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RESUMO 

 

SALES, Amanda Malini Rocha. Desenvolvimento de nanocápsulas para controle 

da liberação do timol: potencial uso repelente sobre Rhipicephalus sanguineus 

sensu lato. Brasília, 2021. Dissertação (Mestrado em Ciências Farmacêuticas) – 

Faculdade de Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2021. 

 

No presente trabalho foram desenvolvidas nanocápsulas poliméricas contendo timol 

visando o controle da volatilização e liberação do fármaco para aplicação como 

repelente em ninfas de R. sanguineus. As nanocápsulas de timol revestidas com 

policaprolactona, preparadas pela técnica de deposição interfacial do polímero pré-

formado, foram caracterizadas quanto ao diâmetro hidrodinâmico, índice de 

polidispersividade, potencial ζ, eficiência de encapsulação e teor de timol. Além disso, 

foram avaliados o perfil de liberação, de permeação e a atividade repelente. As 

nanocápsulas de timol apresentaram diâmetro hidrodinâmico de 195,75 ± 0,55 nm, 

índice de polidispersividade de 0,20 ± 0,00, potencial ζ de -20,56 ± 0,35 mV, potencial 

de hidrogênio de 4,7 ± 0,00 e eficiência de encapsulação e teor de timol iguais a 80,14 

± 0,08% e 97,90 ± 0,19%, respectivamente. O nanosistema liberou 68,59 ± 2,34% de 

timol em 24 horas, demonstrando ser capaz de controlar a liberação do ativo. No 

estudo de permeação in vitro, foi observado que as nanocápsulas também 

controlaram a penetração de timol na epiderme comparadas ao timol puro (controle). 

Em relação a atividade repelente sobre as ninfas de R. sanguineus, as nanocápsulas 

de timol obtiveram 60-70% de repelência por 2 horas, apresentando resultados 

semelhantes ao controle de timol puro. Portanto, as nanocápsulas não 

comprometeram a função repelente. As nanocápsulas desenvolvidas não somente 

controlaram a liberação do timol, mas como também, apresentaram elevada eficiência 

de encapsulação e excelente atividade repelente, mostrando serem alternativas 

promissoras para o uso como repelente contra artrópodes.  

 

Palavras-chave: timol; nanocápsulas; Rhipicephalus sanguineus; monoterpeno; 

preparações de ação prolongada. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

SALES, Amanda Malini Rocha. Development of nanocapsules to control thymol 

release: potential repellent use on Rhipicephalus sanguineus sensu lato. 

Brasília, 2021. Dissertação (Mestrado em Ciências Farmacêuticas) – Faculdade de 

Ciências da Saúde, Universidade de Brasília, Brasília, 2021. 

 

In the present work were developed thymol-loaded polymeric nanocapsules aiming to 

control volatilization and drug release for repellent application on Rhipicephalus 

sanguineus nymphs. Polycaprolactone loaded nanocapsules, formed by interfacial 

deposition of preformed polymer, were characterized by hydrodynamic diameter, 

polydispersity index, ζ potential, potential of hydrogen, entrapment efficiency and 

thymol’s content. Moreover, release and permeation profiles and repellent activity were 

evaluated. Thymol-loaded nanocapsules shown hydrodynamic diameter of 195,75 ± 

0,55 nm, polydispersity index of 0,20 ± 0,00, ζ potential of -20,56 ± 0,35 mV, potential 

of hydrogen of 4,7 ± 0,00 e entrapment efficiency and thymol’s content of 80,14 ± 

0,08% and 97,90 ± 0,19%, respectively. The nanosystem released 68,59 ± 2,34% of 

thymol in 24 horas, shown that is capable to controlled drug release. About permeation 

studies, thymol-loaded nanocapsules shown less epidermis penetration than pure 

thymol (control). In relation to repellent activity on R. sanguineus nymphs, thymol-

loaded nanocapsules shown repellency of 60-70% for 2 hours. The developed 

nanocapsules not alone controlled release of thymol, as well, showed high entrapment 

efficiency and excellent repellent activity, indicating to be promising alternatives for the 

use as arthropod’s repellent. 

 

Keywords: thymol; nanocapsules; Rhipicephalus sanguineus; monoterpene; delayed-

action preparations. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os carrapatos são vetores de inúmeros patógenos de importância médico-

veterinária e resultam em grandes perdas econômicas na pecuária (MASSARD; 

FONSECA, 2004; NWANADE; YU; LIU, 2020). Da vasta variedade de espécies de 

carrapatos, destaca-se Rhipicephalus sanguineus sensu lato (LATREILLE, 1806), 

presente em todos os continentes, e que, apesar de parasitar principalmente cães, 

também pode parasitar bovinos, ovinos, caprinos e o homem (NORVAL; 

DAILLECOURT; PEGRAM, 1982). 

A forma mais efetiva de prevenir as doenças transmitidas por carrapatos é 

prevenindo o contato com os carrapatos pela aplicação de repelente nas roupas e na 

pele. Considerado o padrão-ouro, o N, N-dimetil-meta-toluamida (DEET) é o repelente 

mais utilizado (BISSINGER et al., 2009; BISSINGER; ROE, 2010). Dermatite, reações 

alérgicas e neurológicas e toxicidade cardiovascular são alguns dos efeitos adversos 

identificados após o uso de DEET (BROWN; HEBERT, 1997), os quais colocam em 

dúvida a segurança desse produto (AQUINO et al., 2004) e promovem a busca por 

repelentes alternativos (MAIA; MOORE, 2011).  

O timol (2-isopropil-5-metil-fenol) é um monoterpeno natural, cristalino, com 

odor herbal característico (ESCOBAR et al., 2020; KOWALCZYK et al., 2020). Dentre 

as propriedades farmacológicas do timol, destacam-se a atividade acaricida sobre 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Amblyomma cajennense, Rhipicephalus 

sanguineus, Rhipicephalus turanicus, Hyalomma lusitanicum (DAEMON et al., 2009; 

DE OLIVEIRA MONTEIRO et al., 2010; DUCHEÊNE; GREF, 2011; ARAÚJO et al., 

2015b; NOVATO et al., 2018, 2019; QUADROS et al., 2020; VALCÁRCEL et al., 2021) 

e, também, a atividade repelente sobre os carrapatos das espécies Ixodes ricinus 

(TABARI et al., 2017), Rhipicephalus annulatus (ARAFA et al., 2020) e R. microplus 

(NOVELINO; DAEMON; SOARES, 2007).  

A fim de contornar a volatilidade e a baixa solubilidade em água apresentados 

pelo timol (PEREIRA et al., 2021), as nanocápsulas poliméricas têm sido utilizadas 

para preservar as propriedades químicas de fitoquímicos com aplicação biológica 

(PINTO et al., 2016). Esse nanosistema permite o encapsulamento de fármaco no 

núcleo, enquanto o invólucro polimérico aumenta sua vida útil, controla a liberação e 

o protege de fatores externos que possam levar à degradação (DIASPRO et al., 2002; 
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IYISAN; LANDFESTER, 2019). As nanocápsulas possuem extensa variedade de 

aplicações e alta reprodutibilidade (KOTHAMASU et al., 2012).  

O presente estudo teve como objetivo controlar a liberação do timol por meio 

da sua encapsulação em uma nanocápsula polimérica, e, assim, avaliar a atividade 

repelente desse nanosistema frente às ninfas de R. sanguineus. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Arboviroses 

 

O termo arboviroses é usado para classificar as doenças que são transmitidas 

por artrópodes aos seres humanos (LIANG; GAO; GOULD, 2015). As arboviroses são 

uma das principais causas de morbidade e mortalidade em humanos (ARAÚJO et al., 

2015a). As arboviroses estão presentes tanto no hemisfério sul como no norte, porém 

algumas dessas doenças estão presentes apenas em regiões específicas, como o 

vírus O’nyong-nyong na África e na Ásia e o vírus da febre do Rio Ross na Austrália 

(GOULD et al., 2010, 2003).  

As arboviroses são um problema de saúde pública mundial devido ao seu 

grande potencial de dispersão e adaptabilidade (DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 

2017). Com a crescente urbanização e mudanças socioeconômicas, o ser humano 

passou a explorar novos hábitats que antes eram santuários para os artrópodes 

interagirem com os animais selvagens e as plantas (GOULD; HIGGS, 2009; 

KILPATRICK; RANDOLPH, 2012).  

Da grande variedade de artrópodes, os carrapatos são os responsáveis pela 

transmissão de algumas das arboviroses que frequentemente causam epidemias 

(LWANDE et al., 2013). Os carrapatos são os responsáveis pela transmissão de cerca 

de 20 diferentes espécies de vírus que causam patologias em seres humanos 

(MASSARD; FONSECA, 2004). A exemplo de arboviroses transmitidas por carrapatos 

tem-se a doença da floresta de Kyasanur (YADAV et al., 2014), a febre hemorrágica 

de Omsk (HOLBROOK et al., 2005), o vírus de Powassan (HERMANCE; 

THANGAMANI, 2017) e a encefalite transmitida por carrapato (DONOSO-MANTKE; 

S.; RUZEK, 2011). 

A maioria das arboviroses causa infecções assintomáticas ou sintomas 

semelhantes a de um resfriado, apenas uma pequena proporção dos infectados 

progridem para casos severos (LWANDE et al., 2013). Entretanto, devido à falta de 

informação e à baixa frequência de arboviroses transmitidas por carrapatos, estima-

se que a incidência de arboviroses seja subestimada (HERMANCE; THANGAMANI, 

2017; ORGANIZATION, 2017), como sugerem alguns estudos (PIANTADOSI et al., 

2015; KNOX et al., 2017).  
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Além de transmitirem arboviroses, os carrapatos são responsáveis pela 

transmissão de outros agentes infecciosos, como bactérias (Borrelia sp, Rickettsia sp) 

e parasitas (Babesia sp, Theileria sp) (BOULANGER et al., 2019). Os casos de febre 

maculosa, causada pela Rickettsia sp, no Brasil, ainda que raros e em declínio 

desde 2005, preocupam devido à alta taxa de mortalidade se comparado a outros 

países (FIOL et al., 2010). 

 

2.2 Carrapatos 

 

Os carrapatos, pertencentes ao filo Arthopoda, são ectoparasitas hematófagos 

obrigatórios, parasitando todas as classes de vertebrados em quase todas as regiões 

do mundo (FLECHTMANN, 1973; HORAK; CAMICAS; KEIRANS, 2002; ANDREOTTI; 

KOLLER; GARCIA, 2016). Há, pelo menos, 120 milhões de anos, os carrapatos têm 

sido hematófagos bem sucedidos (ANDERSON; VALENZUELA, 2008). Apesar dos 

carrapatos terem sido identificados como parasitas em humanos há milhares de anos 

por escritores da Grécia antiga (SONENSHINE, 1991), somente no final do século 19 

descobriram que os carrapatos também podiam transmitir doenças (THEOBALD; 

KILBORNE, 1893). 

Estima-se que haja mais de 900 espécies de carrapatos no mundo (HORAK; 

CAMICAS; KEIRANS, 2002), das quais 66 espécies são encontradas no Brasil 

(KRAWCZAK et al., 2015). 

Há duas principais famílias de carrapatos: Ixodidae e Argasidae. A família 

Ixodidae é a mais abundante em número de espécies e é considerada a mais 

relevante em questão de importância médica. Os carrapatos dessa família são 

conhecidos como carrapatos duros devido à presença de uma dorsal esclerotizada. 

Os carrapatos da família Argasidae possuem a presença de uma cutícula flexível, 

sendo conhecidos como carrapatos moles. Há, também, uma terceira família de 

carrapatos chamada de Nuttalliellidae, a qual é encontrada somente no sudeste da 

África. Até o momento, foi identificada apenas uma espécie da família Nuttalliellidae, 

Nuttalliella namaqua (PAROLA; RAOULT, 200; MANS et al., 2011) (Figura 1).  
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Figura 1. Exemplos de carrapatos das famílias Argasidae, Ixodidae e Nuttalliellidae: (a) Ornithodoros 

turicata (Acari: Argasidae) (MATHISON; PRITT, 2014), (b) Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Acari: 

Ixodidae) (GATHANY, 2005) e (c) Nuttalliella namaqua (Ixodida: Nuttalliellidae) (MANS et al., 2011) 

 

Além de diferenças morfológicas, os carrapatos moles e duros diferem nos 

períodos de alimentação e no ciclo de vida. Basicamente, os carrapatos moles 

(Argasidae) possuem dois ou mais estágios ninfais e a cada estágio se alimentam 

apenas uma vez, enquanto que os carrapatos duros (Ixodidae) possuem apenas um 

estágio de ninfa e se alimentam por longos períodos de tempo, independentemente 

do estágio de vida. Além disso, os carrapatos moles habitam áreas secas e cobertas 

próximos aos seus hospedeiros, já os carrapatos duros vivem em ambientes abertos, 

úmidos e algumas espécies dessa família, vivem meses ou anos em jejum 

(SONENSHINE, 1991; FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006). 

Tanto as fêmeas quanto os machos das famílias Argasidae e Ixodidae ingerem 

sangue do parasitado, porém as fêmeas ingerem maior quantidade de sangue 

(FURLONG, 2005).  

 

2.2.1 Rhipicephalus sanguineus sensu lato 

 

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s. l.) (LATREILLE, 1806) (Acari: 

Ixodidae), também conhecido como carrapato-do-cão, é um parasita de grande 

importância na medicina e na veterinária por ser o reservatório de inúmeros patógenos 

aos humanos e aos animais (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015). Estudos 

moleculares (BURLINI et al., 2010), biológicos (SZABÓ et al., 2005) e morfológicos 

(DANTAS-TORRES et al., 2013) indicam que o táxon R. sanguineus é representado 

por mais espécies, e, por esse motivo, todos os carrapatos que se encaixam no táxon 

com R. sanguineus devem ser chamados de R. sanguineus s. l. (NAVA et al., 2015). 
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Os carrapatos da espécie R. sanguineus são pequenos, de coloração marrom 

e possuem leve dimorfismo sexual.  São encontrados em quase todo o mundo, com 

maior frequência em locais situados entre as latitudes 35°S e 50°N. Os cães são os 

principais hospedeiros de R. sanguineus, porém essa espécie também pode parasitar 

outros animais domésticos e selvagens e, inclusive, o ser humano (ESTRADA-PEÑA; 

JONGEJAN, 1999; FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006; DANTAS-TORRES; 

FIGUEREDO; BRANDÃO-FILHO, 2006). Em cães, os carrapatos R. sanguineus 

podem transmitir a babesiose (Babesia sp.) e a erliquiose (Ehrlichia sp.), ambas fatais 

para o canídeo (DANTAS-TORRES, 2008). Suspeita-se que os carrapatos R. 

sanguineus também transmita a leishmaniose visceral (Leishmania infantum) 

(ZANATTA COUTINHO et al., 2005) 

A transmissão de patógenos aos humanos por meio de R. sanguineus é bem 

documentada, apesar da baixa predileção da espécie por humanos (DANTAS-

TORRES, 2008). A notificação de parasitismo humano por R. sanguineus é de 

importância para a saúde pública já que os carrapatos dessa espécie são vectores da 

Rickettsia spp., a qual pode causar febre maculosa em humanos e em cachorros 

(DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015). Mesmo o parasitismo por R. sanguineus não 

sendo comum no Brasil, há alguns casos confirmados nos estados do Rio Grande do 

Sul (RECK et al., 2018), Pará (SERRA-FREIRE, 2010), Rio de Janeiro (SERRA-

FREIRE; SENA; BORSOI, 2011) e Goiás (LOULY et al., 2006).   

Espécie trioxena, ou seja, precisa de três hospedeiros para realizar seu ciclo 

de vida, R. sanguineus (KOSHY; RAJAVELU; LALITHA, 1983), assim como todos os 

carrapatos duros, possui quatro estágios: ovo, larva, ninfa e adulto (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Estágios imaturos e adultos de Rhipicephalus sanguineus: (a) larva, (b) ninfa, (c) fêmea e 

(d) macho (DANTAS-TORRES, 2010) 
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As fêmeas se alimentam apenas uma vez e podem pesar até 250 mg. Quando 

ingurgitadas, as fêmeas podem pôr 4 mil ovos. Da pré-oviposição até a incubação dos 

ovos pode levar de 17 a 27 dias. Os ovos, então, liberam as larvas, que se alimentam 

por 3 a 5 dias até se tornarem ninfas. As ninfas se assemelham aos adultos, entretanto 

são menores e sexualmente imaturas. Entre 11 e 23 dias, as ninfas sofrem ecdise e 

tornam-se adultos (KOCH, 1982; FACCINI; BARROS-BATTESTI, 2006; DANTAS-

TORRES, 2008) (Figura 3). 

 

Figura 3. Ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus sanguineus (Adaptado de(CDC, 2020) 

 

2.3 Formas de controle de carrapatos  

 

O uso de produtos químicos é a principal forma de controle dos carrapatos 

(ADENUBI et al., 2016) e é usada há mais de um século. Desde 1895, os 

pesquisadores buscam formas de combater os carrapatos. Em tentativas fracassadas, 

foram experimentados produtos como fumo, querosene e enxofre adicionados a óleos 
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minerais e arsênio diluído em água. Somente em 1946, populações de carrapato 

foram controladas com hexaclorobenzeno (BHC), diclorodifeniltricloroetano (DDT) e 

outros organoclorados (FURLONG, 2005). 

O controle de carrapatos baseia-se no uso de produtos químicos como os 

organoclorados, os organofosfatos, os piretroides, as formamidinas, as 

avermectinas e, também, mais recentemente no mercado, os  pesticidas 

reguladores de crescimento e as isoxazolinas (ADENUBI et al., 2018; SILVEIRA; 

CARVALHO; PECONICK, 2014). Apesar de não controlarem a população de 

carrapatos, apenas evitam o parasitismo de carrapatos em humanos e animais, 

também são utilizados repelentes a base de DEET, permetrina e piperidina 

(BISSINGER; ROE, 2010). 

Apesar da grande variedade de métodos para combater os carrapatos, o 

controle desse vetor é uma atividade complexa. Atribui-se a esse fato o aumento de 

aglomerados urbanos, a precariedade no saneamento básico, as mudanças climáticas 

devido ao aquecimento global, o intenso tráfego de pessoas entre países (BRASIL, 

2009) e, principalmente, a resistência desse artrópode aos produtos químicos, sejam  

pesticidas ou repelentes (RANSON et al., 2010; NWANADE et al., 2020).  

 

2.4 Problemas relacionados ao uso de pesticidas e repelentes para o combate 

aos carrapatos 

 

Os carrapatos, além de serem problemas na saúde pública, geram graves 

problemas na economia devido à atuação como pragas na agricultura e parasitas em 

animais, levando a perdas significativas no cultivo e na criação de animais. Inúmeros 

produtos químicos são utilizados para controlar os carrapatos e, consequentemente, 

para solucionar os problemas na economia e na saúde causados por estes (SAÚDE, 

2007; FEDER et al., 2019). Entretanto, o arsenal de produtos químicos, ditos como 

seguros, diminuiu bastante por causa do desenvolvimento de resistência dos 

carrapatos aos produtos químicos (ZAIM; GUILLET, 2002). 

A resistência pode estar associada a diferentes fatores, inclusive operacionais, 

como a frequência de uso e a dose aplicada de pesticidas ou repelentes (WHALON; 

MOTA-SANCHEZ; HOLLINGWORTH, 2008). Estudos relatam a resistência em 

carrapatos a várias classes de pesticidas, como piretroides (BAFFI et al., 2005), 
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formamidinas (LI et al., 2004), avermectinas (RODRÍGUEZ-VIVAS et al., 2014), 

organofosforados e carbamatos (DRUMMOND, 1977); e, também, a resistência a 

repelentes a base de permetrina (BURTIS et al., 2021). 

A fim de reduzir os problemas de saúde causados por carrapatos em humanos, 

faz-se o uso de repelentes, sendo mais comum o uso de repelentes a base de DEET. 

O DEET tem sido usado como repelente de artrópodes, como os carrapatos, há mais 

de cinco décadas e está disponível em diferentes concentrações e formas 

farmacêuticas (BISSINGER; ROE, 2010).  

Apesar de ser considerado o padrão de referência entre os repelentes 

(TAVARES et al., 2018), o DEET está longe de ser considerado um repelente ideal, 

ou seja, aquele que não é tóxico, não apresenta irritabilidade cutânea, não deixa 

resíduo oleoso sobre a pele, não causa danos às vestimentas, tem efeito duradouro e 

é economicamente viável (KATZ et. al, 2008; GARCEZ et. al, 2012).  

Devido ao seu odor pungente e a sensação oleosa sobre a pele, o uso do DEET 

pode ser desagradável para algumas pessoas (FRANCES, 2006). A substância 

também pode reagir com plásticos, policloreto de vinil e couro pigmentado (BROWN; 

HEBERT, 1997). O DEET pode ser absorvido pela pele (BARRADAS et al., 2013), e, 

portanto, o seu uso deve ser evitado por mulheres grávidas e crianças (TAVARES et 

al., 2018). 

Altas concentrações de DEET sobre a pele podem causar toxicidade sistêmica, 

levando a urticária, necrose da pele, anafilaxia (MARSHALL; KELCH, 1982), 

toxicidade cardiovascular (CLEM; HAVEMANN; RAEBEL, 1993), mania com sintomas 

psicóticos (SNYDER et al., 1986) e encefalopatia tóxica (BRIASSOULIS; 

NARLIOGLOU; HATZIS, 2001). Mesmo em concentrações menores (<11%), o DEET 

pode causar desordens neurológicas (BELL; VELTRI; PAGE, 2002). 

 

2.4.1 Alternativa ao uso de pesticidas e repelentes 

 

O uso de plantas na proteção contra artrópodes é descrito em livros das antigas 

civilizações chinesa e egípcia (MOORE, 2006). Sabe-se que do final do século 19 até 

o começo da Segunda Guerra Mundial, as plantas foram amplamente utilizadas na 

proteção contra artrópodes até a chegada de pesticidas orgânicos sintéticos 

(REGNAULT-ROGER; PHILOGÈNE, 2008). 
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Porém, devido ao desenvolvimento de resistência aos pesticidas e às 

preocupações quanto aos resíduos e o impacto destes no meio ambiente e ao uso 

contínuo desses produtos químicos (AHMAD; KHAN; KHAN, 2011; ABBAS et al., 

2014; SILVÉRIO et al., 2020), renovou-se o interesse pelo uso de plantas no controle 

de artrópodes pela efetividade, segurança, baixo custo (BABAR et al., 2012; GAJGER; 

DAR, 2021). Entre as vantagens dos pesticidas botânicos estão a sua rápida 

degradação e a não bioacumulação no meio ambiente (ARNASON; SIMS; SCOTT, 

2008). 

As plantas contêm inúmeras substâncias, chamadas de metabólitos 

secundários. Os metabólitos secundários que conferem às plantas características 

como, atividade antibacteriana, larvicida, ovicida, deterrente e repelente (MOORE, 

2006; ZARA et al., 2016; GAJGER; DAR, 2021). 

 

2.5 Timol  

 

O monoterpeno fenólico timol (2-isopropil-5-metil-fenol) é um metabólito 

secundário presente no óleo essencial de uma grande variedade de espécies de 

plantas, em sua maioria da família Lamiaceae, como o Thymus vulgaris L. (AMIRI, 

2012), o qual é a principal fonte de timol (SALEHI et al., 2018).  

O timol é um cristal incolor ou translúcido que possui um forte odor herbal 

semelhante ao tomilho (T. vulgaris) e sabor pungente (SHESKEY; COOK; CABLE, 

2017). Oriundo da hidroxilação do p-cimeno, o qual é formado da aromatização do γ- 

terpineno (POULOSE; CROTEAU, 1978), o timol, que tem como isômero o carvacrol, 

foi descoberto em 1719 pelo químico alemão Caspar Neumann (JYOTI et al., 2018) 

(Figura 4). 
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Figura 4.  Via de biossíntese do timol (Adaptado de(KOWALCZYK et al., 2020) 

 

Muito comum em enxaguantes bocais combinado com glicerina ou álcool 

(SALEHI et al., 2018), o timol é altamente solúvel em álcoois, soluções alcalinas e 

outros solventes orgânicos devido a desprotonação do fenol, e é pouco solúvel em 

água (NORWITZ; NATARO; KELIHER, 1986). O timol também é conhecido por ser 

uma substância volátil (ZHANG et al., 2019), tendo o ponto de fusão variando de 49°C 

a 51 ºC (LIDE, 2004) (Quadro 1). 

 

Quadro 1. Propriedades físico-químicas do timola 

Propriedades físico-químicas Timol 

Solubilidade em água 0,9 g/L (a 20ºC) 

LogP 3,3 

pKa ácido 10,59 

pKa básico -5,2 
a Adaptado de (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2021) 

 

Dentre as inúmeras atividades farmacológicas do timol estão as atividades 

antioxidante (BEENA; KUMAR; RAWAT, 2013), antimicrobiana (FALCONE et al., 

2005), antiespasmódica (BEGROW et al., 2010) e antitumoral (DE LA CHAPA et al., 

2018). O timol também é usado para o tratamento de desordens nos sistemas 

respiratório (GAVLIAKOVA et al., 2013), nervoso (ASADBEGI et al., 2017) e 

cardiovascular (YU et al., 2016). Essas propriedades farmacológicas do timol são 
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atribuídas ao farmacóforo do grupo hidroxila fenólico em sua estrutura química 

(MEERAN et al., 2017). 

Além da medicina, o timol e possui efeitos benéficos na área alimentícia, na 

agricultura, na veterinária e no controle de peste (TAO et al., 2014). O timol possui 

atividade acaricida sobre larvas ingurgitadas e não ingurgitadas (DAEMON et al., 

2009) e sobre ninfas ingurgitadas (DE OLIVEIRA MONTEIRO et al., 2009) de 

Rhipicephalus sanguineus. O timol também é capaz de danificar o órgão de Gené, 

estrutura responsável pela oviposição, em fêmeas ingurgitadas de R. sanguineus (DA 

SILVA MATOS et al., 2014) 

 

2.6 Nanocápsulas  

 

As nanocápsulas poliméricas são sistemas vesiculares, menores que 1 μm, que 

confinam fármacos em uma cavidade aquosa ou oleosa, revestida por uma membrana 

polimérica (SOPPIMATH et al., 2001; MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;). 

O fármaco é geralmente armazenado na cavidade interna, mas também pode ser 

adsorvido na superfície da nanocápsula polimérica (PINTO REIS et al., 2006) (Figura 

5). 

 

 

Figura 5. Diferentes possibilidades de associação de fármaco em nanocápsulas poliméricas  

(Adaptado de(ZIELIŃSKA et al., 2020) 

 

As nanocápsulas poliméricas conferem estabilidade ao fármaco (KÜLKAMP et 

al., 2009), retardam e controlam sua liberação  (MORAES et al., 2009). Além disso, 

essa suspensão coloidal aquosa pode restringir a permeação cutânea (VETTOR et 

al., 2010) e, também, o seu invólucro polimérico consegue isolar o fármaco evitando 
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a sua degradação induzida por pH, luz, temperatura, enzimas e outros fatores (DENG 

et al., 2020). 

A estrutura das nanocápsulas poliméricas é versátil. Independentemente do 

material escolhido para o revestimento, as nanocápsulas permitem o encapsulamento 

de moléculas com diferentes propriedades físico-químicas e em vários estados físicos 

(LIMA et al., 2021). O núcleo das nanocápsulas polimérica geralmente é composto de 

triglicerídeo e a substância ativa (POLETTO et al., 2011). 

As nanocápsulas destinadas a aplicação cosmética e dermatológica não devem 

causar irritação cutânea. Para aplicação tópica, os polímeros hidrofóbicos mais 

utilizados são os poliésteres, como a poli (ε -caprolactona) (PCL) (POLETTO et al., 

2011). 

A poli (ε -caprolactona) é um poliéster alifático composto de repetidas unidades 

de hexanoato (Figura 6). É um polímero biodegradável, biocompatível e possui uma 

cristalinidade de 69%, o que o classifica como semicristalino. À temperatura ambiente 

(25°C), a PCL é altamente solúvel em solvente aromáticos e em solventes clorados, 

parcialmente solúvel em solventes polares e insolúvel em álcoois e água (LABET; 

THIELEMANS, 2009; LEE et al., 2017). Devido à sua excepcional compatibilidade, a 

PCL tem sido objeto de estudo quanto a sua potencial aplicação no campo 

biomedicinal (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).  

 

 

Figura 6. Fórmula estrutural da poli (ε -caprolactona) (MCKEEN, 2021) 

 

A deposição interfacial de polímero pré-formado (FESSI et al., 1989) seguido 

pela emulsificação-difusão (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998) são os métodos 

mais utilizados para a produção de nanocápsulas de PCL (KOTHAMASU et al., 2012; 

POHLMANN et al., 2013). Quaisquer que seja o método utilizado, o protocolo geral 

para a produção de nanocápsulas de PCL requer uma fase dispersa e uma fase 
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contínua, as quais são constituídas de solvente orgânico e água, respectivamente 

(LIMA et al., 2021).  

O uso de solvente orgânico é quase inevitável e as nanocápsulas costumam a 

serem obtidas na forma de suspensões coloidais. Para tanto, é necessário remover o 

solvente orgânico, tendo como produto final as nanocápsulas dispersas em meio 

aquoso. Além disso, para a produção de nanocápsulas eficientes, é preciso usar um 

ou mais surfactantes, que não apenas auxiliam na produção de nanocápsulas, mas 

também contribuem para a estabilidade e impedem a agregação (BAZYLIŃSKA et al., 

2017; PINEDA-REYES et al., 2021).  

 

2.7 Ciclodextrina 

 

As ciclodextrinas e os polímeros ainda são os materiais mais empregados para 

encapsular substâncias voláteis (KAUR et al., 2018). As ciclodextrinas são materiais 

simples, relativamente baratos e são bem-sucedidas na encapsulação de compostos 

aromáticos e voláteis por melhorar a estabilidade física e/ou química e prolongar a 

liberação desses compostos (MARQUES, 2010; WADHWA et al., 2017). Uma forma 

de proteger ainda mais ativos voláteis é através do uso de ciclodextrina como 

revestimento da superfície das nanopartículas (ERDOĞAR et al., 2018; MENEZES et 

al., 2019). Tal junção é possível devido às interações hidrofóbicas estequiométricas 

via equilíbrio dinâmico entre a ciclodextrina usada e a nanoestrutura complexada no 

interior da cavidade hidrofóbica da ciclodextrina (BEHR; SEIDENSTICKER, 2020). 

As ciclodextrinas (CDs) foram isoladas por Villiers em 1891 como um produto 

da degradação do amido (VILLIERS, 1891). Na primeira década do século 20, 

Schardinger isolou os tipos de bactérias responsáveis pela síntese de CDs, o que 

levou a descoberta de outros tipos de ciclodextrina (CD) e a sua posterior classificação 

como uma família de oligossacarídeos cíclicos, as quais são compostos por unidades 

D-glicopiranosídicas ligadas entre si por meio de ligações α-1,4 glicosídicas (FRENCH 

et al., 1965; SZEJTLI, 1998). 

As CDs são moléculas em formato de cone toróide ou toroidal, que se 

apresentam como um pó cristalino branco, sem odor e com gosto levemente 

adocicado. O interior do cone toróide é hidrofóbico, enquanto que o exterior, é 
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hidrofílico (Figura 7) (SZEJTLI, 1998; DEL VALLE, 2004; SHESKEY; COOK; CABLE, 

2017). 

 

 

 

 

Figura 7. Estrutura funcional (à esquerda) e dimensão geométrica (à direita) da β-ciclodextrina 

(Adaptado de(DEL VALLE, 2004) 

 

Dentre as formas mais usadas estão três ciclodextrinas naturais α-ciclodextrina, 

β-ciclodextrina e γ-ciclodextrina, que diferem o tamanho do anel, a solubilidade e o 

número de unidades de glicopiranoses (Quadro 2).  

 

Quadro 2. Propriedades físico-químicas das ciclodextrinas naturaisa 

Propriedades 
Tipos de ciclodextrinas naturais 

α-ciclodextrina β-ciclodextrina γ-ciclodextrina 

Unidades de glicopiranoses 6 7 8 

Peso molecular (Da) 972.84 1134.98 1297.12 

Solubilidade em águab (mg/mL) 129.5 ± 0.7 18.4 ± 0.2 249.2 ± 0.2 

Altura (nm) 0.78 0.78 0.78 

Diâmetro interno (nm) 0.50 0.62 0.80 

Diâmetro externo (nm) 1.46 1.54 1.75 

a Adaptado de (LOFTSSON; BREWSTER, 2010) 

b A temperatura ambiente (25°C) 

 

O arranjo diferenciado permite que as ciclodextrinas acomodem a molécula 

convidada dentro da cavidade interna, formando um complexo de inclusão. Assim que 
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circundam a molécula convidada, as ciclodextrinas são capazes de aumentar a 

solubilidade, controlar a liberação de compostos voláteis, melhorar a estabilidade 

térmica, diminuir a irritação na pele após a administração tópica, mascarar odor e 

sabor desagradáveis e até mesmo, retardar ou suprimir reações químicas, como 

fotodegradação, hidrólise, sublimação e oxidação (CHIARI-ANDRÉO et al., 2019; DEL 

VALLE, 2004; SHESKEY; COOK; CABLE, 2017). 

Na tentativa de desenvolver melhores carreadores, derivados das 

ciclodextrinas naturais têm sido desenvolvidos, principalmente com base na β-

ciclodextrina. Para tanto, houve a substituição de grupos hidroxílicos primários e/ou 

secundários por grupos funcionais, como o grupo hidroxipropil, gerando, a exemplo, 

um derivado hidroxipropilado da β-ciclodextrina: 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina 

(LOFTSSON; DUCHÊNE, 2007; MARQUES, 2010; SHESKEY; COOK; CABLE, 2017; 

CHIARI-ANDRÉO et al., 2019). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral do projeto é desenvolver nanocápsulas poliméricas para o 

controle da liberação de compostos com atividade repelente sobre o Rhipicephalus 

sanguineus sensu lato. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

• Desenvolver nanocápsulas de poli (ε -caprolactona) contendo timol; 

• Caracterizar as nanocápsulas obtidas quanto ao diâmetro hidrodinâmico, potencial 

ζ, índice de polidispersividade, potencial de hidrogênio, eficiência de encapsulação 

e teor de fármaco; 

• Avaliar o perfil de liberação in vitro das formulações desenvolvidas; 

• Avaliar a permeação passiva in vitro por meio da pele de porco intacta, seguindo 

modelo de penetração de células do tipo Franz adaptadas, e a retenção na pele por 

meio da técnica de tape-stripping diferencial; e 

• Analisar o potencial repelente da formulação desenvolvida sobre as ninfas de 

Rhipicephalus sanguineus sensu lato. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1  Materiais 

 

Para o preparo da nanocápsula polimérica foram utilizados o polisorbato 80 e 

o triglicerídeo caprílico, provenientes da Dinâmica Química Contemporânea (São 

Paulo, Brasil); o timol, (Lote #SZBF0370V, pureza ≥99%), o monoestearato de 

sorbitano (Span 60®), a poli (ε -caprolactona) e a 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina 

(HPβCD) obtidos da Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos) e; a lecitina de soja 

(Lipoid S 75), proveniente da Lipoid GmbH (Ludwigshafen am Rhein, Alemanha). Nas 

análises em CLAE foram utilizados a acetonitrila, proveniente da Dinâmica Química 

Contemporânea (São Paulo, Brasil) e a água ultrapura Mili-Q®, proveniente da 

Millipore (Illkirch-Graffenstaden, França). Nos estudos de permeação e de liberação 

foi utilizado o dodecil sulfato de sódio (SDS) obtido da Dinâmica Química 

Contemporânea (São Paulo, Brasil). A membrana de celulose, utilizada nos estudos 

de liberação, foi obtida da Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos). Para a técnica 

de tape-stripping foi utilizada a fita adesiva Scotch n.º 845 (3M Company, Minnesota, 

EUA) e cola de cianoacrilato (Henkel Ltda., Düsseldorf, Alemanha). 

 

4.2 Preparo da nanocápsula polimérica 

 

A nanocápsula de timol foi preparada pela técnica desenvolvida por Bender et 

al. (2012) com uma modificação para incluir a HPβCD (MEMISOGLU-BILENSOY; 

ŞEN; HINCAL, 2006). O timol e a HPβCD foram adicionados em proporção equimolar. 

A fase orgânica contendo timol (0,025 g; 1,664 mmol), PCL (0,1 g), monoestearato de 

sorbitano (0,04 g) e triglicerídeo caprilíco (0,12 g) foi solubilizada em 25 mL de 

acetona. A HPβCD (0,231 g; 1,664 mmol) e a lecitina de soja (0,03 g) foram 

solubilizadas em 5 mL de etanol, formando a solução etanólica, que foi adicionada à 

fase orgânica. A suspensão formada foi adicionada por gotejamento a solução aquosa 

formada por polisorbato 80 (0,08 g) e água ultrapura (50 mL) sob agitação. 

A suspensão foi concentrada em rotoevaporador V-100 (Büchi Ltda., Flawil, 

Suíça) por 20 min a 35°C e 43 mbar (XAVIER-JUNIOR et al., 2018) até atingir 40 mL 

de volume final. 
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4.3 Estudo de estabilidade  

 

Para avaliar a estabilidade, a suspensão de nanopartícula com timol (NPTML) 

foi armazenada às temperaturas de geladeira e estufa, 4 ± 2°C e 40 ± 2°C, 

respectivamente. As amostras foram acondicionadas em frasco de vidro, vedado com 

plástico de parafina para evitar a perda de amostra para o meio. A estabilidade de 

cada amostra foi analisada no dia de preparo (D0), após 7 dias (D7), 15 dias (D15), 

30 dias (D30), 60 dias (D60) e 90 dias (D90). 

Nos dias determinados para o estudo de estabilidade, foram analisados o 

diâmetro hidrodinâmico, o índice de polidispersividade e o potencial ζ no equipamento 

ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcesteshire, Reino Unido) após a 

diluição da nanopartícula em água ultrapura na proporção 1:100 (v/v). 

Também foram mensurados o pH da suspensão, utilizando o equipamento 

Digimed DM-22 pHmeter (Digimed Analytica Ltda., São Paulo, Brazil), a eficiência de 

encapsulação (EE) e o teor de timol (TE) na formulação, os quais foram calculados 

por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção no ultravioleta (CLAE-UV). 

 

4.4 Quantificação do timol  

 

O timol contido nas nanopartículas foi quantificado por cromatografia líquida de 

alta eficiência de fase reversa (CLAE) com detecção de ultravioleta. A análise foi 

realizada no equipamento LC-20AT (Shimadzu Corp., Kyoto, Japão) com coluna de 

fase reversa C18 (30 mm x 3,9 mm, 10 µm). A fase móvel utilizada foi acetonitrila:água 

(65:35 v/v), com detecção a 278 nm, vazão de 1,5 mL/min, volume de injeção igual a 

30 μL e temperatura de 50°C (ANGELO et al., 2016). O software utilizado para análise 

foi o LabSolution (Shimadzu Corp., Kyoto, Japão). Esse método foi utilizado para 

quantificar o timol na nanopartícula e nos estudos de liberação e permeação in vitro.  

 

4.4.1 Eficiência de encapsulação e teor de timol 

 

A eficiência de encapsulação (EE) e o teor de timol (TE) foram calculados 

utilizando as equações 1 e 2, respectivamente: 
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(1) EE% =
FT−FL

FT
x 100 

 

(2) TE% =
FT

CT
x 100 

 

O fármaco total (FT) é o resultado da diluição da nanopartícula com metanol 

(1:9 v/v) e posterior análise em CLAE. O fármaco livre (FL), que também é analisado 

em CLAE, é o filtrado obtido na centrifugação da nanopartícula no Vivaspin 2 MWCO 

1.000 (Sartorius AG, Göttingen, Germany) a 3000 rpm por 20 minutos na centrífuga 

K14-4000 (Kasvi Ltda, São José dos Pinhais, Brasil). A concentração teórica (CT) é 

calculada pela divisão da massa de timol utilizada para o preparo da nanopartícula 

sobre o volume da nanopartícula após rotoevaporação. 

 

4.5 Análise morfológica 
 

A morfologia das nanocápsulas poliméricas contendo timol foi analisada por 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) usando o equipamento JEM-2100 a 

200kV (JEOL Inc., Boston, EUA). A suspensão de NPTML foi diluída com água 

ultrapura na proporção 1:20 (v/v) e uma gota da diluição preparada foi adicionada 

sobre uma grade de cobre e deixada à temperatura ambiente para evaporação da 

água. Em seguida, a amostra foi corada com ácido fosfotúngstico a 1%, que cora 

polímeros, e analisada por MET.  

 

4.6 Perfil de liberação in vitro 

 

O perfil de liberação in vitro foi realizado em quintuplicata nas células do tipo 

Franz modificadas. Duas amostras foram utilizadas para o teste: a suspensão de 

nanopartículas e o controle, uma solução de timol diluído em dodecil sulfato de sódio 

(SDS) a 0,5% na mesma concentração que a nanopartícula. No meio doador foi 

adicionado 1 mL de cada amostra, enquanto que o meio receptor foi preenchido com 

15 mL de SDS 0,5%. O meio receptor ficou sob agitação a 36 ± 2°C e 500 rpm durante 

todo o processo. 

 A coleta do meio receptor foi feita de hora em hora até completar 12 horas, 

depois somente em 24 horas. A cada coleta foi feita a imediata reposição de 1 mL de 
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SDS 0,5% no meio receptor. As amostras coletadas foram analisadas em CLAE para 

quantificação do timol e avaliação de seu perfil cinético de liberação. 

 

4.7 Estudo da permeação passiva in vitro  

 

A permeação foi realizada com pele extraída de orelha de porco fresca, cedida 

pelo frigorífico Bonasa S/A (Formosa, Brasil). Debris e gordura foram cuidadosamente 

removidos das orelhas utilizando um bisturi. As peles foram envoltas em folha de 

alumínio e armazenadas em congelador a -4 °C antes da realização do estudo de 

permeação. 

 A pele retirada da orelha de suínos foi colocada entre o meio doador e o meio 

receptor da célula do tipo Franz modificada com o estrato córneo voltado para cima. 

No meio doador foi acrescido 15 mL de uma solução de tampão fosfato pH 7,0 com 

SDS a 0,5%, já no meio doador foi colocado 1 mL da amostra, podendo esta ser a 

nanopartícula ou o controle (timol diluído em água ultrapura) na mesma concentração 

da nanopartícula. A solução receptora foi mantida sob agitação a 36 ± 2°C por 2 horas. 

Ao final da permeação foi realizado o tape-stripping para a quantificação do timol. O 

estudo de permeação foi feito em quintuplicata de cada amostra. 

 

4.8  Tape-stripping diferencial 

 

Por meio da técnica de tape-stripping foi possível quantificar o timol retido no 

estrato córneo (EC) e na epiderme (PR) (MATOS et al., 2015; TAMPUCCI et al., 2014). 

Para quantificar o timol retido no folículo piloso (FP) foi realizado uma biópsia. 

 A pele de porco foi esticada e presa em um suporte de isopor. O EC foi 

completamente removido após 15 aplicações de fita adesiva sobre a região. Para a 

remoção do FP, foi adicionada, sobre a pele, uma gota de cola de cianoacrilato, e, por 

cima, um pedaço de fita adesiva. Após 1 minuto, a fita adesiva contendo o folículo 

piloso foi retirada. A PR foi picotada com auxílio de uma tesoura cirúrgica. As fitas 

adesivas e as peles remanescentes foram transferidas para vials distintos, onde 

ficaram sob agitação a 500 rpm por 12 horas em 5 mL de metanol (solvente de 

extração).  

Após 12h, o conteúdo de cada vial foi filtrado em filtros com porosidade de 0,22 
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μm, e posteriormente, foi feita a quantificação do timol por CLAE com metodologia 

previamente validada (ANGELO et al., 2016), a qual obteve valores superiores a 90% 

para a recuperação de timol no estrato córneo, pele remanescente e folículo piloso. 

Para analisar o direcionamento da NPTML aos folículos pilosos, a concentração 

obtida no folículo piloso foi dividida pela soma das concentrações no estrato córneo, 

no folículo piloso e na pele remanescente. 

 

4.9 Atividade repelente in vitro 
  

4.9.1 Colônia de carrapatos 
 

As fêmeas ingurgitadas de Rhipicephalus sanguineus foram provenientes de 

cães naturalmente infestados da Escola de Veterinária e Zootecnia (EVZ) na 

Universidade Federal de Goiás (UFG) (Goiânia, Brasil). Para a postura dos ovos, as 

fêmeas ingurgitadas foram incubadas a 27 ± 1°C com umidade relativa >80%. As 

larvas e as ninfas também foram incubadas sob estas mesmas condições. A 

alimentação das larvas e das ninfas foi feita através de um aparato de alimentação 

grudado nas costas depiladas de coelhos (Oryctolagus cuniculus Califórnia x Nova 

Zelândia) (LOULY et al., 2009). O projeto foi aprovado pela Comitê de Ética no Uso 

de Animais da UFG (CEUA/UFG) (Prot. n.º 058/20). Ninfas não ingurgitadas com 

idade entre 30 a 60 dias foram utilizadas para o bioensaio de repelência. 

 

4.9.2 Bioensaio de repelência 
 

A atividade repelente das nanocápsulas polimérica contendo timol foi baseada 

em estudos prévios (BARROZO et al., 2021; BISSINGER et al., 2009). Os 

experimentos foram realizados em ambiente aclimatado (25 ± 1°C) com umidade 

relativa de 70 ± 10%. Dois semicírculos de papel filtro (Whatman® Qualitative Cat n.º 

1001, 90 mm, USA) foram utilizados para cobrir o fundo da placa de Petri (10 cm de 

diâmetro) (Figura 8). 
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Figura 8.  Bioensaio de repelência com ninfas de R. sanguineus. As placas de Petri contêm 

semicírculos de papel filtro tratados com NPTML, à direita, e com solvente (controle), à esquerda. 

Placas de Petri controle também foram avaliadas com papel filtro sem tratamento, à esquerda, e com 

tratamento utilizando solvente, à direita. 

 

Sobre um semicírculo, foi adicionado 200 µL de NPTML e em outro semicírculo 

foi adicionado a mesma quantidade de etanol (controle). Nanopartículas vazias 

também foram avaliadas. Os papéis filtro foram secos ao ar por 10 minutos. Em 

seguida, 10 ninfas não ingurgitadas foram colocadas no centro da placa de Petri, entre 

os papéis tratados e não tratados. As placas de Petri foram cobertas com um tecido 

de malha fina transparente (100% poliamida), o qual foi preso à placa com um elástico 

de borracha para prevenir que as ninfas escapassem.  

Os carrapatos que permaneceram, durante o estudo, nos semicírculos não 

tratados foram considerados repelidos. A porcentagem média de repelência 

correspondeu à porcentagem de carrapatos no lado controle da placa de Petri (n=10).  

 

4.10  Análise estatística 

 

As variáveis analisadas apresentaram distribuição normal conforme 

demonstrado pelo teste de Shapiro-Wilk. Para avaliar os parâmetros do estudo de 

estabilidade da nanopartícula ao longo do tempo e para comparar o perfil de liberação 

e de permeação do timol com o controle, foi utilizado o teste Two-Way ANOVA. Os 

resultados foram expressos em média ± desvio padrão e o nível de significância 

considerado foi de 5% (p<0,05). Ao ser detectado diferença significativa, o teste post 

hoc Sidak foi aplicado para identificar onde a diferença significativa ocorreu. O 

software GraphPad Prism 8.4.2 (San Diego, Califórnia) foi utilizado para análise 
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estatística e elaboração dos gráficos. Os dados da atividade repelente foram tratados 

estatisticamente pelo teste do qui-quadrado (p<0,05) por meio da plataforma online 

quantpsy.org (PREACHER, 2001). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Estudo de estabilidade da nanocápsula 

 

Compostos aromáticos voláteis, como o timol, estão presentes no cotidiano em 

produtos de higiene pessoal, de limpeza doméstica e em formulações cosméticas, 

dando ao consumidor uma sensação de bem-estar, mascarando o odor de outros 

ingredientes químicos e, até mesmo, contribuindo para uma propriedade farmacêutica 

específica. Por tanto, é de grande interesse controlar a estabilidade e a liberação dos 

compostos aromáticos voláteis (VILLA et al., 2007; KAUR et al., 2018; ALQARNI et 

al., 2021). 

Por meio do estudo de estabilidade, é possível conhecer o grau de estabilidade 

relativa de um produto sob variadas condições e, assim, orientar e aperfeiçoar o 

desenvolvimento de uma formulação e auxiliar no monitoramento da sua estabilidade 

físico-química e organoléptica. É importante ressaltar que, cada componente, ativo ou 

não, pode afetar a estabilidade de um produto (ANVISA, 2004).  

Para estudar a estabilidade física das suspensões de nanocápsulas 

poliméricas, as análises foram feitas por meio da técnica de retroespalhamento de luz, 

que permite a caracterização de sistemas de partículas. A principal vantagem dessa 

técnica é a detecção de fenômenos de desestabilização muito antes de serem 

percebidos a olho nu (KÜLKAMP et al., 2009). 

 

5.1.1 Características organolépticas 
 

Durante os 90 dias de estudo de estabilidade da suspensão de NPTML, seja 

armazenada em geladeira, seja armazenada em estufa, não foram observadas 

alterações no aspecto e cor. A NPTML se manteve como um líquido de coloração 

branca, sem a presença de corpos estranhos, depósitos e turvação e com odor 

levemente herbal, que se assemelha ao odor característico do timol (Figura 9).  
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Figura 9. Aspecto da suspensão de nanocápsula polimérica de timol 

 

5.1.2 Diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersividade 

 

O controle do tamanho da nanopartícula é um parâmetro que deve ser medido 

durante o armazenamento, uma vez que a forma de verificar se uma formulação de 

nanopartículas é fisicamente estável é por meio da determinação periódica do 

diâmetro médio (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).  

A distribuição do tamanho das partículas, chamado de índice de 

polidispersividade (PDI), também é um dos parâmetros para analisar a estabilidade 

física das nanopartículas. O PDI variando de 0.1 a 0.25 indica uma distribuição 

homogênea de nanopartículas, enquanto que valores acima de 0.5 indicam uma 

distribuição heterogênea (PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2010; PINA-BARRERA et 

al., 2019).  

Os resultados do diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersividade (PDI) 

da NPTML estão demonstrados na tabela 1.  
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Tabela 1. Diâmetro hidrodinâmico (DH) e índice de polidispersividade (PDI) da NPTML armazenada 

em geladeira e em estufa ao longo de 90 dias 

 Geladeira (4°C) Estufa (40°C) 

Dia DH (nm) PDI DH (nm) PDI 

D0 195,75 ± 0,55 0,20 ± 0,00 195,75 ± 0,55 0,20 ± 0,00 

D7 193,80 ± 2,80b 0,20 ± 0,01 187,20 ± 3,90*a 0,18 ± 0,01 

D15 191,96 ± 0,80b 0,19 ± 0,02 186,10 ± 0,30*a 0,16 ± 0,00* 

D30 192,20 ± 0,72b 0,20 ± 0,01 185,83 ± 1,42*a 0,22 ± 0,00 

D60 192,13 ± 2,21b 0,20 ± 0,00 185,23 ± 1,15*a 0,22 ± 0,00 

D90 192,70 ± 0,00b 0,23 ± 0,01* 184,80 ± 0,60*a 0,21 ± 0,00 

Resultados expressos em média ± DP (n=3). Diferença estatística significativa em comparação 

com: *D0 na mesma amostra, aNPTML geladeira no mesmo momento, bNPTML estufa no mesmo 

momento; p<0,05. 

 

 

Não houve diferença significativa de diâmetro hidrodinâmico nas análises da 

amostra na geladeira. Para a mesma amostra, somente foi observada diferença 

estatisticamente significativa em comparação com o diâmetro hidrodinâmico da 

amostra na estufa. Em relação ao índice de polidispersividade, houve diferença 

estatisticamente significativa entre o D0 e o D90 da amostra na geladeira e entre o D0 

e D15 da amostra na estufa.  

As nanocápsulas poliméricas contendo vitamina K1 produzidas por 

nanoprecipitação em estudos de Silva e colaboradores (2013) obtiveram diâmetro 

hidrodinâmico e PDI iguais a 211 ± 2 nm e 0,09, respectivamente. Em estudos com 

nanocápsulas poliméricas contendo efavirenz, também produzidas por 

nanoprecipitação, a partícula desenvolvida obteve o diâmetro hidrodinâmico igual a 

241,93 ± 9,23 nm e PDI igual a 0,27 ± 0,02 (LYRA et al., 2021). 

 

5.1.3 Potencial ζ e potencial de hidrogênio  

 

A fim de avaliar a estabilidade química da suspensão de nanocápsulas, foram 

avaliados o potencial ζ e o pH da formulação. 

 No primeiro dia de análise, a NPTML apresentou o potencial ζ de -20,56 mV. 

O potencial ζ das amostras armazenadas a 4°C e a 40°C apresentaram uma redução 
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ao longo dos 90 dias de análise, sendo observada diferença estatisticamente 

significativa comparação com o D0 (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Potencial ζ e potencial de hidrogênio (pH) da NPTML armazenada em geladeira e em estufa 

ao longo de 90 dias. 

 Geladeira (4°C) Estufa (40°C) 

Dia Potencial ζ (mV) pH Potencial ζ (mV) pH 

D0 -20,56 ± 0,35 4,7 ± 0,00 -20,56 ± 0,35 4,7 ± 0,00 

D7 -17,13 ± 0,40*  4,7 ± 0,05 -16,80 ± 0,26* 4,7 ± 0,00* 

D15 -19,50 ± 0,26*b 4,7 ± 0,11b -18,43 ± 0,25*a 4,5 ± 0,05*a 

D30 -19,33 ± 0,15*b 4,6 ± 0,05b -18,20 ± 0,40*a 4,2 ± 0,05*a 

D60 -19,56 ± 0,41*b 4,5 ± 0,05b -15,70 ± 0,60*a 4,0 ± 0,11*a 

D90 -19,33 ± 0,25*b 4,6 ± 0,00b -14,26 ± 0,15*a 3,8 ± 0,05*a 

Resultados expressos em média ± DP (n=3). Diferença estatística significativa em comparação 

com: *D0 na mesma amostra, aNPTML geladeira no mesmo momento, bNPTML estufa no mesmo 

momento; p<0,05. 

 

O potencial ζ reflete do potencial elétrico das nanopartículas e é resultado dos 

excipientes usados para a produção das nanopartículas, como os surfactantes, 

localizados na interface entre as fases contínua e dispersa, portanto, o potencial ζ é 

influenciado pela composição das nanopartículas e o meio a qual estão dispersas 

(COUVREUR et al., 2002; MOHANRAJ; CHEN, 2006; MORA-HUERTAS; FESSI; 

ELAISSARI, 2010). Nanopartículas com potencial ζ acima de ± 30 mV são 

consideráveis mais estáveis, pois a presença de carga elétrica reduz a tendência de 

agregação e aumenta a estabilidade da formulação por promover a estabilidade entre 

as nanopartículas (COUVREUR et al., 2002; HONARY; ZAHIR, 2013; GONÇALVES 

DA ROSA et al., 2020).  

A literatura descreve tanto partículas com o potencial ζ positivo quanto com o  

negativo para a aplicação cutânea (OURIQUE et al., 2008; SONAVANE et al., 2008; 

HOELLER; SPERGER; VALENTA, 2009). O potencial ζ de ambas amostras (geladeira 

e estufa) apresentou valores negativos, semelhante ao relatado em outros estudos 

com nanocápsulas de PCL (USHIROBIRA et al., 2020). Os valores negativos são 

devido às características estruturais do polisorbato 80 (JÄGER et al., 2009) e à 
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presença do ácido fosfatídico, contido na lecitina (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 

1996; MOSQUEIRA et al., 2000). 

A NPTML apresentou pH de 4,7 no primeiro dia de análise. Foi observada 

diferença estatisticamente significativa somente na amostra a 40°C. O pH da amostra 

a 4°C não sofreu alteração durante o estudo de estabilidade. Também foi observado 

diferença estatisticamente significativa em todos os dias de análise, exceto no D0, 

comparando o potencial ζ e o pH entre as amostras no mesmo dia de análise. O valor 

obtido está dentro da faixa de pH de 3,0 a 7,5 usualmente encontrada em 

nanocápsulas produzidas por nanoprecipitação (MORA-HUERTAS; FESSI; 

ELAISSARI, 2010)  

O pH é uma característica determinante para a estabilidade e para o uso de 

uma formulação para aplicação na pele, que deve ser levemente ácido, conforme 

apresentado pela nanocápsula no D0 e nos dias subsequentes da amostra a 4°C 

(LEONARDI; GASPAR; MAIA CAMPOS, 2002). A manutenção do pH da NPTML 

armazenada a 4°C demonstra não haver a degradação significativa da PCL nessas 

condições e este é um indício de que o timol se manteve encapsulado ao longo do 

estudo de estabilidade (KÜLKAMP et al., 2009). 

A redução do pH da amostra a 40ºC pode ser explicado pela hidrólise de PCL 

e pela auto-oxidação de polisorbato 80. A hidrólise de PCL leva à liberação de grupos 

carboxílicos, os quais não somente reduzem o pH, mas também, reduzem o potencial 

ζ (GRILLO; ROSA; FRACETO, 2014; MALIN et al., 1996). Isso pode explicar o porquê 

da diminuição do pH e do potencial ζ da amostra a 40°C. Outra explicação para a 

redução do pH é a provável formação de diferentes compostos durante a degradação 

de polisorbato 80 por auto-oxidação em meio aquoso. Estudos demonstram que a 

auto-oxidação ocorre de forma mais rápida a temperatura de 40°C (KISHORE et al., 

2011). 

 

5.1.4 Eficiência de encapsulação e teor de timol  

 

A quantidade de fármaco que pode ser incorporada em uma nanopartícula é 

influenciada pelo tipo de formulação e pela técnica de preparo utilizada (DE SOUSA 

LOBATO et al., 2013). O teor de timol presente nas nanopartículas e a eficiência de 

encapsulação foram quantificados por CLAE-UV (Tabela 3). 
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Tabela 3. Teor de timol e eficiência de encapsulação (EE) da NPTML armazenada em geladeira e em 

estufa ao longo de 90 dias. 

 Geladeira (4°C) Estufa (40°C) 

Dia Teor (%) EE (%) Teor (%) EE (%) 

D0 97,90 ± 0,19 80,14 ± 0,08 97,90 ± 0,01 80,14 ± 0,08 

D7 91,47 ± 0,04*b 80,62 ± 0,20*b 87,38 ± 1,00*a 83,31 ± 0,09*a 

D15 95,73 ± 0,50*b 80,37 ± 0,12b 85,74 ± 0,02*a 82,34 ± 0,27*a 

D30 88,47 ± 0,67*b 80,53 ± 0,59b 78,58 ± 0,18*a 81,61 ± 0,06*a 

D60 91,46 ± 0,12*b 80,17 ± 0,04b 53,72 ± 0,10*a 75,76 ± 0,04*a 

D90 81,08 ± 0,02*b 80,10 ± 0,02b 25,47 ± 0,04*a 72,48 ± 0,12*a 

Resultados expressos em média ± DP (n=3). Diferença estatística significativa em comparação 

com: *D0 na mesma amostra, aNPTML geladeira no mesmo momento, bNPTML estufa no mesmo 

momento; p<0,05. 

 

A concentração mensurada no D0 foi considerada para calcular a porcentagem 

de decaimento do timol ao longo de 90 dias. As amostras a 4°C e a 40°C apresentaram 

diferença estatisticamente significativa entre o D0 e D90. A amostra a 4°C apresentou 

redução de aproximadamente 16% de timol em 90 dias. Dentro de 90 dias, a amostra 

a 40°C apresentou redução de cerca de 72% de timol.  

O decaimento do timol da amostra a 40°C corrobora com a redução do pH da 

mesma amostra, como demonstrado anteriormente, visto que, a redução do pH leva 

à hidrólise de PCL e, consequentemente, à liberação do fármaco contido no interior 

da nanocápsula. Devido ao timol ser uma substância volátil, possivelmente ocorreu 

sua degradação e a redução do seu teor na amostra a 40°C.  

A EE da NPTML apresentou valor igual a 80,14% no D0. Em concordância com 

estudos prévios, a nanocápsula polimérica apresentou uma boa eficiência de 

encapsulação de timol (AL-NASIRI et al., 2018). Ativos hidrofóbicos, como o timol, 

tendem a se concentrar mais no núcleo da nanocápsula polimérica e com a adição de 

óleo no núcleo, como o triglicerídeo caprílico, maior será a EE (ELHESAISY; SWIDAN, 

2020). 

A EE da amostra a 40°C diminuiu ao longo de 90 dias, apresentando diferença 

estatisticamente significativa em todos os dias comparados com o D0. Por outro lado, 

a EE da amostra a 4°C se manteve em 80% durante todo o estudo de estabilidade.  
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Chen e colaboradores (2014) obtiveram EE igual a 25,74 ± 1.79% em 

nanocápsulas de caseína produzidas por spray-dried. Em estudos de Medina e 

colaboradores (2019) as nanopartículas de timol revestidas com quitosana, 

produzidas por gelificação iônica, obtiveram EE igual a 66,6%. Já em nanocápsulas 

poliméricas de timol revestidas com metilcelulose/eticelulose a EE foi igual a 43,53%. 

Em comparação com o presente estudo, as nanocápsulas poliméricas contendo timol 

obtiveram EE superior aos estudos apresentados anteriormente. 

 

5.2 ANÁLISE MORFOLÓGICA 

 

A análise morfológica das nanocápsulas poliméricas contendo timol por MET 

(Figura 10) mostraram partículas de formato esférico, cujos diâmetros estão em 

acordo com aqueles determinados por espalhamento de luz dinâmico. O formato 

esférico obtido está em conformidade com outros estudos de nanocápsulas 

poliméricas (FONTANA et al., 2009; YINGNGAM et al., 2019; USHIROBIRA et al., 

2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 ESTUDO DE LIBERAÇÃO IN VITRO  

 

A liberação do ativo encapsulado na nanoestrutura polimérica depende da sua 

dessorção da superfície polimérica, da difusão através da parede polimérica e da 

erosão do polímero ou processo combinado de difusão e erosão (FONTANA et al., 

2009; ZIELIŃSKA et al., 2020). 

O estudo de liberação foi feito em 24 horas, sendo feita coletas do meio receptor 

  

Figura 10. Imagens obtidas das nanocápsulas poliméricas contendo timol por microscopia 

eletrônica de transmissão  
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de 1 em 1 hora até completar 12 horas de experimento, depois foi realizada a última 

coleta ao completar 24 horas de experimento. O controle, composto por timol (diluído 

em SDS 0,5%) na mesma concentração que a nanopartícula, liberou 606,68 µg de 

timol ao longo de 24 horas, o que corresponde a 97,09 ± 1,56% do fármaco contido 

na amostra. Já a nanopartícula liberou 428,68 µg de timol, correspondendo a 68,59 ± 

2,34% do fármaco incorporado na formulação. Houve diferença estatística significativa 

(p>0,05) entre a NPTML e o controle em todos os tempos analisados (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Perfil de liberação in vitro do controle e da nanocápsula polimérica contendo timol (NPTML) 

 

A NPTML apresentou um perfil de liberação mais lento do que o controle, isso 

pode ser explicado pelo fato de que a policaprolactona é altamente hidrofóbica e 

cristalina, o que previne a difusão do fármaco para o meio (JIMÉNEZ et al., 2004). 

Além disso, a adição do triglicerídeo caprílico no núcleo da nanocápsula permite que 

fármacos ou ativos hidrofóbicos fiquem mais concentradas no núcleo, minimizando a 

liberação devido à erosão da camada polimérica (DASH; KONKIMALLA, 2012).  

O perfil de liberação prolongada, apresentado pela NPTML, é desejável visto 

que, o objetivo da formulação é permanecer por mais tempo na pele possibilitando a 

diminuição da necessidade de reaplicação. Dessa forma, reduz a exposição à doses 

excessivas que podem causar efeitos adversos (BARRADAS et al., 2016). 
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5.4 ESTUDO DE PERMEAÇÃO IN VITRO 

  

Os porcos possuem muitas semelhanças anatômicas, genéticas e fisiológicas 

com os humanos e, por isso, são excelentes modelos animais para algumas 

investigações (MEURENS et al., 2012; PRAÇA et al., 2018).  

O estrato córneo da pele de porco possui espessura de 30 a 140 μm, enquanto 

que a espessura do estrato córneo da pele humana varia de 50 a 120 μm 

(SUMMERFIELD; MEURENS; RICKLIN, 2015), isso faz com que os resultados de 

estudos de permeação/penetração em peles suínas e humanas sejam similares 

(BARBERO; FRASCH, 2009). 

O estudo de permeação in vitro foi realizado de forma passiva durante 2 horas 

com duas amostras: a NPTML e; o controle, uma solução de timol (diluído em água 

ultrapura) na mesma concentração do que a nanopartícula. Após as 2 horas de 

permeação, as camadas da pele de porco foram separadas pela técnica de tape-

stripping e submersas em metanol para recuperação do timol penetrado. A 

comparação entre o controle e a nanopartícula é demonstrado na figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Comparação do estudo de permeação com controle e com a nanopartícula no estrato córneo 

(EC), folículo piloso (FP) e na pele remanescente/epiderme (PR). *Diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos; p<0,05 (n=5). 

 

O controle penetrou mais na pele do que NPTML. O controle apresentou uma 

penetração de 13,2 ± 1,5 μg/cm2 no estrato córneo, 3,5 ± 0,9 μg/cm2 no folículo piloso 

e de 90,3 ± 4,2 μg/cm2 na pele remanescente. Já a nanopartícula apresentou uma 

* 

* 
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penetração de 1,9 ± 0,7 μg/cm2 no estrato córneo, 1,9 ± 1,3 μg/cm2 no folículo piloso 

e de 6,8 ± 1,4 μg/cm2 na pele remanescente.  

O controle penetrou facilmente na pele. Isso ocorre por causa da alta 

lipofilicidade do timol resultando em alta afinidade com as camadas da pele (CHEN et 

al., 2016). A maior penetração da NPTML na pele remanescente já era esperado, visto 

que, nanopartículas de tamanho menores favorecem a permeação do fármaco na pele 

(YINGNGAM et al., 2019). 

Ao verificar o direcionamento do fármaco para os folículos pilosos, observou-

se que a NPTML aumentou em 3 vezes a retenção do timol nos folículos pilosos 

comparado com o controle, evidenciando um direcionamento de retenção do timol. A 

NPTML foi capaz de proteger a pele da penetração do timol, o que é vantajoso, já que, 

a penetração do ativo não é desejável em uma formulação repelente. Espera-se que 

em uma situação in vivo, a quantidade de timol retida sirva como um sistema de 

reserva do ativo e, assim, prolongando o tempo de repelência. 

 

5.5 ATIVIDADE REPELENTE 

 

A atividade repelente da NPTML está demonstrada na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Porcentagem (média ± DP) de repelência do etanol (controle), das nanopartículas vazias 

(NPVAZIA), da solução etanólica de timol (ETML) e das nanocápsulas poliméricas contendo timol 

(NPTML) sobre ninfas não-ingurgitadas de R. sanguineus (n=10). 

Tempo Controle NPVAZIA ETML NPTML 

1 min 51.7 ± 16.6 36.7 ± 23.3* 66.7 ± 17.6* 68.3 ± 16.6* 

5 min 47.9 ± 16.5 41.7 ± 16.2 66.7 ± 13.6* 73.3 ± 14.0* 

10 min 45.8 ± 17.2 41.7 ± 21.1 68.3 ± 14.6* 71.7 ± 15.8* 

15 min 50.0 ± 15.7 40.0 ± 16.1 60.0 ± 14.0 70.0 ± 20.5* 

1 h 38.7 ± 14.4 35.4 ± 18.7 65.0 ± 19.9* 64.5 ± 13.9* 

2 h 36.7 ± 18.9 33.3 ± 19.2 60.0 ± 21.1* 51.7 ± 19.9* 

24 h 50.0 ± 19.2 50.0 ± 17.6 55.0 ± 19.3 45.0 ± 24.9 

*Nível de significância: p>0,05 

 

A NPTML apresentou repelência de aproximadamente 60-70% por 2 horas, 

tendo diferença estatisticamente significativa comparado com os controles negativos, 

etanol e NPVAZIA (p<0,05). Além disso, a solução etanólica de timol apresentou 
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repelência similar à NPTML. Portanto, a nanocápsula polimérica não afetou a 

efetividade intrínseca do timol, provendo repelência sobre as ninfas por 2 horas.  

A nanotecnologia possibilita a padronização de acaricidas e repelentes, 

assegurando a segurança, qualidade e consistência (SOUJANYA et al., 2016). Por 

meio de nanosistemas, como as nanopartículas poliméricas, é possível controlar a 

liberação de inúmeras substâncias hidrofóbicas (SÁNCHEZ; MEJÍA; OROZCO, 2020).  

Estudos prévios mostram a ação repelente do timol em diferentes 

nanopartículas, porém diferentes resultados foram obtidos.  Na maioria dos casos, a 

liberação controlada foi desejada a fim de melhorar a sua performance para diferentes 

aplicações. Por exemplo, Karimi e colaboradores (2019) desenvolveram 

nanopartículas poliméricas contendo timol modificadas por ácido oleico e 

aproximadamente 65% de timol foi liberada nas primeiras 12 horas de estudo. O timol 

também foi encapsulado em nanopartículas sólidas híbridas de lipídio-polímero e 

incorporado em hidrogéis de quitosona, mas 50% do timol foi liberado após 6 horas 

de incubação (WANG; LUO, 2018). Já em nanopartículas de PLA contendo timol, 93% 

do timol foi liberado em 6 horas a 35 °C (MARCET et al., 2018). Até mesmo em 

nanopartículas, 60% do timol foi liberado em 18 horas de estudo (PIVETTA et al., 2018). 

Ao contrário, nanopartículas de sílica biogênica foram produzidas com timol e 50% 

foram liberadas em 48 h do estudo (MATTOS et al., 2018). 

As nanocápsulas poliméricas desenvolvidas nesse presente estudo controlaram 

mais a liberação do timol. Como demonstrado anteriormente, em 24 horas, a NPTML 

liberou 68,59% do timol. Mesmo com o controle da liberação, a nanoestrutura 

polimérica não afetou a atividade repelente sobre as ninfas de R. sanguineus, atingindo 

valores excelentes de repelência (60-70%) por 2 horas, o que pode ser interessante 

para aplicação em um repelente de uso tópico. Uma repelência mais pronunciada 

pode ser observada com o aumento na concentração timol, o qual pode ser adquirida 

pela concentração da formulação ou pelo aumento da área de aplicação.  

É importante ressaltar que repelentes contendo ativos naturais obtiveram uma 

média de repelência menor do que 20 minutos sobre as fêmeas de Aedes aegypti 

(FRADIN; DAY, 2002). Visando os resultados apresentados pela NPTML sobre R. 

sanguineus, demonstra-se interesse em realizar novos estudos com espécies de 
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mosquitos para avaliar a viabilidade do uso de nanopartículas contendo timol como 

repelente de artrópodes.  
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6 CONCLUSÃO 
 

A técnica de deposição interfacial do polímero pré-formado permitiu o 

desenvolvimento de nanocápsulas poliméricas contendo timol com atividade 

repelente sobre ninfas de R. sanguineus. A nanoestrutura desenvolvida permitiu a 

produção de nanocápsulas com alta eficiência de encapsulação, distribuição 

homogênea de tamanho e com capacidade para controlar a liberação e a volatilização 

do timol, dado que a estabilidade do nanosistema foi confirmada em geladeira por até 

90 dias. Além disso, a formulação é constituída por componentes com baixa toxicidade 

para a pele, sendo ideal para a aplicação de um repelente de uso tópico. 
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