula é fruto de seus componentes, ja que as
interagBes que ocorrem entre eles é que determinam a quantidade de substrato a ser

encapsulado (Baek et al., 2021).

Tabela 7 - Doseamento e EE% de NcOEsC

Conce_ntragao Co,ncentr_a%ao Doseamento EE
do sistema pos-diluigéo (g/ml) (%)
(mg) (ug/ml) Ho °
20,02 99,99
NCOESC 100 20 +0,25 +0,001

Fonte: autoria propria (2026)

5.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Microscopios opticos, apesar de serem capazes de mostrar conformacées gerais dessas
estruturas, ndo sao adaptados para a analise de elementos na escala nanométrica por estarem
abaixo de sua resolucdo. Devido a isso, existe a necessidade da utilizacdo de outras
metodologias para uma apreciacdo mais robusta de sua morfologia, dentre elas estdo as
microscopias de forca atdbmica (MFA), eletronica de transmissdao (MET) e eletrénica de
varredura (MEV). A MEV ¢é uma ferramenta que permite a visualizacdo da superficie de
materiais em uma alta resolucdo e, desta forma, a observagdo da topografia, composicao,
morfologia e cristalografia dos componentes. Com isso, a analise morfologica de
nanoparticulas torna-se mais precisa com a presenca de uma MEV, o que auxilia na
identificacdo de suas propriedades e na avaliacdo de sua qualidade (Aziz et al., 2025).

A Figura 17 mostra as imagens retiradas pelo microscopio eletrdnico das nanocapsulas

finais.
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Figura 17 - Micrografias eletrdnica de varredura de NcOESC (a, b) e de NcOFiC (c, d)
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Fonte: autoria prdpria (2026)

As micrografias retiradas indicam que ambas as nanocapsulas apresentaram formato
esférico, o que € esperado, por ser tipico deste tipo de nanoparticula. A escala apresentada nas
imagens foi de 3 a 50 pum, 0s quais sdo resolucbes superiores para uma boa observacdo de
nanoparticulas. A forma como o equipamento realiza a imagem depende de fatores como
condutividade, poder de penetracdo e vacuo, os quais podem gerar uma deformacgdo de
nanoparticulas. Esses fatores podem ter induzido aos maiores tamanhos das nanocapsulas

observadas nas micrografias retiradas (Aziz et al., 2025).
5.5 COMPLEXAGCAO COM PROTEINAS

Quando presentes em um sistema biol6gico, nanoparticulas acabam interagindo com
diferentes elementos com o tempo, que fazem com que nanoparticulas fiquem rodeadas de
biomoléculas ou de outras nanoparticulas. Essa circunvizinhanca é nomeada de coroa e ela
pode influenciar consideravelmente no desempenho delas no sistema, como, por exemplo,

induzir a fagocitacdo por macrdofagos ou facilitar sua entrada no alvo desejado. A coroa de uma
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nanoparticula pode também levar a alteragdes no seu tamanho, visto que a coroa pode levar ao
afrouxamento ou intensificacdo das interacdes dos seus componentes; ou no seu potencial Zeta,
ja que outras moléculas podem aumentar ou neutralizar suas cargas (Wietrzyk et al., 2025).

Testes que tém como objetivo visualizar a interacdo de nanoparticulas com
biomoléculas servem para predizer o comportamento do nanossistema em tecidos bioldgicos,
sendo utilizadas frequentemente moléculas abundantes no corpo, como albuminas e
lisoenzimas. Com isso, o colégeno é a principal proteina encontrada na maioria das matrizes
extracelulares e observar como alguma nanoparticula interage com ele pode mostrar o
comportamento deste nanossistema de entrega fora do sistema circulatério, como também em
uma aplicacdo tdpica, cujo desempenho em tecido cutdneo, o qual é rico em colageno, é
essencial (Sagawa; Terao, 2024).

Dito isso, os valores de tamanho e potencial Zeta gerados pela interacdo das NCPs
produzidas em diferentes concentracfes de colageno e em diferentes tempos podem ser

observados na Figura 18, respectivamente.
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Figura 18 - Graficos de tamanho e potencial Zeta das nanocapsulas incubadas sob diferentes concentragdes de

colageno a 30 minutos (a, b) e sob 5 mg/ml em diferentes periodos de tempo (c, d)
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Fonte: autoria propria (2026)

E perceptivel que ambas as NCPs, na maioria das situacdes, ndo tiveram alteracdes
significativas pela metodologia utilizada. Contudo, a menor concentracdo de colageno
apresentou a maior influéncia no tamanho de NcOESC e na concentragdo de 10 mg/ml em
relacdo ao NcOFiIC. Quando submetidos a diferentes tempos de incubacdo, NcOFIiC néo
apresentou nenhuma modificacdo consideravel ao longo das 24 horas, mas NcOESC teve um
aumento significativo em 4 horas, havendo aumentos em tamanho e PdlI e neutralizag&o na sua
carga.

As interagbes geradas com o coldgeno podem levar a atracdo, fazendo com que
nanoparticulas sejam adsorvidas por ele, ou a repulsdo, que faz com que elas o evitem e tendam
a se agregar. Devido a isso, as interacdes com o colageno podem afetar na distribuicdo do

nanossistema de entrega no tecido, aumentando a permanéncia da nanoparticula integra no
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local ou impedindo sua acdo, nos casos da adsorcdo e da agregacao, respectivamente (Kumar
et al., 2018).

Como as nanocéapsulas ndo apresentaram uma interagdo constante nas condicoes
estudadas, isto indica que o colageno ndo é um fator importante na sua distribuicdo. Isso pode
ser um aspecto desfavoravel para uma aplicacéo topica, visto que a baixa interacdo pode levar
a uma rapida depuracdo das nanocapsulas no tecido cutdneo para a corrente sistémica,
impedindo uma acéo prolongada deste agente contra os microrganismos infectantes. Mas vale
ressaltar que outros parametros como pH, temperatura e outras moléculas podem modificar as

interacdes entre coldgeno e nanoparticulas (Terao; Otsubo; Abe, 2020).
5.6 ESTABILIDADE DOS NANOSSISTEMAS

Os nanossistemas foram postos por 3 meses a temperaturas de 4 e 25 °C com tamanho
e potencial Zeta sendo vistos na Figura 19. Nesse periodo, as duas formulacdes permaneceram
estaveis, com excecdo de NcOFiC em 60 dias a 25 °C, a qual foi do tamanho de 271,67 nm,
Pdl de 0,19 e potencial Zeta de -28,23 para 519,37 nm, 0,71 e -8,94 mV.
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Figura 19 - Graficos de tamanho e potencial Zeta das nanocapsulas finais ao longo de 90 dias em 4°C (a, c) e

25°C (b, d)
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Fonte: autoria propria (2026)

As formulacGes realizadas podem ser consideradas como suspensdes coloidais, em
que os coloides, ou as NCPs, estdo dispersos em uma suspensdo aquosa. Devido a isso, as
nanocapsulas estdo em constante movimentacdo no sistema e elas acabam interagindo com
outras nanocapsulas a partir de forcas eletromagnéticas, interacdo entre componentes
superficiais, pontes de hidrogénio e deplegdo. Essas interacfes fazem com que haja a coalisdo
de nanocépsulas, que se tornam mais densas, provocando a sedimentacdo destas
nanoparticulas. Esses processos de coalisdo e sedimentagdo tornam invidavel o uso desses
materiais e, por isso, apesar de sempre ocorrerem, devem ocorrer tardiamente para prolongar
sua vida atil (Kamiya et al., 2008).

A estabilidade ao longo de um periodo de um nanossistema, ou seja, a auséncia de
agregacdes das nanoparticulas, pode ser medida a partir dos parametros de tamanho, Pdl e

potencial Zeta. O tamanho deve continuar proximo ao observado na primeira analise para que
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seja desconsiderada instabilidade do nanossistema, visto que o0 aumento do diametro médio das
nanoparticulas implica na presenca de agregacao ou na absorcéo de elementos com o tempo.
O crescimento no valor de Pdl implica que a uniformidade de tamanho presente em um periodo
inicial foi perdida pelos processos de instabilidade. J& o potencial Zeta é uma medida de
capacidade de interacdo entre nanoparticulas, ja que quanto mais distante for a voltagem da
neutralidade, maior a forca de repulsdo e menor a possibilidade de agregacéo (Ziclinska et al.,
2020).

NcOFiC apresentou um aumento considerdvel em seu tamanho médio a partir de 60
dias, o que indica que o processo de agregacao de nanoparticulas se tornou maior nesse periodo.
O alto PdI a partir do segundo més também indica a instabilidade do nanossistema e que a
agregacdo ndo estava ocorrendo de maneira homogénea. O potencial Zeta préximo da
neutralidade mostra como o poder de repulsdo das nanoparticulas diminuiu, provocando uma
maior agregacdo. A instabilidade ocorrida a 25°C, mas ndo a 4°C, em NcOFiC pode ser atrelada
a maior movimentacdo de particulas com o aumento da temperatura, gerando maior

possibilidade de interacdo delas na suspensao (Zielinska et al., 2020; Kamiya et al., 2008).
5.7 AVALIACAO DE ATIVIDADE BIOLOGICA
5.7.1 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das nanocapsulas finais e dos 6leos isolados esta presente

a seguir na Tabela 8.
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Tabela 8 - CIM de OEC, OFC, NcOEsC e NcOFiC

Linhagens CIM (pg/ml)
microbianas OEC NcOEsC i OFC NcOFiC
24 horas
P. aeruginosa i
(ATCC 27853) 1024 1024 i N/A 1024
E. coli 1024 1024 N/A 1024
(ATCC 25922)
S. aureus i
(ATCC 13150) 1024 512 , N/A 128
C. albicans
(ATCC 76645) 1024 N/A N/A 16
48 horas
P. aeruginosa i
(ATCC 27853) N/A 0,5 i N/A 0,5
E. coli |
(ATCC 25922) N/A 128 N/A 16
S. aureus i
(ATCC 13150) N/A 128 i N/A 32
C. albicans i
(ATCC 76645) N/A N/A i N/A 16

N/A: nenhuma atividade
Fonte: autoria prépria (2026)

Diante desses resultados, € possivel observar que o poder de inibi¢cdo das NCPs foi
superior aos Oleos isolados. O OEC foi o Unico Oleo isolado que apresentou atividade
antimicrobiana, com a maior concentracdo estudada sendo capaz de impedir o crescimento dos
4 microrganismos estudados no primeiro dia, no entanto, esse efeito ndo foi observado apos 48
horas. Isso indica que a a¢do do primeiro dia ndo inibiu totalmente os microrganismos, com 0s
sobreviventes conseguindo crescer posteriormente, seja por uma perda por volatilizagdo ou por
transformacdo quimica, tipica de éleos essenciais (Mras et al., 2025).

Os oleos essencial e fixo de copaiba estudados demonstraram ter uma atividade
antioxidante, o que pode ter contribuido com a a¢éo antimicrobiana observada. Além disso, 0s
sesquiterpenos e diterpenos presentes nesses Oleos de copaiba j& demonstraram possuir
atividade contra microrganismos em diversos trabalhos (Jang; Rhee; Eom, 2020; Dickson et
al., 2023; Cardinelli et al., 2023). Contudo, a atividade antimicrobiana dos 6leos isolados foi
baixa ou nula, o que indica que caracteristicas destes 6leos dificultaram a acdo dos seus
principios ativos, 0 que pode ser atribuido a uma baixa solubilidade e baixa permeabilidade

desses sistemas (Tenchov et al., 2025).
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As nanocapsulas com os 6leos de copaiba foram efetivas em todos os casos, com 0
prolongamento da exposicdo aumentando consideravelmente o poder inibitorio, tirando o caso
da NcOEsC contra C. albicans, o qual ndo apresentou resultados mesmo ap0s 48 horas.

As nanocépsulas tiveram uma atividade maior que os 6leos isolados, 0 que pode ter
sido gerado pela liberacao controlada e estendida dos componentes propiciada por este tipo de
encapsulacdo, como também pela internalizacdo destes compostos nos microrganismos,
(Kapustova et al., 2021). Mas essa sinergia ndo foi visualizada com o NcOEsC contra C.
albicans, podendo ter ocorrido por conta de dificuldade de penetragéo pela parede celular deste
fungo. Apesar disso, esses resultados indicam que 0s compostos presentes nos 6leos de copaiba
tém potencial antimicrobiano, as caracteristicas intrinsecas de suas matrizes impedem sua a¢édo
e a integracdo com nanocépsulas contorna esses obstaculos. Além disso, NcOFiC demonstrou
ter uma maior atividade antimicrobiana por apresentar CIMs iguais ou inferiores aos NCOEsC,
0 que pode ser explicado pelas caracteristicas dos componentes ou uma melhor adaptacdo do

6leo fixo ao nanossistema.
5.7.2 Atividade Antibiofilme

A atividade antibiofilme das nanocépsulas finais esta presente a seguir na Tabela 9.
Os 6bleos isolados e a nanocapsula de MCT nao tiveram nenhuma acdo contra os biofilmes dos

organismos estudados.
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Tabela 9 - Poder de inibicdo de biofilme das nanocépsulas finais

Linhagens Inibicdo de Biofilme
microbianas (%)
NcOEsC
256 pg/ml 128 pg/ml 64 pg/ml
P. aeruginosa
(ATCC 27853) 48,67 35,97 32,05
E. coli
(ATCC 25922) 68,59 36,37 N/A
S. aureus
(ATCC 13150) 73,95 42,50 N/A
C. albicans
(ATCC 76645) NIA NIA NIA
NcOFiC
64 pug/ml 32 pg/ml 16 pg/ml
P. aeruginosa
(ATCC 27853) 70,15 79,57 74,54
E. coli
(ATCC 25922) 76,95 78,36 33,67
S. aureus
(ATCC 13150) 76,39 31,94 N/A
C. albicans
(ATCC 76645) 42,77 44,68 29,93

N/A: nenhuma atividade

Fonte: autoria prépria (2026)

Os 0leos de copaiba isolados ndo foram capazes de inibir os biofilmes mesmo nas
maiores concentracdes estudadas, tampouco a nanocapsula de MCT. Isso mostra que a inibicao
de biofilme vista nas nanocapsulas finais ndo pode ser atribuida a nanocapsula em si, sem
considerar seus principios ativos, visto que MCT é uma matriz oleosa sem atividade biol6gica
vinculada.

As nanocapsulas carreando os 0leos de copaiba demonstraram possuir atividade
antibiofilme contra os microrganismos estudados, tirando o caso da NcOEsC contra C.
albicans, a qual, da mesma forma que no estudo antimicrobiano, ndo se mostrou efetiva, o que
indica que este sistema ndo estd adaptado para combater esta levedura. O estudo feito por
Kapustova et al. (2021) também observou que nanocapsulas carreando 6leos vegetais tiveram
acdo antibiofilme superior aos 6leos isolados.

Com isso, este teste também corroborou o fato de que os 6leos de copaiba possuem
principios ativos com atividade biologica, mas que, por caracteristicas destas matrizes, estes
compostos ndo conseguem ser direcionados de maneira correta. A forma como 0s compostos

sdo liberados é algo ainda mais importante na atividade contra biofilmes, ja que as
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concentragdes dos componentes devem ser constantes para uma acéao efetiva, o que é proprio
de NCPs (Vuotto; Donelli, 2019; Kapustova et al., 2021).

A acgdo mais significativa foi da NcOFiC contra P. aeruginosa, cuja inibi¢do foi
semelhante nas concentragdes de 16 a 64 pg/ml. Além disso, NcOFiC apresentou uma maior
atividade antibiofilme, visto que concentracdes menores dela provocaram inibi¢cdes iguais ou
superiores as observadas em NcOEsC. Essa maior atividade pode ser explicada por um maior
potencial dos componentes presentes no dleo fixo ou uma adaptacdo mais favoravel deste 6leo

Nno nanossistema.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A cromatografia dos 6leos estudados revelou que o composto majoritario do OEC foi
B-cariofileno. Enquanto o OFC teve perfil cromatografico indicativo de presenca de diterpenos.
O OEC apresentou um CEso de 45,76+0,53 mg/ml em relacdo a capacidade de reduzir DPPH,
mas ndo teve atividade antioxidante contra ABTS. J& 0 OFC apresentou uma baixa capacidade
antioxidante contra DPPH, reduzindo somente 9,44%z1,44 desse radical. O desenvolvimento
de NCPs mostrou que o ponto maximo de saturacdo dos polimeros PCL-10 e PCL-80 foi de
150 e 40 mg, respectivamente, com concentragdes maiores influenciando negativamente o
tamanho e Pdl. A concentracdo méxima do 6leo essencial e fixo de copaiba foi de 100 mg, com
concentragdes superiores gerando crescimento de tamanho e Pdl e maior externalizacao de 6leo
visualizada por microscopia Optica e por aumento de padrdes de transmitancia nas
nanoparticulas semelhante aos 6leos. A variacdo na concentracdo dos tensoativos demonstrou
que as NCPs confeccionadas ndo se comportavam como uma emulsdo o/a tipica, com o
aumento da concentracdo de tensoativos hidrofilicos e diminuicdo de tensoativos lipofilicos
nem sempre levando a menores didametros delas. Com isso, 40 mg de PCL-80, 20 mg de
Lipoid®s100, 100 mg de 6leo e 60 mg de Kolliphor®ELP resultando em NCPs com 6leo de
copaiba menores. As nanocapsulas finais tiveram espectro de infravermelho semelhante ao
Kolliphor®ELP e PCL-80, o que indica a auséncia de externalizacido de 6leo. NCOEsSC
apresentou um doseamento esperado e uma alta EE%. As micrografias de MEV das
nanocépsulas finais demonstraram a presenca de nanoparticulas esféricas, mas com tamanhos
maiores que o esperado, o que pode ser uma consequéncia do préprio método. As nanocapsulas
finais ndo tiveram uma interacdo significativa com o colageno, independentemente da
concentracdo do colageno ou tempo de intera¢do na incubacdo. NCPs se mostraram estaveis
em 4 e 25°C, menos NCP com OFC, a qual apresentou instabilidade em 60 dias a partir de 60
dias. A integragdo dos Oleos de copaiba em NCPs demostrou aprimorar a atividade
antimicrobiana e antibiofilme destes Oleos contra patdgenos cutaneos, aumentando
significativamente essas ac0es, a ndo ser em relacdo a NCP de OEC contra Candida albicans,

ndo tendo nenhuma atividade observada.
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