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RESUMO 

 

O óleo essencial de breu branco se destaca na área biomédica por suas propriedades 

terapêuticas, como ação anti-inflamatória, antimicrobiana e antioxidante. No entanto, sua 

volatilidade e dificuldade de obtenção são fatores limitantes na sua aplicação, tornando a 

nanotecnologia uma estratégia promissora para sua encapsulação e uso em sistemas 

terapêuticos. Este estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar nanocápsulas 

poliméricas contendo óleo essencial de breu branco, através de duas metodologias: a técnica de 

nanoprecipitação (NP) e microfluídica (MF). Ambas as abordagens foram avaliadas quanto à 

sua eficiência na produção de nanocápsulas, buscando estudar a estabilidade e viabilidade 

celular do óleo essencial encapsulado. Na técnica de nanoprecipitação, nanocápsulas foram 

produzidas utilizando policaprolactona (PCL) como matriz encapsulante. Um planejamento 

experimental do tipo Box-Behnken, com três fatores e três níveis, foi aplicado para otimizar as 

condições de produção, considerando parâmetros como concentrações de PCL, óleo essencial 

e surfactante. Posteriormente, as condições otimizadas da nanoprecipitação foram adaptadas 

para um sistema microfluídico, onde as fases aquosa e orgânica foram injetadas 

simultaneamente em um chip com geometria em espinha de peixe. As nanocápsulas foram 

caracterizadas por espalhamento dinâmico de luz (DLS), estudo de estabilidade térmica (feito 

por armazenamento em diferentes tempos e temperaturas), ensaio de viabilidade celular (MTS) 

e migração celular em queratinócitos. As nanocápsulas por NP apresentaram um tamanho 

hidrodinâmico médio de 172,07nm ± 2,9, índice de polidispersidade de 0,14 ± 0,04 e potencial 

Zeta (ζ) de –25,49 ± 1,08mV, enquanto as nanocápsulas por MF mediram 191,25nm ± 4,51, 

PDI de 0,2 ± 0,1 e ζ de -20,56mV ± 0,48. As nanocápsulas obtidas por microfluídica 

demonstraram maior estabilidade física e viabilidade celular em queratinócitos superior a 80% 

a partir da diluição 1:2, enquanto as nanocápsulas obtidas por nanoprecipitação obtiveram 

viabilidade >80% em diluições de 1:8. No ensaio de migração celular, as células tratadas com 

nanocápsulas apresentaram fechamento de ferida (ranhura) semelhante ao controle positivo 

(31,78 ± 5,39%), sugerindo que as nanocápsulas criam um ambiente favorável ao crescimento 

celular. Dessa forma, ambas as técnicas estudadas, permitiram obter nanocápsulas estáveis, 

biocompatíveis e potencialmente úteis para aplicações biomédicas, destacando-se como uma 

alternativa promissora para a liberação sustentada de compostos bioativos da Amazônia. 

 

Palavras-chave: Policaprolactona; Biodiversidade; Amazônia; Nanotecnologia; 

Nanopartículas. 



ABSTRACT 

 

In the biomedical field, white breu essential oil stands out due to its therapeutic properties, such 

as anti-inflammatory, antimicrobial, and antioxidant effects. However, its volatility and 

difficulty of extraction limit its application, making nanotechnology a promising strategy for 

encapsulation and use in therapeutic systems. This study aimed to develop and characterize 

polymeric nanocapsules containing white breu essential oil using nanoprecipitation (NP) and 

microfluidics (MF). Both approaches were evaluated for their efficiency in producing 

nanocapsules, focusing on investigating the stability and cellular viability of the encapsulated 

essential oil. The nanoprecipitation technique produced nanocapsules using polycaprolactone 

(PCL) as the encapsulating matrix. A Box-Behnken experimental design with three factors and 

three levels was employed to optimize the production conditions, considering parameters such 

as the concentrations of PCL, essential oil, and surfactant. Subsequently, the optimized 

nanoprecipitation conditions were adapted to a microfluidic system, in which the aqueous and 

organic phases were simultaneously injected into a chip with a fishbone geometry. The 

nanocapsules were characterized by dynamic light scattering (DLS), thermal stability studies 

(performed by storage at different times and temperatures), cellular viability assay (MTS), and 

cell migration in keratinocytes. The NP-derived nanocapsules exhibited an average 

hydrodynamic size of 172.07 nm ± 2.9, a polydispersity index of 0.14 ± 0.04, and a Zeta 

potential (ζ) of –25.49 ± 1.08 mV, while the MF-derived nanocapsules measured 191.25 nm ± 

4.51, with a PDI of 0.2 ± 0.1 and a ζ of –20.56 mV ± 0.48. The microfluidics-produced 

nanocapsules demonstrated greater physical stability and cellular viability in keratinocytes—

exceeding 80% at a 1:2 dilution—whereas the nanoprecipitation-derived nanocapsules 

achieved >80% viability at a 1:8 dilution. In the cell migration assay, cells treated with the 

nanocapsules showed wound closure (scratch) comparable to the positive control (31.78 ± 

5.39%), suggesting that the nanocapsules create an environment conducive to cell growth. 

Consequently, both techniques yielded stable, biocompatible nanocapsules that are potentially 

useful for biomedical applications, emerging as a promising alternative for the sustained release 

of bioactive compounds from the Amazon. 

 

Keywords: Polycaprolactone; Biodiversity; Amazon; Nanotechnology; Nanoparticles. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Ao longo da história, compostos ativos derivados de plantas, como os extraídos de 

raízes, caules e folhas, desempenharam um papel essencial no tratamento de várias condições, 

com aplicações nas áreas de farmacologia, cosmetologia e agricultura, entre outras (Bolouri et 

al., 2022). Atualmente, observa-se um aumento na popularidade de produtos baseados em 

matérias-primas naturais, impulsionado pela validação clínica de suas propriedades 

terapêuticas, como segurança toxicológica (Maurya et al., 2021; Vostinaru, Heghes e Filip, 

2020). Nesse contexto, os óleos essenciais, predominantemente compostos por terpenoides e 

ácidos fenólicos, destacam-se como agentes promissores para aplicações diversas (Kaurinovic 

e Vastag, 2019; Srivastava e Singh, 2019). 

Entre os óleos essenciais de plantas da região amazônica, o óleo essencial de breu branco 

se sobressai pela riqueza de compostos bioativos, como o α-pineno (Zoghbi et al., 2005). Além 

de suas propriedades antimicrobianas, esse óleo apresenta atividades cicatrizantes e anti-

inflamatórias, consolidando-se como uma substância bioativa de elevado potencial terapêutico 

(Miranda, 2019). No entanto, a aplicação eficaz desses óleos como compostos bioativos 

enfrenta desafios, exigindo sistemas de liberação inovadores que possam melhorar sua 

solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade. Assim, a nanotecnologia oferece uma solução 

promissora, possibilitando o encapsulamento de ingredientes ativos. 

A nanotecnologia permite proteger e liberar de forma controlada substâncias ativas 

benéficas ao organismo, como vitaminas, antioxidantes e compostos antienvelhecimento 

(Mallakpour et al., 2021; Tiwari e Talreja, 2020). As nanocápsulas formam uma barreira 

protetora ao redor dos ingredientes, aumentando sua estabilidade, prolongando a vida útil e 

melhorando a penetração (Elkalla et al., 2023; Oh et al., 2023). Nesse contexto, a 

nanoencapsulação de óleos essenciais surge como uma estratégia vantajosa, melhorando a 

solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade desses compostos (Xavier-Junior et al., 2018). 

Além disso, a redução no tamanho das partículas possibilita a criação de formulações com 

texturas mais agradáveis, o que aprimora a absorção cutânea e garante uma distribuição 

uniforme dos ingredientes ativos em produtos cosméticos (Casarini et al., 2021; Vauthier e 

Bouchemal, 2009). 

A poli-ε-caprolactona (PCL) destaca-se como um polímero de preparação de 

nanossistemas amplamente utilizado, devido às suas propriedades, como estabilidade térmica, 

degradabilidade controlada e biocompatibilidade (Malikmammadov et al., 2018). As micro e 

nanopartículas de PCL apresentam vantagens importantes, como facilidade de aplicação e 
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liberação gradual e direcionada dos compostos (Kapoor et al., 2023). O controle preciso do 

tamanho das partículas é fundamental para otimizar a eficácia biológica (Couvreur et al., 2002). 

Dessa forma, a PCL é frequentemente usada para obtenção de nanocápsulas carregadas com 

compostos bioativos, uma vez que proporciona uma matriz que protege contra a degradação 

dos compostos, controla a liberação sustentada e melhora a eficácia terapêutica, permitindo o 

transporte eficiente de compostos lipofílicos pelo organismo (Kapoor et al., 2023). 

A nanoprecipitação é um processo simples e escalável, baseado na formação espontânea 

de nanopartículas quando uma fase orgânica contendo o polímero e o composto ativo é 

adicionada a uma fase aquosa sob agitação controlada, resultando na formação de nanocápsulas 

estáveis (Taylor et al., 2024). Já a microfluídica utiliza canais micrométricos para promover a 

mistura controlada das fases, proporcionando maior reprodutibilidade e precisão na obtenção 

de nanopartículas com distribuição homogênea de tamanho (Pattanayak et al., 2021). Essas 

técnicas desempenham um papel fundamental na obtenção de sistemas eficientes de liberação 

controlada, permitindo otimizar propriedades como estabilidade física, taxa de liberação e 

biodisponibilidade dos compostos encapsulados. 

Assim, a proposta central desta pesquisa foi otimizar a produção de nanocápsulas 

poliméricas de policaprolactona contendo óleo essencial de breu branco, visando aplicações 

terapêuticas e cosméticas mais eficazes. 

 

1.1 Objetivos  

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

 Obter nanocápsulas poliméricas de PCL contendo óleo essencial de breu branco por 

diferentes abordagens metodológicas. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

● Analisar a composição química do óleo essencial de breu branco; 

● Obter nanocápsulas poliméricas contendo o óleo por meio da técnica de nanoprecipita-

ção (NP); 

● Otimizar o processo de obtenção das nanocápsulas por NP, utilizando um planejamento 

de experimentos do tipo Box-Behnken; 
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● Obter nanocápsulas incorporando o óleo por meio da técnica de sistema microfluídico 

(MF); 

● Caracterizar as nanocápsulas por tamanho hidrodinâmico da partícula, índice de polis-

dispersão e potencial Zeta; 

● Verificar a estabilidade das nanocápsulas em diferentes temperaturas de armazena-

mento; 

● Realizar estudos de viabilidade celular em queratinócitos das nanocápsulas obtidas por 

nanoprecipitação e sistema microfluídico e; 

● Avaliar a migração celular de células epiteliais do tipo queratinócitos para nanocápsulas 

obtidas a partir de nanoprecipitação e sistema microfluídico. 

 

2 CONTRIBUIÇÃO DA PESQUISA 

 

A principal contribuição desta pesquisa reside no desenvolvimento e comparação de 

duas abordagens distintas para a encapsulação do óleo essencial de breu branco utilizando 

nanocápsulas poliméricas: a técnica de nanoprecipitação e o sistema microfluídico. Essa 

estratégia não apenas explora os parâmetros críticos de cada metodologia, mas também busca 

identificar as melhores condições de reprodutibilidade, estabilidade e viabilidade celular, 

visando aprimorar a o processo de obtenção do composto encapsulado. Ao integrar essas 

técnicas no campo dos biomateriais e da nanobiotecnologia, a pesquisa proporcionou uma base 

sólida para a aplicação do óleo essencial de breu branco em formulações terapêuticas, 

cosméticas e médicas. Essa estratégia oferece um modo de identificar os pontos positivos e 

negativos de diferentes métodos para a obtenção de compostos mais seguro, eficiente e 

escalonável, contribuindo para superar desafios como a instabilidade natural do óleo e a 

limitação de sua aplicação em larga escala. Assim, a pesquisa promove o avanço no uso de 

óleos essenciais em sistemas de liberação controlada, abrindo caminho para sua adoção em 

contextos clínicos e industriais, além de fortalecer sua viabilidade comercial e impacto no setor 

da saúde. 

 

3 ORGANIZAÇÃO DO TRABALHO 

 

Este trabalho está organizado em cinco capítulos: Introdução, Referencial Teórico, 

Materiais e Métodos, Resultados e Discussão, e Conclusão. 
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O Capítulo I é dedicado à introdução do trabalho, fornecendo uma visão geral da 

pesquisa, bem como as principais motivações para a escolha deste tema em específico. Além 

disso, este capítulo delineia os objetivos, as contribuições e a estrutura organizacional da 

pesquisa. 

O Capítulo II apresenta o referencial teórico que embasa a pesquisa, explorando os 

conceitos-chave, teorias e estudos previamente realizados relacionados ao tema em 

investigação. Este capítulo oferece uma análise crítica da literatura existente, situando o 

problema de pesquisa em um contexto mais amplo e estabelecendo uma fundação robusta para 

o desenvolvimento do estudo. Foram examinados aspectos pertinentes da literatura acadêmica 

e científica, enfatizando contribuições significativas e identificando lacunas no conhecimento 

que fundamentaram a realização desta pesquisa. 

O Capítulo III detalha os materiais e métodos utilizados na condução da pesquisa, 

descrevendo as técnicas analíticas aplicadas e os desenhos experimentais adotados. 

O Capítulo IV relata os resultados obtidos por meio das análises conduzidas ao longo 

da pesquisa. Os principais achados são detalhados e interpretados com base no referencial 

teórico. Neste capítulo, realizou-se uma discussão com base nos resultados obtidos, abordando 

temas como os desempenhos mais notáveis identificados por meio de estudos preliminares e 

planejamento experimental, além da influência das variáveis estudadas. 

O Capítulo V traz a conclusão do trabalho, destacando os principais resultados e 

contribuições da pesquisa. São oferecidas reflexões finais sobre o tema investigado, realçando 

as descobertas chave, as limitações do estudo e sugerindo direções para pesquisas futuras. 



14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 

 

 

REFERENCIAL TEÓRICO 

  



15 

4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

4.1 Ativos Amazônicos 

 

A Floresta Amazônica, conhecida por sua biodiversidade excepcional, representa um 

dos ecossistemas mais ricos da Terra. Esta vasta região abriga uma incrível variedade de 

espécies de plantas e animais, muitas das quais não são encontradas em nenhum outro lugar do 

mundo (Coradin, Camillo e Vieira, 2022). Assim, nos últimos anos, cientistas e pesquisadores 

vêm reconhecendo o valor dos recursos naturais da Amazônia no avanço do conhecimento 

científico e, consequentemente, na promoção de práticas sustentáveis (Campanholi et al., 2022; 

Moreira e Manzatto, 2023). Nesse contexto, a utilização de insumos naturais derivados da 

biodiversidade amazônica tem ganhado destaque como uma abordagem promissora em diversas 

áreas científicas. 

Os insumos naturais da Amazônia, como os óleos essenciais, demonstram grande 

potencial na descoberta de medicamentos, na agricultura, na biotecnologia e na conservação 

ambiental (Alves et al., 2024; Medeiros, 2022; Picanço e Sobrinho, 2024). Segundo o 

Ministério do Meio Ambiente, a região amazônica detém 2.500 espécies de árvores e 30 mil 

espécies de plantas (Souza Moura, de, Monteiro e Pontes Filho, 2023). Muitas dessas espécies 

foram catalogadas como funcionais para as indústrias médica, farmacêutica, alimentícia e 

cosmética. Outras são amplamente utilizadas pelas populações ribeirinhas, devido ao 

conhecimento empírico acumulado há décadas. Matérias-primas como óleos, ceras, sementes, 

cascas, frutos e polpas, com aromas e propriedades físico-químicas e biológicas específicas, são 

exemplos de insumos utilizados (Ahmed et al., 2020; Alves et al., 2024; Januário e Iulianelli, 2023; 

Santos, dos e Marchi, 2022). 

Os óleos essenciais, extraídos de plantas por meio de processos de destilação a vapor, 

hidrodestilação ou prensagem a frio, capturam os compostos voláteis que conferem a essência 

e os benefícios terapêuticos de cada planta (Corrêa, Melo e Marques, 2023). Tanto os óleos 

essenciais quanto os óleos vegetais fixos possuem uma ampla gama de propriedades benéficas 

para a pele e os cabelos (Castilho, Silva Felisbino, da e Rodrigues, 2021; SANTOS et al., 2022). 

O óleo essencial de lavanda, por exemplo, é conhecido por suas propriedades calmantes e 

cicatrizantes, sendo amplamente utilizado no tratamento de queimaduras e irritações cutâneas 

(Souza, 2024). Da mesma forma, o óleo essencial de tea tree (melaleuca) possui propriedades 

antissépticas e anti-inflamatórias, sendo eficaz no combate à acne e outras condições da pele 

(Silva, da et al., 2020; Youn et al., 2021). O óleo essencial de hortelã-pimenta é refrescante e 
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estimulante, podendo ser utilizado para aliviar dores musculares e tensões (Zhao et al., 2022). 

Assim, com a crescente demanda por produtos naturais e sustentáveis, os óleos essenciais têm 

sido cada vez mais valorizados na indústria cosmética e farmacêutica, atendendo às 

necessidades de consumidores que buscam alternativas mais naturais e eficazes para o cuidado 

pessoal. 

Os óleos essenciais são frequentemente utilizados em nanotecnologia devido às suas 

propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatórias. Eles podem melhorar o 

desempenho de materiais em uma variedade de aplicações, incluindo a criação de revestimentos 

antimicrobianos por meio da incorporação em matrizes (Azevedo, 2021). Esses revestimentos 

podem ser aplicados em superfícies como dispositivos médicos e embalagens de alimentos para 

prevenir o crescimento de bactérias e melhorar a higiene (Andrade, 2020; Figueiredo, 2020). A 

aplicação de técnicas de nanoencapsulação pode ser utilizada para compostos de baixa 

estabilidade, como a vitamina C, como uma alternativa para melhorar o prolongamento do 

perfume, a experiência sensorial e até a eficácia bioativa em nanocosméticos (Baek et al., 2021). 

Portanto, a exploração sustentável dos ativos amazônicos, usando a nanotecnologia, não 

só apresenta oportunidades econômicas significativas, mas também desempenha um papel 

crucial na preservação ambiental e no desenvolvimento das comunidades locais (Arima Júnior, 

2021). O desenvolvimento da bioeconomia da região Amazônia se apresenta como um artificio 

para frear o modelo econômico extrativista predatório, promovendo o uso responsável da 

biodiversidade (Ferreira, 2024). Por meio de parcerias público-privadas, programas de 

certificação e incentivos fiscais, é possível fomentar a criação de cadeias de valor baseadas em 

princípios de sustentabilidade e inclusão social (Spanevello e Patias, 2023). 

 

4.1.1 Breu Branco 

 

O óleo essencial de breu branco, oriundo do Protium heptaphyllum na região 

Amazônica, destaca-se por sua relevância aromática e terapêutica. A resina, extraída do caule 

das árvores ao longo do ano, especialmente no verão, é a base para a obtenção do óleo. O breu 

branco é comercializado em pequenas quantidades por extrativistas locais, em feiras e 

comércios populares. Em sua forma bruta, é utilizado na fabricação de incensos, velas, colônias 

e até no preparo de chás, evidenciando sua versatilidade e importância cultural e econômica na 

região (Lima, 2023). 

Os principais métodos de extração do óleo essencial de breu branco incluem a 

hidrodestilação e a destilação por arraste a vapor. Esses processos são fundamentais para manter 
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a integridade dos constituintes voláteis, fenilpropanoides e terpenoides, presentes na resina 

(Costa et al., 2024). A hidrodestilação envolve a imersão da resina em água quente, permitindo 

que os óleos voláteis sejam extraídos pelo vapor gerado. Este método é eficiente e mantém a 

integridade dos compostos terpenoides e fenilpropanoides (Costa et al., 2024). Por outro lado, 

a destilação por arraste a vapor utiliza vapor de água para arrastar os óleos essenciais 

diretamente da resina, sem contato direto com a água. Este método também é eficaz na 

preservação dos constituintes voláteis e é frequentemente utilizado devido à sua simplicidade 

de reprodução e baixo custo (Cristine Maria Carrafa, Aparecida Guginski Piva e Carolina 

Corrêa, 2017). 

O óleo essencial de breu branco, com composição química variável influenciada pelo 

método de extração, idade da árvore e região de origem, apresenta uma natureza amorfa e 

altamente hidrofóbica. Seus compostos fenólicos são responsáveis por um aroma característico, 

enquanto os terpenos, como α-pineno e α-felandreno, destacam-se por suas propriedades anti-

inflamatórias e cicatrizantes (Cabral et al., 2021; Silva, 2021; Sobral-Souza et al., 2014). 

Durante o processo de secagem, a resina pode liberar compostos como α-terpineol, p-cimeno, 

α-pineno, limoneno e α-felandreno (Bandeira et al., 2001; Citó et al., 2006), os quais possuem 

propriedades calmantes e anti-inflamatórias, tornando-se úteis no tratamento de acnes e 

inflamações cutâneas (Palermo et al., 2018). 

Esse óleo essencial pode desempenhar funções expectorantes e terapêuticas (Boreski et 

al., 2023). Além disso, o breu branco possui propriedades antimicrobianas, fungicidas, 

inseticidas e analgésicas, sendo comumente aplicado na área medicinal para tratar doenças 

respiratórias, dores musculares e reumáticas, além de problemas gastrointestinais (Carvalho et 

al., 2017; Sincurá, 2018). O trabalho de Melo, et al. (2023) explora a composição química e as 

propriedades antimicrobianas do óleo essencial de Protium heptaphyllum (PHEO) em relação 

a isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes a polimixinas. Os resultados indicaram que o 

óleo essencial de breu branco como uma estratégia promissora para aumentar a eficácia de 

antibióticos e reduzir a resistência bacteriana. 

A importância de encapsular o óleo essencial de breu branco em nanocápsulas reside no 

potencial de ampliar suas propriedades terapêuticas e melhorar sua aplicação em cosméticos e 

na medicina. O processo de nanoencapsulação permite a incorporação do óleo essencial em 

nanocápsulas para uma liberação controlada no organismo, oferecendo vantagens na entrega de 

compostos lipofílicos (Canevarolo Jr., 2002). Pesquisas como a de Antonioli (2020), que 

encapsulou óleo essencial de capim-limão, demonstraram que as propriedades em nanoescala 

podem ser superiores em comparação ao óleo não encapsulado. Silva, et al. (2022) desenvolveu 
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micropartículas poliméricas para veicular α e β-amirina, identificando a presença desses 

compostos ativos por meio de cromatografia, embora sem atividade bioativa observada na 

mistura. Em contraste, um estudo de Florentino Neto (2018) sobre a nanoencapsulação do 

mesmo composto revelou inibição enzimática, possivelmente devido à maior área superficial e 

ao menor tamanho das partículas. 

Faustino et al. (2020) evidenciaram o efeito larvicida de nanoemulsões do óleo essencial 

de breu branco, proporcionando uma liberação controlada efetiva para o controle de larvas de 

Aedes aegypti. Na medicina, a entrega controlada de compostos terapêuticos em nanocápsulas 

permite manter concentrações terapêuticas por períodos prolongados (Andrade, 2020). Em 

nanocosméticos, as nanocápsulas facilitam a absorção dos ingredientes na pele devido ao seu 

tamanho reduzido (Kopp, 2020). Embora estudos específicos sobre a aplicação cosmética de 

nanocápsulas poliméricas de óleo essencial de breu branco sejam escassos, pesquisas indicam 

a viabilidade de nanossistemas para essa finalidade. Wattanasatcha, Rengpipat e 

Wanichwecharungruang (2012) desenvolveram nanoesferas de celulose para carregar timol, um 

composto antibacteriano do óleo essencial de orégano, aumentando significativamente a 

supressão do crescimento de microrganismos em Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

4.2 Nanotecnologia 

 

4.2.1 Histórico e aplicações 

 

O termo "nanotecnologia" foi introduzido pela primeira vez pelo físico Richard 

Feynman em 1959, que antecipou a possibilidade de manipular e controlar átomos e moléculas 

individualmente (Tonet e Leonel, 2019). Contudo, até o século XX, evidências diretas de sua 

aplicação eram inexistentes. Entretanto, existem referências a civilizações antigas utilizando 

materiais com características em nanoescala, apesar da ausência de ferramentas ou 

conhecimento para manipular a matéria nessa escala. Um exemplo notável é a Taça Lycurgus, 

uma peça de vidro romana do século IV, que exibe propriedades ópticas únicas: parece verde 

sob luz refletida, mas muda para vermelho quando iluminada por trás. Esse fenômeno é 

resultado da presença de nanopartículas de prata e ouro no vidro, que interagem com a luz, 

criando o efeito de mudança de cor. Apesar de os romanos não terem intencionalmente criado 

as nanopartículas, conseguiram produzir um material com características nanoestruturais, 

aproveitando suas propriedades únicas (Drozdov et al., 2021). Outro exemplo é o aço Damasco, 
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utilizado no Oriente Médio e na Índia desde o século III até o XVIII, conhecido por seu padrão 

ondulado distintivo e excepcional resistência e afiação. Acredita-se que esse padrão resulta da 

presença de carbono em nanoescala no aço, formado durante o processo de forjamento 

(Kürnsteiner et al., 2020). 

Nas décadas de 1980 e 1990, a nanotecnologia começou a ganhar impulso com o 

desenvolvimento de novas ferramentas e técnicas, permitindo aos cientistas estudarem e 

manipular a matéria em nanoescala (Ramsden, 1990). Um marco significativo ocorreu em 1986, 

quando pesquisadores da IBM manipularam átomos individuais usando um microscópio de 

tunelamento por varredura (STM), demonstrando pela primeira vez a capacidade de manipular 

a matéria no nível atômico e abrindo um novo campo de possibilidades para a pesquisa em 

nanotecnologia (Anzar et al., 2020). 

Durante os anos 1990 e início dos 2000, a pesquisa em nanotecnologia expandiu 

rapidamente, com cientistas explorando novas formas de criar e manipular materiais e 

dispositivos em nanoescala. Um dos desenvolvimentos mais importantes foi a descoberta dos 

nanotubos de carbono, materiais fortes, leves e altamente condutores, com vastas aplicações 

potenciais em eletrônica (Zhang et al., 2020), medicina (Teixeira-Santos et al., 2021) e outros 

campos (Zhang et al., 2022). 

Atualmente, a nanotecnologia é uma área desafiadora e em rápida expansão, com 

aplicações em diversos segmentos. Suas aplicações mais visíveis incluem o desenvolvimento 

de produtos de consumo, como roupas e cosméticos, que incorporam materiais 

nanoestruturados para oferecer propriedades aprimoradas, como resistência a manchas e 

proteção UV (Effiong et al., 2019; Miteva, 2021). No setor energético, a nanotecnologia 

contribuiu para o avanço de células solares) (Kremer et al., 2020), células de combustível 

(Burhan et al., 2023) e baterias mais eficientes (Zhang et al., 2020). Em eletrônicos, dispositivos 

nanoestruturados possibilitaram sistemas mais rápidos, potentes e eficientes (Jesus Leopoldo, 

de e Vechio, Del, 2020). A nanotecnologia também promoveu avanços em purificação de água 

(Fu et al., 2022) e remediação ambiental (Aadil et al., 2022). 

Na medicina, a nanotecnologia vem possibilitando o desenvolvimento de novas 

estratégias para liberação controlada de fármacos (Khan et al., 2020), novos implantes e 

avanços significativos em engenharia de tecidos e medicina regenerativa (Odatsu et al., 2020; 

Zeng et al., 2019), além de permitir o uso de sensores e sondas nanoestruturados para imagens 

in vivo e monitoramento de doenças (Buchman et al., 2019). Um marco importante é o uso de 

nanopartículas para entrega direcionada de medicamentos, especialmente em tratamentos de 

câncer. Essas nanopartículas permitem a administração direta de quimioterápicos nas células 
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cancerígenas, minimizando os efeitos colaterais no tecido saudável. Recentemente, pesquisas 

têm aprimorado essa abordagem, utilizando nanopartículas de ouro e lipossomos que aumentam 

a precisão na liberação de medicamentos, além de melhorar a eficácia terapêutica e reduzir a 

toxicidade dos tratamentos convencionais (Malik, Muhammad e Waheed, 2023; Pramanik et 

al., 2020). 

Estudos recentes exploram scaffolds nanoestruturados para auxiliar no crescimento 

celular e na cicatrização de tecidos, com aplicações potenciais em traumas ósseos e até mesmo 

na regeneração de nervos e cartilagens, demonstrando o impacto contínuo da nanotecnologia 

na medicina personalizada e nas terapias regenerativas (Malik, Muhammad e Waheed, 2023). 

Outro progresso recente e na utilização de nanomateriais como o grafeno para amplificar a 

detecção de biomarcadores de doenças em níveis muito baixos. Esses biossensores são 

integrados a redes de monitoramento contínuo da saúde em tempo real permitindo 

acompanhamento remoto detalhado de pacientes crônicos (Malik, Muhammad e Waheed, 2023; 

Pramanik et al., 2020).  

Contudo, existem preocupações relacionadas à segurança e ao impacto ambiental dessa 

tecnologia (Rezvani et al., 2019), pois os efeitos das nanopartículas na saúde humana e no meio 

ambiente ainda não são totalmente compreendidos. Portanto, é crucial que o desenvolvimento 

e uso de nanotecnologia sejam acompanhados de práticas responsáveis, incluindo testes 

rigorosos de segurança e avaliações ambientais. 

 

4.2.2 Conceitos e definições 

 

A nanotecnologia, enquanto campo multidisciplinar, envolve o design e a manipulação 

de materiais e dispositivos que possuam, pelo menos, uma dimensão em escala nanométrica. 

Essa escala, de maneira geral, abrange de 1 a 100 nanômetros (nm). Contudo, o FDA (Food and 

Drug Administration) sugere que, mesmo sem uma definição regulatória oficial para 

"nanomaterial", certos critérios sejam levados em consideração para identificar a aplicação de 

nanotecnologia em produtos. Dessa forma, o conceito de nanomaterial se aplica para materiais 

que exibem propriedades ou fenômenos atribuíveis as suas dimensões específicas, mesmo fora 

da faixa nanométrica, até cerca de 1000nm (Biotechnol. Law Rep, 2011) . Nessa escala, os 

materiais manifestam propriedades físicas, químicas e biológicas distintas daquelas observadas 

em suas formas macroscópicas (Asha e Narain, 2020). Assim, a nanotecnologia abrange uma 

vasta gama de nanomateriais com potenciais aplicações em diversas áreas da ciência e 
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tecnologia. Conceitos chave como nanopartículas, automontagem, abordagens bottom-up e top-

down, além de produtos nano-habilitados, são fundamentais nesse campo. 

As nanopartículas, possuem uma área superficial relativamente grande em comparação 

ao seu volume, conferindo-lhes propriedades notáveis, como alta reatividade, aprimoramento 

das propriedades ópticas e magnéticas, e maior energia de superfície (Khan, Saeed e Khan, 

2019). Essas partículas podem ser personalizadas com grupos funcionais e revestimentos 

específicos na superfície, permitindo aplicações como o carregamento de fármacos e imagens 

de rastreamento na medicina (Silva, da et al., 2021), além de atuarem como catalisadores para 

aumentar a eficiência de reações químicas em processos de conversão e armazenamento de 

energia. Na medicina, elas podem ser projetadas para atingir seletivamente células 

cancerígenas, entregando fármacos ou agentes de imagem diretamente aos locais-alvo no corpo 

(Raj et al., 2021). 

A automontagem refere-se à formação espontânea de estruturas ordenadas a partir de 

moléculas ou nanopartículas através de interações não covalentes, como forças de Van der 

Waals, ligações de hidrogênio e interações eletrostáticas. Este processo é uma estratégia chave 

para o design e síntese de materiais e dispositivos em nanoescala, permitindo a formação de 

estruturas complexas e funcionais sem necessidade de equipamentos complexos (Levin et al., 

2020). 

A abordagem bottom-up envolve a construção de materiais e dispositivos a partir de 

blocos de construção atômicos ou moleculares, visando criar estruturas em nanoescala precisas 

e altamente funcionais. Essa técnica tem sido empregada na criação de materiais com 

propriedades ópticas e magnéticas singulares, assim como dispositivos, como nanosensores e 

nanorrobôs (Nocerino et al., 2022; Zhou et al., 2021). Uma aplicação notável dessa abordagem 

é a nanotecnologia de DNA (Rubio-Sánchez et al., 2021), que utiliza moléculas de DNA para 

construir estruturas em nanoescala com controle preciso de forma e tamanho. 

A abordagem top-down cria nanoestruturas a partir de materiais maiores, reduzindo-os 

à nanoescala usando diversas técnicas de fabricação. Esta abordagem utiliza ferramentas e 

equipamentos para esculpir o material até alcançar a nanoestrutura desejada. A litografia, por 

exemplo, é empregada para criar estruturas em nanoescala em pastilhas de silício para a 

fabricação de chips de computador (Oh et al., 2020). Apesar de útil, essa técnica tem limitações, 

incluindo desafios no controle preciso do tamanho e forma das nanoestruturas e o potencial de 

introdução de defeitos e impurezas durante o processo (Abid et al., 2022). 

A abordagem bottom-up oferece vantagens sobre a top-down, como maior controle 

sobre o tamanho e forma das nanoestruturas e a capacidade de criar materiais com propriedades 
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inovadoras. No entanto, a abordagem bottom-up pode ser mais complexa e demorada, exigindo 

um design e síntese meticulosos de moléculas e nanopartículas (Abid et al., 2022). 

Produtos nano-habilitados são aqueles que incorporam nanotecnologia para oferecer 

propriedades únicas e melhoradas, como maior resistência, durabilidade, condutividade e 

reatividade, além de funcionalidades especiais, como autolimpeza e propriedades 

antimicrobianas. Exemplos incluem vidros autolimpantes, uso de nanoprata em produtos de 

consumo por suas propriedades antimicrobianas, baterias de alta capacidade e sistemas de 

liberação de fármacos em nanoescala (Garlisi et al., 2020; Hicks e Temizel-Sekeryan, 2019; 

Vega-Vásquez, Mosier e Irudayaraj, 2020; Zhang et al., 2020). 

 

4.2.3 Nanossistemas 

 

Os nanossistemas são estruturas inovadoras amplamente exploradas para aplicações 

terapêuticas, cosméticas e industriais devido às suas propriedades únicas de encapsulamento, 

proteção e liberação controlada de compostos ativos. Dentre os principais tipos de 

nanossistemas, destacam-se os lipossomas, os carreadores lipídicos nanoestruturados (NLCs), 

as nanoemulsões e as nanopartículas core-shell, cada um apresentando características 

específicas que os tornam adequados para diferentes finalidades. 

Os lipossomas são vesículas esféricas compostas por uma bicamada lipídica, capazes de 

encapsular substâncias hidrofílicas e hidrofóbicas. Devido à sua semelhança estrutural com as 

membranas celulares, apresentam alta biocompatibilidade e eficiência na entrega de fármacos 

(Trucillo, Campardelli e Reverchon, 2020). Os carreadores lipídicos nanoestruturados (NLCs) 

surgiram como uma alternativa aprimorada aos lipossomas, combinando lipídios sólidos e 

líquidos para formar uma matriz que proporciona maior estabilidade e capacidade de carga de 

fármacos (Viegas et al., 2023). As nanoemulsões são dispersões coloidais de líquidos 

imiscíveis, como óleo e água, estabilizadas por emulsificantes. Essas estruturas podem ser 

classificadas como óleo em água (O/A), água em óleo (A/O) e combinações mais complexas, 

como O/A/O e A/O/A (Guo et al., 2023; Sattorov et al., 2021).  Por fim, as nanopartículas core-

shell são estruturas compostas por um núcleo funcional revestido por uma casca protetora ou 

modificável. 

 

4.2.3.3 Nanocápsulas e Nanoesferas poliméricas 
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As nanocápsulas poliméricas e as nanoesferas poliméricas são duas categorias de 

nanopartículas que têm gerado grande interesse em vários campos de pesquisa e aplicações. 

Essas estruturas projetadas são compostas por polímeros biodegradáveis ou biocompatíveis, 

conferindo-lhes propriedades e funcionalidades únicas (Figura 1). As nanocápsulas 

poliméricas são partículas esféricas que apresentam uma estrutura de Núcleo-Coroa. O núcleo 

comumente abriga um ingrediente ativo, como fármacos, enquanto a coroa é formada por uma 

matriz polimérica (Peh e Loh, 2019). O encapsulamento do agente ativo dentro das 

nanocápsulas oferece diversas vantagens, como proteção contra degradação, liberação 

controlada e direcionamento a locais específicos do corpo (Siddiqui et al., 2022). 

Por outro lado, as nanoesferas poliméricas são nanopartículas sólidas que não 

apresentam uma estrutura de núcleo-coroa. Elas são homogêneas e, geralmente, formadas por 

um único polímero. Durante o processo de fabricação, é possível controlar de forma precisa o 

tamanho, a composição e as propriedades de superfície das nanoesferas (Uson et al., 2022). 

Essas nanoesferas são empregadas para o encapsulamento e a liberação controlada de uma 

ampla variedade de ingredientes ativos, incluindo fármacos, proteínas e ácidos nucleicos, além 

de outras aplicações, como em imagiologia médica e engenharia de tecidos (Peh e Loh, 2019). 

Os polímeros empregados podem ser personalizados para atingir propriedades específicas 

desejadas, como biodegradabilidade ou sensibilidade a estímulos externos. É possível realizar 

modificações na superfície desses nanomateriais, incorporando ligantes ou moléculas de 

direcionamento, para facilitar interações específicas com células ou tecidos alvo, aumentando, 

assim, a seletividade e eficiência (Cheng et al., 2019). 

 

 

Baseado e adaptado de (Aita, 2021; Apolinário et al., 2020). Criado com BioRender.com (2024). 

 

4.2.4 Nanocarreadores usando produtos naturais 

Figura 1 - Estrutura de a) nanocápsulas e b) nanoesferas poliméricas 
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A incorporação de produtos naturais em nanocápsulas tem se mostrado uma estratégia 

promissora para melhorar a biodisponibilidade, estabilidade e eficácia terapêutica de diversos 

ativos. Diversos estudos têm explorado a nanoencapsulação de óleos essenciais e extratos 

vegetais, utilizando matrizes poliméricas que variam de gelatina e PCL a sistemas lipossomais 

e nanopartículas baseadas em PLGA ou PLA, conforme Tabela 1. 

Por exemplo, no estudo que investigou nanopartículas poliméricas preenchidas com 

óleo essencial de Piper nigrum, observou-se que o óleo essencial de pimenta preta encapsulado 

em uma matriz de gelatina e poli-ε-caprolactona resultou em nanocápsulas com diâmetros 

médios de aproximadamente 194 nm sem óleo, aumentando para cerca de 296 nm com a 

inclusão do óleo, e apresentando uma eficiência de encapsulamento elevada (98,5%) (Costa et 

al., 2021). Esses resultados evidenciam que a adição do óleo não só incrementa o tamanho das 

partículas – possivelmente devido à inclusão do ingrediente ativo no núcleo –, mas também 

aumenta a rugosidade da superfície, o que pode afetar a liberação e a estabilidade do sistema. 

 

Tabela 1 - Nanocarreadores com produtos naturais 

Artigo 
Produto 

Natural 

Composição 

dos Materiais 

Característi-

cas das NC 

Principais 

Achados 

Caracterização de 

nanopartículas poli-

méricas   

preenchidas com 

óleo essencial de 

Piper nigrum   

por microscopia de 

força atômica  

(Costa et al., 2021). 

Óleo essen-

cial de Piper 

nigrum (pi-

menta preta) 

Gelatina, poli-

ε-caprolactona 

(PCL) 

Diâmetro: 

193,52 ± 40,14 

nm (sem óleo) 

e 295,54 ± 

53,50 nm (com 

óleo); Eficiên-

cia de encapsu-

lamento: 

98,50% 

Alta eficiência 

de encapsula-

mento; aumento 

no tamanho e ru-

gosidade das NC 

com óleo. 

Eugenol and its lip-

osome-based nano 

carrier reduce anxi-

ety by  

inhibiting glyox-

ylase-1 expression 

in mice (Siyal et al., 
2023). 

Eugenol 

(óleo de 

cravo) 

Lipossomas - 

Redução da an-

siedade em ca-

mundongos; 

maior eficácia 

com lipossomas 

revestidos com 

quitosana. 

Growth-Inhibitory 

E ect of Chitosan-

Coated Liposomes 

Encapsulating Cur-

cumin on MCF-7 

Breast Cancer Cells 

(Hasan et al., 
2020). 

Curcumina 

(açafrão) 

Lecitina de sal-

mão, soja e ca-

nola; Quito-

sana 

Tamanho: 

~120 nm; Efi-

ciência de en-

capsulamento: 

88% (com qui-

tosana) 

Inibição do cres-

cimento de célu-

las MCF-7; 

maior eficácia 

com quitosana. 
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Desenvolvimento e 

caracterização de 

nanopartículas poli-

méricas contendo 

óleos vegetais (Mo-
rais, de et al., 

2018). 

Óleo de Co-

paifera offi-

cinalis e 

Melaleuca 

alternifolia 

Poli-ε-capro-

lactona (PCL) 

Diâmetro: 

209,77 nm a 

259,97 nm; 

Potencial Zeta: 

-31,38 a -32,42 

mV; pH: 4,78 

a 5,39 

NC adequadas 

para encapsula-

ção de óleos es-

senciais; tama-

nho estreito e es-

tável. 

Design and Devel-

opment of 

Nanostructured Co 

Delivery of Arte-

misinin and Chry-

sin for Targeting 

hTERT Gene Ex-

pression in Breast 

Cancer Cell Line: 

Possible Clinical 

Application in Can-

cer Treatment (Azar 
et al., 2022). 

Artemisi-

nina e Cri-

sina 

PLGA-PEG 

(poli(ácido lác-

tico-co-glicó-

lico) - polieti-

lenoglicol, 

PVA (álcool 

polivinílico) 

Tamanho: 80-

110 nm; Efici-

ência de en-

capsulamento: 

78,16% (Art) e 

85,3% (Cri) 

Sinergia entre 

Art e Chr; maior 

inibição do cres-

cimento de célu-

las T47D; redu-

ção da expressão 

do gene hTERT. 

Desenvolvimento e 

caracterização de 

nanopartículas poli-

méricas contendo 

extratos de própolis 

e avalialão de suas 

atividades biológi-

cas em células de 

câncer de próstata 

(Luzenti, 2022) 

Própolis 

verde própo-

lis vermelha 

brasileira 

Poli(ácido lá-

tico)(PLA) 

diâmetro mé-

dio de 201nm 

para PV e 183 

nm para PVB 

Eficiência de en-

capsulação supe-

rior a 98% para 

maioria dos 

compostos com 

estabilidade fí-

sica por 120 

dias. 

 

Em síntese, os estudos apresentados demonstram que a nanoencapsulação de produtos 

naturais, utilizando diferentes materiais poliméricos e metodologias de síntese, pode melhorar 

significativamente as propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas dos ativos naturais. 

As características dos sistemas nanoestruturados, como o tamanho da partícula, eficiência de 

encapsulamento, potencial Zeta e estabilidade física, são fundamentais para a eficácia dos 

tratamentos e permitem a aplicação de formulações inovadoras para diversas doenças. Esses 

avanços abrem caminho para o desenvolvimento de novas terapias com maior especificidade e 

menor toxicidade, representando uma importante evolução no campo da farmacologia e da 

biotecnologia. 

 

4.2.4 Síntese de nanocápsulas 

 

4.2.4.1 Nanoprecipitação 

 

A nanoprecipitação (Figura 2), também conhecida como método de deposição 

interfacial ou método de deslocamento de solvente, destaca-se na produção de nanopartículas 
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poliméricas devido à sua eficiência e versatilidade. Durante o processo, um polímero é 

precipitado de uma solução orgânica para uma solução aquosa contendo um agente surfactante, 

levando à formação de nanopartículas com tamanhos na escala nanométrica através de um 

rápido processo de difusão (Huang et al., 2021). 

 

Figura 2 - Esquema do processo de nanoprecipitação 

 
Fonte: Autor próprio (2024). 

 

Essa técnica é valorizada por sua simplicidade e facilidade de implementação, além de 

requerer quantidades reduzidas de solvente orgânico, tornando o processo econômico e 

ambientalmente amigável (Yang et al., 2019). Sua adaptabilidade permite a aplicação em uma 

ampla gama de fármacos e polímeros. Por exemplo, Souza, et al. (2023) desenvolveram 

nanocápsulas de policaprolactona com ivermectina, apresentando atividade anti-Strongyloides 

superior à do medicamento não encapsulado. A técnica também possibilita a produção de 

nanopartículas com tamanho uniforme e distribuição controlada (Lammari et al., 2020), o que 

é crucial para a estabilidade e eficácia das formulações, especialmente para compostos bioativos 

como óleos essenciais. Além disso, facilita a encapsulação eficiente, melhorando a solubilidade 

e estabilidade desses compostos e permitindo sua liberação controlada (Asemani et al., 2024; 

Lammari et al., 2020). 

A flexibilidade da técnica em acomodar uma diversidade de polímeros e compostos 

ativos amplia sua aplicabilidade em sistemas terapêuticos e cosméticos, permitindo o 

desenvolvimento de formulações personalizadas. Pinto et al. (2023) demonstraram isso ao 

utilizar óleo de copaíba encapsulado para reduzir a resposta inflamatória em ratos, com as 

nanocápsulas de PCL caracterizadas por distribuição de tamanho de partícula e potencial Zeta 

por espalhamento de luz dinâmico (DLS), eficiência de encapsulamento por ultrafiltração, e 

morfologia de partícula por microscopia eletrônica de transmissão (MET). A simplicidade e o 
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baixo custo do processo tornam a nanoprecipitação acessível para produção em escala industrial 

(Jummes et al., 2020). 

Ademais, a nanoprecipitação facilita o controle sobre propriedades críticas das 

nanopartículas, como tamanho, distribuição, carga superficial e morfologia, essencial para a 

otimização de formulações. Nos estudos de (Tiburcio et al., 2024), foi demonstrado que a 

adição de óleo essencial não afetou significativamente a repulsão eletrostática e a distribuição 

de tamanho das partículas, evidenciando a capacidade da técnica de produzir partículas 

monodispersas. 

 

4.2.4.2 Sistema microfluídico 

 

O sistema microfluídico (Figura 3) destaca-se como uma técnica de ponta para a 

obtenção de nanocápsulas, permitindo a produção controlada e eficiente de partículas em escala 

nanométrica. Esse método utiliza dispositivos microfluídicos com canais microscópicos 

projetados para promover a mistura precisa de fluidos, o que resulta na formação de 

nanocápsulas com parâmetros bem calculados (Mehraji e DeVoe, 2024). A técnica se baseia na 

injeção simultânea de uma fase aquosa e uma fase orgânica, contendo o polímero e o composto 

ativo, em canais com geometrias específicas, como espinha de peixe ou cruzamentos, que 

induzem o contato interfacial entre os fluidos (Pattanayak et al., 2021; Wu et al., 2022). 

 

Figura 3 - Esquema do sistema microfluídico 

 
Fonte: Autor próprio (2025) 

 

Durante o processo, a difusão e o cisalhamento controlados nos canais microfluídicos 

favorecem a nucleação e o crescimento de partículas homogêneas, possibilitando a obtenção de 
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nanocápsulas com tamanhos uniformes (Jang et al., 2024). Essa precisão é fundamental para 

melhorar a estabilidade e a eficiência das formulações, além de reduzir o desperdício de 

materiais. O sistema também permite ajustar parâmetros como velocidade de fluxo e proporção 

de volume entre as fases, o que confere uma grande flexibilidade na personalização das 

características finais das nanocápsulas (Asadi-Saghandi et al., 2022). A principal vantagem do 

sistema microfluídico está na escalabilidade e reprodutibilidade do processo. Por operar em 

regime contínuo, é possível produzir grandes volumes de nanocápsulas com consistência, 

tornando a técnica altamente promissora para aplicações industriais, especialmente em 

cosméticos e fármacos. Além disso, a técnica consome menores volumes de reagentes e 

solventes, reduzindo custos e impactos ambientais (Niculescu et al., 2021). 

Outro benefício relevante é o controle sobre propriedades críticas das nanocápsulas, 

como carga superficial, morfologia e eficiência de encapsulamento (Liu et al., 2022), 

apresentando vantagens em termos de escalabilidade, eficiência energética e produção 

consistente, com potencial para aplicações em larga escala. O trabalho de Kaewchada et al. 

(2023) demonstrou que o sistema microfluídico permitiu encapsular alfa-tocoferol em 

nanocápsulas poliméricas de PCL com eficiência de encapsulação de 92,48% com 

acompanhado por uma produtividade significativa de 73,99 mg/mL.min. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Materiais 

 

O óleo essencial de breu branco foi obtido da doTerra do Brasil Ltda (Brasil). A 

Policaprolactona (Mw ~14,000, CAS 24980-41-4) e Span® 80, filtros centrífugos (Amicon® 

Ultra-15, corte molecular de 100kDa) e acetona (≥99.9%, CAS 67-64-1) de Millipore foram 

obtidos da Sigma (Canadá), enquanto o Tween® 80 (CAS 9005-65-6) foi comprado de Medisca 

(Canadá). Filtros de polietersulfona 0,22μm foram obtidos de Montreal Biotech (Canadá). 

 

3.2 Composição do óleo essencial de breu branco 

 

A identificação dos constituintes voláteis foi baseada na determinação do índice de 

retenção linear (IR), calculado em relação aos tempos de retenção de uma série homóloga de n-

alcanos injetados sob as mesmas condições, além da análise dos padrões de fragmentação 

observados nos espectros de massas, comparando-os com dados de amostras de referência 

disponíveis em bibliotecas do sistema e na literatura. 

A composição química dos compostos voláteis do óleo essencial de breu branco foi 

determinada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/EM) 

utilizando um sistema Shimadzu QP Plus-2010. O equipamento contava com uma coluna 

capilar de sílica DB-5MS (30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de 

espessura de filme). Foram empregadas as seguintes condições operacionais: gás de arraste de 

hélio com velocidade linear de 36,5 cm/s; injeção sem divisão de fluxo (2 μL de óleo diluído 

em 1 mL de hexano); temperatura do injetor de 250°C; e um programa de aquecimento que 

variou de 60°C a 250°C, a uma taxa de 3°C/min. A fonte de íons e demais componentes foram 

mantidos a 220°C, e o quadrupolo realizou varreduras de 39 a 500 daltons a cada segundo, 

utilizando ionização por impacto eletrônico a 70 eV. 

A análise foi feita no Museu Paraense Emílio Goeldi – Belém, Pará, Brasil. 

 

3.3 Síntese de nanocápsulas por nanoprecipitação empregando planejamento 

experimental 

 

O projeto foi cadastrado no SISGEN, número A4D47E3. 
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Para a formulação e otimização de nanocápsulas contendo óleo essencial de breu branco, 

foi adotado um planejamento experimental do tipo Box-Behnken, com três fatores e três níveis 

(Tabela 2), de acordo com (Andrade, 2020). As variáveis independentes avaliadas foram as 

concentrações de poli(ε-caprolactona) (PCL) (20 a 100 mg), óleo essencial (50 a 150 mg) e 

polisorbato 80 (20 a 60 mg) e codificadas em 15 experimentos com repetição do ponto central 

(Tabela 3). Como variáveis dependentes, foram analisados o diâmetro hidrodinâmico médio 

das partículas (Dh), o índice de polidispersão (PDI) e o potencial Zeta (𝜁). 

 

Tabela 2 - Variáveis e seus níveis para o desenvolvimento de Box-Behnken 

Variável 
Nível 

-1 0 1 

PCL (mg) 20 60 100 

Óleo (uL) 50 175 300 

Polisorbato 80 (mg) 20 60 100 

 

Tabela 3 - Planejamento experimental aleatorizado tipo Box-Behnken 

Experimento 
Variável codificada 

PCL Óleo Polisorbato 80 

2 +1 -1 0 

10 0 +1 -1 

11 0 -1 +1 

15 0 0 0 

3 -1 +1 0 

12 0 +1 +1 

5 -1 0 -1 

9 0 -1 -1 

14 0 0 0 

13 0 0 0 

4 +1 +1 0 

7 -1 0 +1 

8 +1 0 +1 

6 +1 0 -1 

1 -1 -1 0 

 

A fase orgânica foi composta por óleo essencial de breu branco, PCL e Span 80 (20 mg), 

solubilizado em 6 mL de acetona. Paralelamente, a fase aquosa foi preparada com 12 mL de 

solução de polisorbato 80 a 1% (m/v). Durante o processo de preparo, a fase orgânica foi 

adicionada com auxílio de uma seringa à fase aquosa sob agitação magnética, realizada à 

temperatura ambiente. Em seguida, a dispersão foi concentrada em um evaporador rotativo a 

40°C, com uma rotação constante de 100 rpm por 45 minutos para remoção do solvente. As 
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nanocápsulas reduzidas foram lavadas com água Milli-Q e centrifugadas em filtros centrífugos 

a 3000xg, por 10 minutos, à 4ºC, e então filtradas com filtros de polietersulfona de 0,22nm 

(Watt, Andriescu e Ho, 2024). 

 

3.4 Planejamento experimental e condições ótimas para obtenção de nanocápsulas 

 

O tratamento dos dados e otimização das condições do planejamento foram realizados 

com base em gráficos tridimensionais de superfície de resposta e gráficos de contorno, 

construídos por meio do software Minitab Statistical 21.4. O teste ANOVA (p≤0,05) foi 

realizado para avaliar a interação entre as variáveis independentes e o experimento foi realizado 

em ordem aleatória (Esmaeili e Gholami, 2015). Os parâmetros ótimos foram definidos com 

base nas nanocápsulas que apresentaram o menor tamanho hidrodinâmico e índice de 

polidispersão, aliados ao maior módulo de carga de superfície. 

 

3.5 Síntese de nanocápsulas por sistema microfluídico 

 

As condições experimentais para formulação, foram baseadas no planejamento 

previamente otimizado para nanocápsulas obtidas pela técnica de nanoprecipitação, utilizando 

as mesmas composições para as fases aquosa e orgânica do melhor experimento. O 

desenvolvimento dos nanossistemas pela técnica de microfluídica seguiu a metodologia 

proposta por Watt, Andriescu e Ho (2024). Assim, para a produção das nanocápsulas, foram 

utilizando uma bomba de seringa de canal duplo (modelo NE-4000, New Era Pump Systems), 

que injetaram simultaneamente as fases aquosa e orgânica em um chip microfluídico com 

design interno em espinha de peixe. Os parâmetros de fluxo foram ajustados para atingir uma 

vazão total de 6 mL/min, com proporção de 3:1 entre as fases aquosa e orgânica, e um volume 

total de formulação de 1,5 mL. O processo foi iniciado com a injeção simultânea das duas fases, 

e as nanocápsulas formadas foram coletadas diretamente na saída do chip microfluídico em um 

recipiente com tampa. A dispersão foi diluída em 3 mL de água Milli-Q e submetida a um 

processo de centrifugação utilizando filtros centrífugos a 3000xg, por 10 minutos, a uma 

temperatura de 4°C. Este procedimento de lavagem foi repetido três vezes para remover 

resíduos de acetona da fase orgânica e o óleo não encapsulado. Após as lavagens, a dispersão 

foi filtrada com uma seringa equipada com filtro de polietersulfona. 

 

3.6 Comparação entre nanoprecipitação e chip microfluídico 
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Para fins de comparação entre as técnicas de síntese, as nanocápsulas obtidas por ambas 

as abordagens foram caracterizadas e comparadas em relação ao tamanho de partícula 

hidrodinâmico, índice de polidispersidade, potencial Zeta, estabilidade, e ensaios de viabilidade 

e migração celular. 

 

3.6.1 Análise do diâmetro de partícula, índice de polidispersão e potencial Zeta 

 

Previamente à análise, as amostras foram diluídas em uma proporção de 1:100 com água 

Milli-Q®. O tamanho médio do diâmetro hidrodinâmico, o índice de polidispersão (PDI) e o 

potencial Zeta dos nanossistemas foram determinados por meio da técnica de espalhamento 

dinâmico de luz (DLS), utilizando o Zetasizer Ultra Red da Malvern, localizado na School of 

Pharmacy, na Universidade de Waterloo em Ontário/CA, a uma temperatura de 25°C. Os 

resultados obtidos foram apresentados em termos do tamanho médio do diâmetro 

hidrodinâmico (Dh), do desvio-padrão na distribuição de tamanho (DP), do índice de 

polidispersão (PDI) e potencial Zeta (ζ) (Tiburcio et al., 2024). As análises foram realizadas 

em triplicata. 

 

3.6.2 Estabilidade térmica das nanocápsulas  

 

Para determinar a estabilidade térmica das nanocápsulas, partículas sintetizadas foram 

armazenadas a 4ºC e 37ºC, em triplicata. Os parâmetros de diâmetro de partícula e índice de 

polidispersão foram avaliados com auxílio do DLS nos intervalos de 0, 1, 7, 14 e 30 dias (Watt, 

Andriescu e Ho, 2024).  

 

3.6.3 Ensaio de viabilidade celular 

 

Células epiteliais humanas da linhagem HaCaT foram cultivadas em placas de 

microtitulação de 96 poços contendo meio de cultura DMEM completo. Cada poço foi semeado 

com uma densidade celular de 5×104 células em 100μL de volume total e incubado em 

condições controladas de 37°C e 5% de CO₂ por 24 horas. Após esse período, o meio de cultura 

foi substituído por 200μL das soluções correspondentes aos grupos experimental, positivo e 

negativo. Os grupos de tratamento foram as nanocápsulas sintetizadas por nanoprecipitação 

sem óleo essencial de breu branco (NCNP0) e com o óleo (NCNP), e nanocápsulas sintetizadas 
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por microfluídica sem o óleo essencial (NCMF0) e com o óleo (NCMF). O grupo de tratamento 

foi preparado com nanocápsulas diluídas em DMEM (Wisent, 320-030-CL), utilizando 

diferentes diluições (1:1 a 1:16) para alcançar um volume final de 200μL por poço. O controle 

negativo consistiu em células mantidas exclusivamente em DMEM, enquanto o controle 

positivo foi composto por células tratadas com 10% (v/v) de DMSO. Em seguida, as placas 

foram incubadas novamente por 24 horas nas mesmas condições controladas (37°C, 5% de 

CO₂). A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio MTS (CellTiter 96® AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay, Promega), conforme as instruções do fabricante. Para cada 

poço, 20 μL da solução MTS foram adicionados a 200 μL de DMEM isento de vermelho de 

fenol (Wisent, 320-030-CL). As placas foram incubadas por 3 horas a 37°C em uma atmosfera 

de 5% de CO₂. Em seguida, a absorbância foi medida em 490 nm usando um leitor de 

microplacas (Varioskan LUX, Thermo Fisher Scientific). A absorbância registrada em 490 nm 

foi considerada diretamente proporcional ao número de células viáveis na cultura. 

A viabilidade celular relativa foi calculada utilizando a seguinte equação: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 (%) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑇𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
× 100 

 

3.6.4 Ensaio de migração celular 

 

Células epiteliais HaCaT foram cultivadas em placas de 24 poços contendo DMEM 

completo, com densidade inicial de 50.000 células por poço. As células foram incubadas a 37°C 

até atingirem cerca de 90% de confluência. Antes do tratamento, as células foram mantidas em 

meio livre de soro fetal bovino (FBS) por 12 horas, a fim de induzir um estado de privação de 

nutrientes. Para o ensaio de migração celular, uma lacuna artificial (ranhura) foi criada na 

monocamada celular utilizando uma ponteira de pipeta estéril de 10 μL. Os detritos celulares 

resultantes foram removidos por lavagem com solução tampão PBS, realizada duas vezes. Após 

a limpeza, o meio de cultura foi substituído por 1000 μL das soluções correspondentes aos 

grupos experimental, positivo e negativo. As células mantidas em meio livre de FBS foram 

usadas como controle negativo, enquanto aquelas cultivadas em meio suplementado com soro 

serviram como controle positivo. Após 24 horas de tratamento, as células foram marcadas com 

o corante fluorescente PKH26 (16μM) e incubadas por 45 minutos. O excesso de corante foi 

removido com PBS, e as células aderentes foram mantidas para análise. A migração celular foi 

avaliada por imagens fluorescentes capturadas em três intervalos de tempo: 0h e 12h, utilizando 
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o microscópio fluorescente EVOS FL Auto Imaging System (Thermo Fisher Scientific). A taxa 

de fechamento da lacuna foi analisada pela medição da área inicial e final da "ferida" com o 

software ImageJ. A porcentagem de fechamento da lacuna foi calculada pela fórmula: 

 

𝐹𝑒𝑐ℎ𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑎𝑛ℎ𝑢𝑟𝑎 (%) =
Á𝑟𝑒𝑎 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 −  Á𝑟𝑒𝑎 𝐹𝑖𝑛𝑎𝑙

Á𝑟𝑒𝑎 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100 

 

3.7 Análises estatísticas 

 

Os dados foram analisados quanto a diferenças estatísticas por meio de análise de 

variância e teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão e 

considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. 

  



36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO IV 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  



37 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Composição química do óleo essencial de breu branco 

 

O perfil cromatográfico do óleo essencial de breu branco apresentou trinta e um (31) 

constituintes em sua composição química, conforme Tabela 4.  

 

Tabela 4 - Composição química do óleo essencial de breu branco 

Constituinte (%) 

α-Thujene  0.67 

α-Pinene   7.54 

Camphene 1.02 

Sabinene  0.41 

 3-p-Menthene 6.44 

Menthomenthene   5.0 

cis-Linalool 1.3 

para-Mentha-1(7),8-diene 9.54 

α-Terpinene  2.2 

para-Cymene 56.7 

g-Terpinene  1.86 

Terpinolene 0.52 

para-Cymenene 0.8 

trans-dihydro-β-Terpineol 0.11 

Camphor  0.11 

 trans-dihydro-α-Terpineol 1.21 

Terpinen-4-ol 1.55 

para-Cymen-8-ol 0.24 

α-Terpineol  0.25 

Cuminaldehyde 0.08 

Phellandral  0.05 

Thymol  0.05 

α-Cubebene  0.17 

α-Copaene  0.38 

(E)-Caryophyllene  0.2 

β-Humulene 0.06 

 Germacrene D 0.02 

g-Cadinene  0.07 

δ-Cadinene 0.17 

trans-Calamenene 0.04 

 Junenol 0.08 
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A análise cromatográfica do óleo essencial de breu branco revelou a predominância de 

compostos da classe dos monoterpenos (92,08%), com destaque para o p-cimeno (56,7%), 

identificado como o constituinte majoritário. Esse monoterpeno é reconhecido por suas 

propriedades anti-inflamatórias, analgésicas e antimicrobianas, além de apresentar ação 

antioxidante, protegendo as células contra danos oxidativos (Balahbib et al., 2021; Uchôa et 

al., 2024). Santos (2018) demonstrou que o p-cimeno é eficaz na inibição da dor associada ao 

desenvolvimento tumoral atuando através da modulação da via descendente da dor, interagindo 

com receptores opioides e inibindo canais de cálcio. Tian et al. (2018) mostrou que esse 

monoterpeno é capaz de bloquear o crescimento de Aspergillus flavus completamente em 

concentrações de 80mg/L, demonstrando a capacidade antimicrobiana do composto. 

Outros monoterpenos identificados em concentrações significativas incluem o para-

Menta-1(7),8-dieno (9,54%), que se destaca por suas propriedades repelentes (Khedhri et al., 

2022). O α-Pineno (7,54%) também foi identificado e é amplamente conhecido por suas 

propriedades broncodilatadoras, auxiliando na expansão das vias respiratórias (Limeira 

Tolentino et al., 2024; Vieira Antunes, 2019). 

Além dos monoterpenos, a análise revelou a presença de sesquiterpenos, como α-

Cubebeno (0,17%), α-Copaeno (0,38%), (E)-Cariofileno (0,2%) e δ-Cadineno (0,17%). Em 

menores concentrações, foram detectados compostos oxigenados, cetonas e aldeídos. 

 

4.2 Planejamento fatorial – Síntese por Nanoprecipitação 

 

Os parâmetros ótimos foram definidos com base nas nanocápsulas que apresentaram o 

menor diâmetro hidrodinâmico de partícula (Dh) e índice de polidispersão (DPI), aliados ao 

maior módulo de carga de superfície (ζ). A Tabela 5 resume os resultados da ANOVA e 

coeficiente de correlação (nível de confiança de 95%) para as variáveis resposta, assim como a 

interação e influência das variáveis independentes. Para cada variável dependente (Dh, PDI e  

ζ), observou-se diferentes níveis de influência das variáveis independentes. 

O tamanho das nanopartículas é um dos parâmetros mais cruciais, pois pode influenciar 

suas propriedades, comportamento e interações biológicas. O pequeno tamanho das 

nanopartículas confere-lhes propriedades físico-químicas únicas, distintas de suas contrapartes 

em maior escala. Essas propriedades podem afetar significativamente a interação das 

nanopartículas com sistemas biológicos e, consequentemente, sua resposta biológica (Rushton 

et al., 2010). A carga superficial é outra característica fundamental, afetando a interação das 

nanopartículas com células e proteínas, além de sua estabilidade em fluidos biológicos (Pereira 
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e Zucolotto, 2023). O índice de polidispersão (PDI) é um parâmetro fundamental na 

caracterização de nanocápsulas, pois indica a uniformidade da distribuição de tamanho das 

partículas em uma suspensão. Esse valor varia entre 0 e 1, onde valores próximos de 0,1 indicam 

uma distribuição homogênea (monodispersa), enquanto valores acima de 0,3 sugerem uma 

dispersão mais heterogênea e menos estável (Liu et al., 2022). 

A concentração de PCL foi significativa como termo linear apenas para a resposta de 

tamanho de partícula, enquanto a concentração de óleo se apresenta como termo linear para 

diâmetro hidrodinâmico e índice de polidispersão. O polisorbato foi o único termo linear para 

o potencial Zeta e não apresentou influência nas outras respostas. O termo quadrático da PCL 

apresentou significância em todas as respostas, indicando a concentração do polímero como um 

dos fatores principais na síntese de nanocápsulas. O quadrático do óleo também se apresentou 

como um fator significativo para o tamanho. Além disso, foi possível observar a interação entre 

as variáveis, como óleo*polisorbato, sendo significantes no tamanho e potencial Zeta. Esses 

resultados corroboram com a literatura (Andrade, 2020; Galindo-Pérez et al., 2018; Souza, de 

et al., 2023). 

A partir dos gráficos de Pareto (Figura 4) fica evidente o efeito padronizado das 

variáveis independentes e sua interação com cada variável de resposta. 

 

Tabela 5 - Análise ANOVA e coeficientes de regressão (s: termos significantes) 

Termo 
Diâmetro de partícula Índice de Polidispersão Potencial Zeta 

Coef Valor-P Coef Valor-P Coef Valor-P 

Constante 264 s 0 0,1322 s 0 -25,049 s 0 

PCL 100,63 s 0 -0,01506 0,107 -0,606 0,157 

Óleo 24,49 s 0 0,02496 s 0,01 -0,024 0,955 

Polisorbato 6,67 0,295 -0,00419 0,648 2,457 s 0 

PCL*PCL 24,33 s 0,013 -0,0341 s 0,016 -3,958 s 0 

Óleo*Óleo 40,1 s 0 0,0042 0,753 -0,181 0,771 

Polisorbato*Polisorbato -6,45 0,49 0,0335 s 0,017 -1,064 0,094 

PCL*Óleo -5,83 0,515 0,0095 0,467 2,539 s 0 

PCL*Polisorbato 35,92 s 0 0,0179 0,174 0,179 0,764 

Óleo*Polisorbato 25,86 s 0,006 0,0088 0,498 2,885 s 0 
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Figura 4 - Gráficos de Pareto para cada variável dependente. A) resposta para Dh; B) resposta para PDI e C) 

resposta para ζ. Conforme legenda: para os fatores A, B e C, temos as respostas PCL, óleo e Polisorbato, 

respectivamente. 

 

 

4.3 Tamanho hidrodinâmico de partícula 

 

O tamanho das partículas no planejamento experimental variou entre 170 e 474nm 

(Tabela 6). A elevação da concentração de PCL resultou em um aumento expressivo no 

tamanho das partículas, como pode ser observado nos gráficos de superfície. Por exemplo, em 

formulações com 50 mg de óleo e 40 mg de surfactante, ao aumentar a concentração de PCL 

de 20 mg para 100 mg, o tamanho médio das partículas aumentou de 172,97nm para 440,97nm. 

Esse comportamento pode ser explicado pelo aumento da viscosidade da fase orgânica, que 

reduz a eficiência da difusão do solvente na fase aquosa e promove à formação de gotículas 

maiores antes da precipitação completa do polímero (Alberto et al., 2023). Além disso, elevadas 

concentrações de polímero favorecem a agregação intermolecular, dificultando a fragmentação 

da fase orgânica durante a emulsificação e resultando em nanopartículas maiores. Esse 

fenômeno é consistente com estudos que relatam o mesmo padrão em nanocápsulas de 
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policaprolactona encapsulando compostos lipofílicos. Alberto et al. (2023) investigou como a 

concentração de PCL e o tipo de solvente afetam as dimensões e a morfologia das partículas 

utilizando diferentes concentrações de PCL. Houve um aumento significativo no tamanho das 

partículas com o aumento da concentração polimérica. 

 

Tabela 6 - Relação de resposta entre variáveis independentes e dependentes. Os resultados das respostas 

correspondem a média do número de replicadas (n=3), incluindo desvio padrão (DP). 

EXPERIMENTO PCL ÓLEO POLISORBATO 80 Dh (nm) DP PDI DP 
ZETA 

(mV) 
DP 

2 1 -1 0 447,87 6,42 0,05 0,06 -30,94 0,62 

10 0 1 -1 298,34 8,28 0,20 0,03 -31,89 0,72 

11 0 -1 1 245,20 4,55 0,12 0,03 -26,47 0,36 

15 0 0 0 266,14 0,71 0,11 0,02 -24,99 0,20 

3 -1 1 0 220,60 4,55 0,13 0,03 -32,52 0,76 

12 0 1 1 358,00 3,76 0,23 0,01 -18,84 0,47 

5 -1 0 -1 239,20 6,02 0,16 0,06 -30,14 0,18 

9 0 -1 -1 288,97 2,79 0,13 0,01 -27,97 1,05 

14 0 0 0 264,87 4,24 0,13 0,03 -24,81 1,31 

13 0 0 0 260,90 3,54 0,15 0,04 -25,35 1,68 

4 1 1 0 473,07 10,95 0,08 0,10 -27,81 0,82 

7 -1 0 1 186,10 2,97 0,09 0,01 -27,95 5,34 

8 1 0 1 396,34 10,89 0,14 0,02 -29,64 0,86 

6 1 0 -1 305,77 13,76 0,13 0,04 -32,55 1,86 

1 -1 -1 0 172,07 2,90 0,14 0,04 -25,49 1,08 

 

O aumento na concentração de óleo também foi acompanhado por um incremento no 

tamanho das partículas. Comparando as formulações com 60mg de PCL e 20mg de polisorbato 

80, observa-se que ao elevar a quantidade de óleo de 50mg para 150mg, o tamanho médio das 

nanocápsulas aumentou de 286,67nm para 307,87nm. Esse efeito pode ser atribuído à 

necessidade de maior espaço dentro da matriz polimérica para acomodar o óleo, tornando as 

partículas mais volumosas (Dallemole et al., 2023). Além disso, concentrações mais elevadas 

de óleo essencial podem afetar a interação entre o polímero e o surfactante, influenciando o 

equilíbrio entre emulsificação e precipitação das nanocápsulas (Laranjeira, 2016). 

 

Figura 5 - Gráficos de superfície para tamanho de partícula para interações entre variáveis independentes. A) 

PCL*Óleo; B) PCL*Polisorbato e C) Óleo*Polisorbato 
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Sparemberger et al. (2013), observou que concentrações mais elevadas de surfactante 

levaram à diminuição do tamanho de nanocápsulas poliméricas carregadas com compostos 

lipofílicos, devido à estabilização aprimorada da interface. Esse comportamento ocorre porque 

maiores concentrações de surfactante reduzem a tensão interfacial, promovendo a formação de 

gotículas menores durante a emulsificação e favorecendo a obtenção de partículas nanométricas 

(Souto, Severino e Santana, 2012). Este efeito foi visualizado ao comparar as formulações com 

60mg de PCL e 100mg de óleo, onde o aumento de polisorbato 80 de 20mg para 60mg levou a 

uma redução do tamanho médio das partículas de 292,97nm para 243,47nm. No entanto, é 

possível observar a partir dos gráficos de Pareto (Figura 4A) que o surfactante não foi uma 

variável significativa para o tamanho, mas sim a interação entre esse componente em conjunto 

com o polímero e o óleo, conforme gráficos de superfície (Figura 5). 

 

4.4 Índice de Polidispersão  

 

A análise estatística realizada por meio da regressão de superfície de resposta permitiu 

avaliar a influência das variáveis independentes – PCL, óleo e polisorbato – na resposta do PDI. 

Os resultados indicam que o modelo ajustado possui um coeficiente de determinação (R²) de 
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47,91%, o que sugere limitações significativas na explicação da variação no PDI pelos fatores 

estudados. 

Entre os efeitos individuais, observou-se que o óleo (B) teve um impacto significativo 

no PDI, com um coeficiente positivo (0,02496) e um valor-P de 0,010, confirmando sua 

influência estatisticamente relevante (Tabela 5). Esse achado corrobora a hipótese de que a 

presença de óleo pode alterar a estrutura das nanocápsulas, afetando diretamente a dispersão e 

estabilidade do sistema (Souto, Severino e Santana, 2012). O gráfico de Pareto dos efeitos 

padronizados (Figura 4B) reforçou a importância do óleo como o único fator linear de impacto 

no PDI, seguido pelos efeitos quadráticos de PCL e polisorbato. Os gráficos de superfície de 

resposta fornecem uma visualização tridimensional do impacto das variáveis independentes 

(PCL, óleo e polisorbato) sobre o PDI. Cada gráfico representa a interação entre dois fatores 

enquanto o terceiro é mantido fixo, permitindo uma análise mais detalhada das relações entre 

as variáveis. Na Figura 6A (PCL vs. óleo), observa-se que o PDI aumenta significativamente 

com o aumento da concentração de óleo, enquanto a PCL e o polisorbato apresentam um 

comportamento não linear.  

 

Figura 6 - Gráficos de superfície para índice de polidispersão para interações entre variáveis independentes. A) 

PCL*Óleo; B) PCL*Polisorbato e C) Óleo*Polisorbato 

 
 

4.5 Potencial Zeta 
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De acordo com o gráfico de Pareto (Figura 4C), a concentração de polisorbato foi a 

única variável linear significante para a resposta de ζ. A interação linear entre o 

óleo*polisorbato e polímero*óleo também foram significantes para determinar o potencial final 

das nanocápsulas. A influência da concentração dessas variáveis pode ser mais bem visualizada 

nos gráficos de superfície na Figura 7. É possível observar que concentrações maiores de 

polisorbato podem melhorar a dispersividade do óleo e do polímero no sistema. Além disso os 

resultados dos experimentos apresentaram valores similares aos reportados anteriormente na 

literatura, variando entre ~ -18mV à -33mV (Khattab, Zein El-Dein e El-Gizawy, 2021; Vieira 

et al., 2020; Yingngam et al., 2019). Baseado nos resultados obtidos para os quinze (15) 

experimentos realizados, a amostra que apresentou as melhores condições comparada aos 

parâmetros ótimos foi o experimento 1 (-1,-1,0) com valores de Dh, PDI e potencial Zeta iguais 

à 172,07nm; 0,14 e -25,49mV, respectivamente. 

 

Figura 7 - Gráficos de superfície para potencial Zeta para interações entre variáveis independentes. A) 

PCL*Óleo; B) PCL*Polisorbato e C) Óleo*Polisorbato 

 

 

4.6 Tamanho de partícula, índice de polidispersão e potencial Zeta de nanocápsulas por 

sistema microfluídico 
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A formulação utilizada para sintetizar as nanocápsulas utilizando o sistema 

microfluídico foi selecionada a partir do planejamento experimental da técnica de 

nanoprecipitação. As nanocápsulas por microfluidica apresentaram tamanho médio de 

191,25nm ± 4,51, com índice de polidispersão de 0,2 e potencial Zeta de -20,56mV (Tabela 7). 

Os resultados não apresentaram muita discrepância comparados aos resultados obtidos para 

nanoprecipitação. O leve aumento em relação ao diâmetro de partícula e PDI podem estar 

relacionados a otimização da formulação para o método convencional de deposição (NP), visto 

que esse pode proporcionar um tempo de mistura mais longo comparado ao chip microfluídico 

(Araújo, 2019; Gomez, 2016). Danaei et al. (2018) coloca valores abaixo de 0,3 para PDI como 

aceitáveis para aplicação de nanopartículas em sistema de entrega. O ζ também indica boa 

estabilidade e repulsão entre as partículas (Santos et al., 2021), indicando as nanocápsulas por 

microfluídica também apresentam potencial para aplicação. 

 

Tabela 7 - Resultados de DLS para nanocápsulas obtidas por sistema microfluídico. A média e o desvio padrão 

foram feitos a partir da triplicata. 

Variáveis Média ± DP 

Tamanho de partícula (nm) 191,25 ± 4,51 

Índice de polidispersão 0,20 ± 0,1 

Potencial Zeta (mV) -20,56 ± 0,48 

 

4.7 Estabilidade térmica das Nanocápsulas  

 

No gráfico a) (Figura 8), que corresponde às amostras armazenadas a 4ºC, observa-se 

que o diâmetro de partícula se manteve estável ao longo dos 30 dias para ambas as técnicas, 

sem variações estatisticamente significativas. Esse resultado sugere que a baixa temperatura 

favorece a estabilidade estrutural das nanocápsulas, minimizando processos de agregação e 

fusão de partículas (González-Reza et al., 2021). No entanto, o PDI para técnica de 

nanoprecipitação (Figura 8b) apresentou um leve aumento ao comparar o dia sete (7) com o 

dia trinta (30), o que pode indicar uma pequena heterogeneidade na população de partículas 

com o passar dos dias. Abu Abed et al. (2021) também observou o mesmo desempenho. O PDI 

para o sistema microfluídico não apresentou variações significativas. 

Já nos gráficos c) e d), referentes às amostras armazenadas a 37ºC, verifica-se um 

comportamento distinto. O Dh das nanocápsulas sintetizadas por nanoprecipitação (NCNP) 

aumentou de 169,53 para 174,42, um aumento de 2,88%, sugerindo uma leve ocorrência de 

fusão ou agregação de partículas devido à instabilidade térmica. Esse efeito foi menos 

pronunciado para as amostras de nanocápsulas sintetizadas por microfluídica (NCMF), 
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indicando que a técnica de microfluídica proporcionou maior estabilidade dimensional. As 

variações no PDI para ambas as amostras não foram significativas. O comportamento mais 

estável observado nas amostras sintetizadas por microfluídica pode ser atribuído à maior 

reprodutibilidade e controle de tamanho oferecidos por essa técnica, como já demonstrado em 

estudos anteriores (Liu et al., 2022; Watt, Andriescu e Ho, 2024).  

 

Figura 8 - Estabilidade física das suspensões poliméricas com relação ao: a) e b) Dh e c) e d) PDI. Temperaturas 

de armazenamento de: a) e c) 4ºC e b) e d) 37ºC.  Foram feitas varia medições em diferentes pontos ao longo de 

30 dias onde timepoint, onde *p<0.05. Os valores representam média ± DP (n=3). 

 
 

4.8 Viabilidade celular das nanocápsulas  

 

Observou-se um padrão de aumento da viabilidade celular com a diluição das amostras 

(de 1:1 para 1:16), sugerindo um efeito dose-dependente (Figura 9). As nanocápsulas 

produzidas por sistema microfluídico contendo o óleo apresentaram viabilidade celular acima 

de 80% a partir da diluição 1:2. Um aumento de aproximadamente 39% comparado as 

nanocápsulas não carregadas, indicando que a presença do óleo essencial melhora a 

biocompatibilidade dessas partículas. Para as nanocápsulas feitas por nanoprecipitação, a 

viabilidade celular também se apresentou superior em comparação às nanocápsulas vazias, 
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alcançando 88% em diluições de 1:8. As nanocápsulas produzidas pelo sistema microfluídico 

apresentaram resultados de viabilidade celular superiores quando comparadas às produzidas 

por nanoprecipitação. Esse efeito pode estar relacionado ao maior controle no processo de 

formação das partículas, além da utilização de menos solvente, resultando em amostras menos 

tóxicas (Niculescu et al., 2021; Wu et al., 2022). 

 

Figura 9 – Ensaio de viabilidade celular (MTS). Amostras NCMF0 e NCNP0, correspondem as nanocápsulas 

sintetizadas por sistema microfluídico e por nanoprecipitação, respectivamente, sem adição do óleo. Amostras 

NCMFBB e NCNPBB correspondem as nanocápsulas contendo óleo essencial por microfluídica e 

nanoprecipitação, respectivamente. As amostras foram comparadas com o controle negativo sem adição de 

tratamento. *p<0,05. Os valores representam média ± DP (n=3). 

 

 

4.9 Migração celular das nanocápsulas  

 

Tabela 8 - Fechamento de ranhura após 12h para controle positivo (meio com FBS), controle negativo (meio 

sem FBS), e tratamentos com nanocápsulas com óleo essencial de breu branco por microfluídica e por 

nanoprecipitação nas diluições de 1:8. Os valores correspondem a média ± DP (n=3). 

FECHAMENTO DE RANHURA (%) 

Tempo 

(h) 
Meio com FBS Meio sem FBS Microfluidica Nanoprecipitação 

0 0 0 0 0 

12 31,78±5,39a 7,116±4,2b 25,48±7,83a 16,81±8,8a 

 

O ensaio de migração celular revelou as diferenças no fechamento da ferida entre os 

grupos analisados após 12 horas de incubação (Figura 10). O controle positivo e os grupos com 

tratamento não apresentaram diferenças estatisticamente significativas entre si. O controle 

positivo, composto por meio de cultura suplementado com FBS, apresentou o maior percentual 

de fechamento da ferida (31,78±5,39%) (Tabela 8), confirmando a importância dos fatores de 
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crescimento presentes no soro para estimular a migração celular e promover a regeneração 

tecidual. Por outro lado, o controle negativo, que utilizou meio sem FBS, demonstrou um 

fechamento significativamente menor (7,116±4,2%), evidenciando a limitação na capacidade 

migratória das células na ausência de estímulos adicionais. 

 

Figura 10 - Microscopia com fluorescência do ensaio de migração celular após 0h e 12h, para os grupos controle 

positivo e negativo e tratamentos. 

 
 

A composição do óleo essencial de breu branco pode variar significativamente 

dependendo da região de extração, das condições climáticas e do método de obtenção, 

resultando em diferentes componentes majoritários (Costa et al., 2024; Lima, 2023; Miranda, 

2019). No presente estudo, o principal constituinte identificado foi o para-cimeno (Tabela 4), 

um composto conhecido principalmente por suas propriedades antimicrobianas (Sousa et al., 

2018), e não por efeitos cicatrizantes diretos. No entanto, mesmo com essa característica, as 

células tratadas com as nanocápsulas apresentaram um fechamento de ferida semelhante ao 

grupo controle positivo, que continha FBS. Esse resultado sugere que as nanocápsulas fornecem 

um ambiente favorável ao crescimento celular, possivelmente por atuarem como um sistema de 
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liberação sustentada, protegendo as células de estresses ambientais e promovendo condições 

bioquimicamente adequadas para a migração celular. 
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5 CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O presente estudo demonstrou que a nanotecnologia é uma estratégia viável para a 

encapsulação do óleo essencial de breu branco. A comparação entre as metodologias de 

nanoprecipitação e microfluídica revelou que ambas as técnicas foram eficazes na obtenção de 

nanocápsulas poliméricas, com tamanhos homogêneos e cargas superficiais adequadas para 

aplicações biomédicas. As nanocápsulas sintetizadas por nanoprecipitação (NP) apresentaram 

um diâmetro médio de 172,07 nm ± 2,9, com índice de polidispersão (PDI) de 0,14 ± 0,04 e 

potencial Zeta de –25,49 ± 1,08 mV. Por outro lado, aquelas produzidas via microfluídica (MF) 

mostraram tamanho médio de 191,25 nm ± 4,51, PDI de 0,2 ± 0,1 e potencial Zeta de -20,56 

mV ± 0,48. O box-Behnken permitiu obter um estudo detalhado sobre a influência das variáveis 

independentes na síntese de nanocápsulas por nanoprecipitação, mostrando a PCL como fator 

primordial para o tamanho de partícula. Todavia, as interações entre as variáveis independentes 

também estão ligadas às respostas. no entanto ainda são necessárias otimizações para o sistema 

microfluídico, principalmente em relação ao PDI. 

As nanocápsulas por ambas as técnicas também apresentaram boa viabilidade celular 

(superior a 80%) a partir de diluições 1:2, especialmente para a técnica de microfluídica. Isso 

pode ser explicado pela quantidade volumétrica de solvente utilizada nesta técnica ser menor 

comparada a nanoprecipitação, tornando a purificação mais fácil. Ambas as nanocápsulas 

apresentaram viabilidade igual ao controle a partir da diluição 1:16. Enquanto para os ensaios 

de migração celular, apesar do p-cimeno ser o composto majoritário do óleo essencial utilizado, 

as nanocápsulas proporcionaram um ambiente favorável para a regeneração tecidual, exibindo 

desempenho semelhante ao controle positivo contendo FBS. Enquanto isso, o controle 

negativo, sem nenhum tratamento ou soro, apresentou um fechamento cerca de três (3) vezes 

inferior. Esse achado reforça a capacidade das nanocápsulas de fornecer suporte celular, 

possivelmente por meio de uma liberação sustentada dos compostos bioativos encapsulados. 

Ambas as técnicas demonstraram estabilidade física semelhante em relação ao tamanho 

e ao índice de polidispersão (PDI). No entanto, as nanocápsulas produzidas por 

nanoprecipitação apresentaram um aumento de 2,88% no tamanho hidrodinâmico médio ao 

longo do período avaliado. Embora as nanocápsulas obtidas por microfluídica tenham mantido 

uma boa estabilidade, o PDI final foi superior ao das nanocápsulas por nanoprecipitação, 

atingindo 0,2 em comparação a 0,14, o que pode indicar uma distribuição de tamanhos 

ligeiramente menos homogênea. 
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Apesar dos resultados promissores, algumas avaliações complementares são necessárias 

para aprofundar o entendimento sobre o desempenho dessas nanocápsulas. Ensaios futuros 

devem incluir a determinação da eficiência de encapsulação do óleo essencial para verificar o 

percentual de composto realmente incorporado à matriz polimérica. Além disso, análises por 

microscopia eletrônica de transmissão (TEM) poderão fornecer informações detalhadas sobre 

a morfologia das nanocápsulas. A atividade antimicrobiana também deve ser investigada, 

considerando o potencial do p-cimeno e dos demais componentes do óleo essencial em inibir o 

crescimento de microrganismos patogênicos. Por fim, estudos de captação celular serão 

fundamentais para compreender a internalização das nanocápsulas e sua interação com as 

células, fornecendo informações sobre seus mecanismos de ação e possível aplicação em 

terapias avançadas. 

Dessa forma, a nanoencapsulação do óleo essencial de breu branco surge como uma 

abordagem promissora para aplicações biomédicas, podendo ser explorada em tratamentos 

terapêuticos. Estudos adicionais contribuirão para consolidar seu uso em formulações mais 

avançadas, ampliando suas possibilidades de aplicação na área da saúde.
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