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RESUMO 
 

O carvacrol (CV) é um óleo essencial que apresenta diversas propriedades terapêuticas, 

incluindo atividade imunomoduladora. No entanto, esse ativo possui algumas propriedades 

físico-químicas que dificultam o seu uso terapêutico, como lipofilicidade, sensibilidade à 

degradação quando em contato com luz e fácil oxidação. O processo de nanoemulsificação pode 

auxiliar nas limitações do CV e melhorar sua atividade imunomoduladora. O objetivo deste 

estudo foi desenvolver e caracterizar um sistema nanoemulsionado contendo CV e avaliar sua   

ação imunomoduladora. A nanoemulsão de carvacrol (CVNE) e a nanoemulsão branca (BNE) 

foram produzidas pela técnica de sonicação.  Foi realizada a caracterização físico-química das 

nanoemulsões avaliando o potencial zeta, índice de polidispersão e tamanho médio das 

gotículals ao longo de 90 dias pela técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS). A atividade 

citotóxica e a quantificação de citocinas (IL-1β; IL-2; IL-6; IL-10; IL-17; IFN-γ; e TNF-α) foram 

avaliadas em sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) 

usando o ensaio MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio], nas concentrações de 

50 µM, 100 µM e 200 µM de CV.  A nanoemulsão de CV (CVNE) selecionada conteve 5% p/p 

de fase oleosa, 2% p/p de tensoativos e 93% p/p de água.  CVNE apresentou uma eficiência de 

encapsulação de 83,97% ± 1,02 a partir do espectrofotometro de ultravioleta-visível. CVNE 

alcançou tamanho de gotícula de 165,70 ± 0,46nm, PDI de 0,14 ± 0,03, potencial zeta de -10,25 

± 0,52 mV e boa estabilidade por 90 dias. CVNE não apresentou citotoxicidade em células 

mononucleares de sangue periférico nas concentrações estudadas. Os estudos de 

imunomodulação demonstraram que a nanoemulsificação do carvacrol melhorou sua resposta 

biológica, reduzindo os níveis de IL-2, IL-17 e IFN-γ a 50 µM. Em conclusão, uma 

nanoemulsão de carvacrol foi produzida apresentando uma melhora na atividade 

imunomoduladora de CV em PBMCs. Para um melhor entendimento do mecanismo de ação é 

necessário realizar testes in vivo.  

 

Palavras-chave: Imunomodulação. Inflamação. Nanoemulsão. Sistema de liberação. Óleo 

essencial.  

 

 

 

 



 
 

 

 

ABSTRACT 

 

Carvacrol (CV) is an essential oil that has several therapeutic properties, including 

immunomodulatory activity. However, this active has some physicochemical properties that 

hinder its use in the biological therapeutic environment, such as high lipophilicity, sensitivity 

to degradation when in contact with light, and easy oxidation. Furthermore, the 

immunomodulatory effect has not been studied in nanoemulsion systems, which The 

nanoemulsification process can help to limit the VC and improve its therapeutic 

immunomodulatory activity. Thus, the aim of this study was to develop and characterize a 

nanoemulsified system containing CV and evaluate its immunomodulatory action. Carvacrol 

nanoemulsion (CVNE) and white nanoemulsion (BNE) were produced by the sonication 

technique. The physicochemical characterization of nanoemulsions was carried out by 

evaluating the zeta potential, polydispersion index and average droplet size over 90 days by the 

dynamic light scattering (DLS) technique. Cytotoxic activity and cytokine quantification (IL-

1β; IL-2; IL-6; IL-10; IL-17; IFN-γ; and TNF-α) were evaluated in peripheral blood 

mononuclear cell culture supernatants (PBMCs) using the MTT assay [3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium], at concentrations of 50 µM, 100 µM and 200 µM CV The 

nanoemulsion of CV (CVNE) is composed of 5% w/w oil phase, 2% w/w surfactants and 93% 

w/w water. The white nanoemulsion CVNE (BNE) has the same composition without 

carvacrol, and was obtained an encapsulation efficiency of 83.97% ± 1.02 from the ultraviolet-

visible spectrophotometer. CVNE achieved encapsulation efficiency of 83% ± 1.02 , droplet 

size of 165.70 ± 0.46nm, PDI of 0.14 ± 0.03, zeta potential of -10.25 ± 0.52 mV and good 

stability for 90 days. CVNE did not show relevant cytotoxicity activity up to 200 µM in 

peripheral blood mononuclear cells at the concentrations studied. Immunomodulation studies 

demonstrated that carvacrol nanoemulsification CVNE improved its biological response, 

reducing the levels of pro-inflammatory cytokines IL-2, IL-17 and IFN-γ to 50 µM. In 

conclusion, a carvacrol nanoemulsion was produced showing an improvement in the 

immunomodulatory activity of CV in PBMCs. However, for a better understanding of the 

mechanism of action it is necessary to perform in vivo tests, and oral absorption tests. 

 

Keywords: Immunomodulation. Inflammation. Nanoemulsion. Release delivery system. 

Essential oil. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A inflamação é um processo natural do corpo como defesa contra patógenos e ínicio de 

um processo de cura, podendo ser dividida em duas categorias como aguda ou crônica 

(AGHASAFARI; GEORGE; PIDAPARTI, 2019). A inflamação aguda age imobilizando a 

região acometida, mas deixa o sistema imunológico atuar para a cura das lesões, no entanto, 

tecidos com inflamações crônicas passam a necessitar do auxilio de células imunes da corrente 

sanguínea para amplificar a resposta inflamatória (AGHASAFARI; GEORGE; PIDAPARTI, 

2019).  

O sistema imunológico é regulado por uma infinidade de citocinas que vão agir para 

manter a homeostase e para coordenar as respostas imunes inatas e adaptativas aos patógenos 

e promover uma memória imunológica (KELLY et al., 2017). Células e fatores imunológicos 

são os principais reguladores e responsáveis na cicatrização de inflamações agudas (SU et al., 

2019). Neutrófilos e basófilos são os primeiros a responder ao processo inflamatório, e além 

disso, outras células imunes inatas e adaptativas, como macrófagos, mastócitos, células T e 

células B, mostraram estar envolvidas no processo (CAÑEDO-DORANTES; CAÑEDO-

AYALA, 2019) 

Os óleos essenciais são compostos produzidos por algumas plantas com características 

de serem metabólitos secundários voláteis e possuem diversas atividades terapêuticas 

comprovadas. O principal constituinte do óleo essencial de Origanum vulgare (orégano) é o 

carvacrol (CV), um monoterpeno fenólico que pode ser obtido de plantas aromáticas dos 

gêneros Origanum e Thymbra. O CV possui algumas atividades terapêuticas comprovadas 

como antibacterianas, antifúngicas, analgésicas, antioxidantes e antiinflamatórias 

(LAOTHAWEERUNGSAWAT et al., 2020; LANDA et al., 2009) (FABBRI et al., 2016).  

Porém, o uso do carvacrol na indústria farmacêutica têm demonstrado limitações tecnológicas 

devido a sua volatilidade, fotossensibilidade e instabilidade na presença de calor e umidade, 

dificultando sua aplicação terapêutica (SANTOS et al., 2015).  

A nanotecnologia é uma alternativa para a encapsulação de ativos com baixa 

hidrofilicidade, e dentre as opções, temos a nanoemulsão (NE) (ZAMBRANO-ZARAGOZA 

et al., 2018). As nanoemulsões (NEs) são dispersões que podem ser do tipo óleo em água (O/A) 

ou água em óleo (A/O) estabilizadas por um surfactante (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). As 

NE apresentam algumas vantagens, como: mascarar o sabor e/ou cheiro do ativo encapsulado, 

diminuindo as propriedades organolépticas indesejáveis, capacidade de encapsular ativos 

lipofílicos e hidrofílicos protegendo contra degradação e oxidação, e melhorar a atividade 



12 
 

 

 

biológica com o aumento da superfície de contato do sistema nos receptores, devido ao tamanho 

nanométrico (MCCLEMENTS; RAO, 2011;SABJAN et al., 2019; PATHAK; PATTNAIK; 

SWAIN, 2018).  

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma NE 

contendo carvacrol, bem como realizar a avaliação da atividade imunomodulatória em testes in 

vitro em células mononucleares de sangue periférico (PBMC).  
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver e caracterizar um sistema nanoemulsionado contendo CV e avaliar sua 

ação imunomoduladora. 

 

2.2  Objetivos específicos 

a) obter NE com CV pela técnica de sonicação; 

b) quantificar o CV na NE e avaliar a eficiência de encapsulação; 

c) caracterizar os sistemas obtidos, contemplando as análises de aspecto 

macroscópico, tamanho médio das gotículas, índice de polidispersão (PDI), 

potencial zeta e pH; 

d) avaliar a atividade imunomodulatória in vitro, através da quantificação da inibição 

ou aumento das citocinas IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-17, TFN-α, interferon gama 

(IFN-γ) do CV livre e da nanoemulsão com carvacrol (CVNE);  
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3 REFERENCIAL TEÓRICO  
 

3.1  Inflamação e citocinas  

 

 O mecanismo da resposta inflamatória representa uma cadeia de eventos, incluindo 

células e vasos sanguíneos com secreções humorais específicas. Essas respostas envolvem 

mudanças na localização de células brancas para o local inflamado como monócitos, basófilos, 

eosinófilos e neutrófilos, além de plasma, fluidos e um grupo de substâncias que agem como 

mediadores que vão ser liberadas pelo sistema imunólogico, como histamina, prostaglandinas, 

leucotrienos, derivados de oxigênio e nitrogênio, e serotonina  (ABDULKHALEQ et al., 2018; 

ANWIKAR; BHITRE, 2010). 

As citocinas são pequenas proteínas que atuam na  regulação da resposta imune (KANY; 

VOLLRATH; RELJA, 2019). Algumas citocinas podem ter ações pró ou anti-inflamatórias de 

acordo com o ambiente em que elas estão localizadas. Dentre as consideradas pró-inflamatórias, 

temos as IL-1, IL-2, IL-6, IL-7,IL-12, IL-18 e TFN-α, IFN- γ e entre as anti-inflamatórias estão 

IL-4, IL-10, IL-13, IL-11, e IFN-α (DE OLIVEIRA et al., 2011;RODNEY; OSIER; GILL, 

2018; BOSHTAM et al., 2017). A liberação de citocinas pró-inflamatórias levará à ativação de 

células imunes, além da liberação de outras citocinas (SCHAPER; ROSE-JOHN, 2015).  

A resposta imunológica é tradicionalmente categorizada em sistema inato ou adaptativo. 

O sistema inato reage ao patógeno liberando mediadores (ZINDEL; KUBES, 2020). Esses 

mediadores vão produzir uma resposta inflamatória local como vasodilatação, e estimulo de 

dor, além de atrair macrófagos (BANDO et al., 2017). Os macrófagos liberam citocinas, TNF-

α, IL-1 e IL-6, para prolongar ainda mais uma inflamação sistêmica e dar início ao sistema 

imunológico adquirido por meio da atração de leucócitos e linfócitos no local (ABBAS et al., 

2013). 

 Durante uma resposta inflamatória o TNF-α desempenha um papel central na regulação 

da cascata de citocinas, seus receptores são essenciais para processos cerebrais incluindo a 

formação e regulação de sinapses, neurogênese e manutenção do sistema nervoso central  

(MONTGOMERY; BOWERS, 2012). TFN-α tem como função mediar a progressão da 

inflamação durante os processos, como a deterioração da barreira hematoencefálica e morte 

celular (RODNEY; OSIER; GILL, 2018).  

A família das citocinas IL-1 desempenha uma função neuroprotetora imporante após a 

lesão, o papel principal dessa família que é regular a produção de outras citocinas, induzir a 

febre, a fagocitose e morte celular. A família de citocinas IL-1 inclui dois agonistas, IL-1α e 
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IL-1β, e um antagonista de receptor específico, IL-1Ra. IL-1α e IL-1β são ligantes agonísticos 

para o receptor de IL-1 (IL-1R1) e induzem atividades biológicas semelhantes (GELFO et al., 

2018). IL-1α e IL-1β são, no entanto, expressos por diferentes tipos de células, e sua atividade 

é controlada por mecanismos distintos ocorrendo algumas diferenças em suas funções, 

enquanto a IL-1α é expressa em uma ampla gama de tipos de células, incluindo queratinócitos, 

células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e hepatócitos, a IL-1β é produzida 

principalmente por células mieloides (CHAN; SCHRODER, 2020).  

A IL-6 possui muitas funções, dentre elas, as propriedades pró e antiinflamatórias a 

depender da via de sinalização (ROSE-JOHN, 2012). Essa IL é um dos mais precoces e 

importantes mediadores na indução e controle da síntese e liberação de proteínas de fase aguda 

pelos hepatócitos durante estímulos dolorosos, como infecção, queimadura, trauma, após uma 

lesão (HONG; LIM, 2008; KATO et al., 1997; LIN; CALVANO; LOWRY, 2000).  

 Além da TNF-α, IL-1 e IL-6,  a  IL-10 também participa da resposta imunológica inata, 

e é produzida por quase todos os subconjuntos de leucócitos, incluindo células dendríticas, 

macrófagos, células T, células assassinas naturais  e células B (OUYANG; O’GARRA, 2019). 

IL-10 atenua a produção de substâncias mediadores inflamatórias, incluindo citocinas e 

quimiocinas de neutrófilos. Ela age limitando a inflamação de forma a reduzir a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias suprimindo a ativação e expresssão dos receptores de citocinas 

(WANG et al., 2019).   

As citocinas da família IL-10 são mediadores imunológicos com funções versáteis. 

Desde sua descoberta, muitas tentativas têm sido feitas para modular essas citocinas como 

estratégias terapêuticas para muitas doenças, incluindo autoimunidade e câncer (BEDKE et al., 

2019).  

A descoberta da IL-2 mudou a compreensão molecular de como o sistema imunológico 

é controlado (ROSS; CANTRELL, 2018).  É uma citocina pleiotrópica produzida por células 

T efetoras após a ativação do antígeno e está relacionada as respostas efetoras e imunoterapia 

(PAN; TSOKOS; TSOKOS, 2020). IL-2 é produzida por células T auxiliares (Th) e 

originalmente descrito como um fator de crescimento de células T que é encontrado em culturas 

de linfócitos estimuladas por mitogênio (TANG et al., 2019) 

A IL-17 é um importante elo entre a imunidade adaptativa mediada por células T e a 

resposta inflamatória aguda que é uma das principais reações da imunidade inata (SCHÖN; 

ERPENBECK, 2018). IL-17 pode ser expressa por várias populações de linfócitos, como 

células T natural killer (NKT), células natural killer (NK) e células linfoides inatas do grupo e 
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a secreção de IL-17 é induzida nessas células por uma variedade de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-1β (VELDHOEN, 2017). IL-17 é uma citocina chave na ativação e indução de 

neutrófilos (MARZANO et al., 2019). Apesar de apresentar propriedades pró-inflamatórias que 

são essenciais para a capacidade de proteção, a sinalização ilimitada dessa citocina está 

associada à doenças autoimunes e progressão de câncer (AMATYA; GARG; GAFFEN, 2017). 

Além de secretar IL-17, as NK também secretam a citocina IFN-γ e matam células infectadas e 

danificadas.  A citocina IFN- γ constitui-se de uma família que inclui três grupos de IFN (tipo 

I, II e III) (PESTKA; KRAUSE; WALTER, 2004). Ela apresenta atividade antiviral, e além 

disso, esta citocina tem outras atividades no sistema imunológico em condições de inflamação 

(TAM et al., 1994; SEDER et al., 1993). 

Os mediadores inflamatórios como citocinas, histaminas, serotonina, leucotrienos e 

prostaglandinas atuam intensificando a atividade inflamatória, entretanto, qualquer inibição 

desses eventos pode resultar na redução da resposta. Sabe-se que existe uma gama de 

medicamentos que atuam na diminuição do processo inflamatório, porém, esses medicamentos 

podem causar reações com efeitos adversos na mucosa gástrica, inibição da função renal, e 

diminuição da atividade dos diuréticos (KASTURI et al., 2019) 

Isto posto, é possível observar que as citocinas conseguem influenciar direta e 

indiretamente as atividades, proliferação, e diferenciação das células imunológicas, além de 

regular tanto na produção de outras citocinas que pode aumentar a resposta inflamatória, no 

caso das citocinas pró-inflamatórias, como atenuar esta resposta com as citocinas anti-

inflamatórias.  

  

3.2  Carvacrol   

 

 Carvacrol é um monoterpenóide fenólico, presente no óleo essencial de orégano 

(Origanum vulgare), tomilho (Thymus vulgaris), pimenta (Lepidium flavum) e outras plantas 

(FACHINI-QUEIROZ et al., 2012)(SHARIFI-RAD et al., 2018). CV é uma molécula pequena 

e conhecida pela sua nomenclatura de acordo com a International Union of Pure and Applied 

Chemistry (IUPAC) como 2-methyl-5-(1-methylethyl)-phenol (Figura 1). Ele foi aprovado pela 

Federal Drug Administration (FDA) para consumo humano, além de poder ser utilizado como 

aditivo alimentar, o carvacrol está incluso na lista de aromatizantes químicos do Conselho da 

Europa que pode ser encontrado em bebidas alcoólicas, condimentos, refrigerantes, entre outros 

(KACHUR; SUNTRES, 2020; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015).   
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 CV é um componente encontrado com facilidade em diversos óleos essenciais, e nos 

últimos anos teve muita atenção devido as suas propriedades biológicas, como antimicrobiano 

(antibacteriano e antiprotozoário), atividade antioxidante, anti-inflamatória, anticarcinogênica, 

antinociceptiva, cardioprotetora e neuroprotetora (MEMAR et al., 2017; KARKABOUNAS et 

al., 2006; MELO et al., 2011).  

 A atividade anti-inflamatória do CV já foi relatada por diversos estudos (DE 

CARVALHO et al., 2020; EZZ-ELDIN; ABOSEIF; KHALAF, 2020). No entanto, existem 

alguns mecanismos de ação possíveis para o carvacrol. Alguns estudos sugerem que o carvacrol 

tem atividade anti-inflamatória por interferir na cascata do ácido araquidônico (WAGNER; 

WIERER; BAUER, 1986; LANDA et al., 2009). A inibição dessa via impede a produção de 

prostaglandinas (importante agente estimulador de respostas inflamatórias), como tromboxano, 

prostaglandinas e prostaciclinas (LIMA et al., 2013). Outros autores confirmaram essa 

atividade anti-inflamatória ao longo dos anos e testaram outros mecanismos de ação como a 

inibição de citocinas pró-inflamatórias (MAHMOODI et al., 2019; GHOLIJANI; 

AMIRGHOFRAN, 2016). O carvacrol demonstrou atividade na inibição de citocinas como o 

fator de necrose tumoral (TNF) -α, interleucina (IL) -6, interferon-gama (IFN) -γ, IL-17 e IL-

1β, que são mediadores inflamatórios (KARA et al., 2015; MAHMOODI et al., 2019; LI et al., 

2016). Além disso os  mediadores anti-inflamatório, como fator transformador de crescimento 

(TGF) -β, IL-10 e IFN-γ, aumentaram os níveis em presença CV (KHAZDAIR; 

BOSKABADY, 2019; MAHMOODI et al., 2019). 

De acordo com estudos realizados em coelhos, o CV é lentamente absorvido no intestino 

após a administração oral, com mais de 30% permanecendo no trato gastrointestinal e cerca de 

25% da dose total excretada na urina 22 horas depois da administração (SUNTRES; 

COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 2015). CV apresenta propriedades físico-químicas como baixa 

solubilidade em água (0,11mg/ml), limitando a biodisponibilidade, e facilidade de oxidação, 

que pode dificultar a sua absorção em meio biológico (NAGHDI BADI et al., 2017).  
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    Figura 1: Molécula do carvacrol 

                                                                           

                      Fonte: dados do autor   

 

 

3.3  Nanotecnologia e novos sistemas de liberação de fármacos  

 

 Os estudos com nanotecnologia nos últimos anos tiveram um grande impacto em 

diversos campos da ciência, afetando também a construção da indústria farmacêutica 

(NASROLLAHZADEH; SAJADI; SAJJADI, 2019). A nanotecnologia pode ser definida, em 

termos gerais, como a capacidade de criar novas estruturas em menor escala, utilizando de 

ferramentas e técnicas que vão permitir manipular a matéria em nanoescala  (ZHU; BARTOS; 

PORRO, 2004).  No entanto, apesar dessa ser a definição mais utilizada, existe uma limitação 

de tamanho para uma faixa abaixo de 100nm que excluí vários materiais principalmente na área 

farmacêutica, por este motivo, alguns especilialistas discordam de uma definição rígida 

(SILVESTRE; SILVESTRE; DE BRITO, 2016).  

A nanotecnologia aplicada à farmácia abrange aplicações como dispositivos de entrega 

de insumos farmacêuticos ativos, diagnósticos de imagem mais apurados, materiais 

biossensores, tratamentos em nível molecular, auxílio na detecção de antígenos associados a 

doenças como câncer, doenças neurodegenerativas, além de detecção de microorganismos e 

vírus associados a infecções. Além disso, a redução do tamanho tem como vantagem o aumento 

do desempenho dos medicamentos produzidos em uma ampla variedade de formas 

farmacêuticas. Alguns dos sistemas mais conhecidos são: as nanopartículas poliméricas, 

nanopartículas lípidicas sólidas, e NEs (MARAVAJHALA; BANDLAPALLI, 2012). 

 Nanoemulsões consistem em uma dispersão de pequenas gotículas de dois líquidos 

imiscíveis estabilizados por um surfactante (MCCLEMENTS, 2011; MCCLEMENTS; RAO, 

2011). Os dois líquidos imiscíveis mais amplamente usados nas aplicações comerciais são óleo 
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e água e, portanto, as NEs são tipicamente do tipo óleo-em-água (O/A) ou água-em-óleo (A/ 

O). Os sistemas O/A são pequenas gotículas de óleo dispersas em um meio aquoso, enquanto  

A/O consistem em pequenas gotículas de água dispersas em um meio oleoso (JAFARI; 

MCCLEMENTS, 2017).  As NEs têm características físico-químicas que são diferentes 

daquelas das emulsões: elas podem ser opticamente claras devido à fraca dispersão de luz por 

pequenas gotas, são altamente estáveis à separação gravitacional devido a forças gravitacionais 

fracas e efeitos de movimento browniano,  podem ter uma biodisponibilidade maior do que as 

emulsões devido a digestão mais rápida, e por fim, tem uma reatividade química maior do que 

as emulsões devido à maior área interfacial óleo-água (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). 

 De forma sucinta, as NEs podem ser fabricadas usando duas técnicas: as de alta energia 

e baixa energia (GUTIÉRREZ et al., 2008; MCCLEMENTS, 2011; KOROLEVA; 

NAGOVITSINA; YURTOV, 2018). Os métodos de baixa energia são utilizadas para algumas 

aplicações, como por exemplo, na formação de sistemas de entrega de drogas (KUMAR et al., 

2019) . As abordagens de alta energia utilizam de equipamentos, geralmente 

homogeneizadores, que geram intensos campos de energia que quebram as gotículas e misturam 

a fase oleosa com a aquosa na presença de um surfactante (MCCLEMENTS; RAO, 2011; 

ABBAS et al., 2013; DUMAY et al., 2013). A maioria dos homogeneizadores utilizados para 

produção de NEs são os de válvula de alta pressão, microfluidizador e sonicador 

(ABOALNAJA et al., 2016). 

Uma das principais vantagens do uso de NEs para melhorar a entrega de bioativos é a 

grande flexibilidade que pode ser usada na sua composição (MCCLEMENTS, 2015; DONSÌ et 

al., 2011; KOTTA et al., 2012). Bioativos hidrofóbicos,  hidrofílicos ou anfifílicos podem ser 

incorporados em NE, a incorporação de ativos nas gotículas de lipídios podem protegê-los da 

degradação química iniciada por componentes na fase aquosa (DAVIDOV-PARDO; 

MCCLEMENTS, 2015). Além disso, esse sistema também pode alterar os perfis de 

biodisponibilidade dos agentes encapsulados, alterando sua absorção (ABOALNAJA et al., 

2016).  

Dessa forma, essa tecnologia demonstra ser uma boa alternativa para o uso de 

substâncias como o carvacrol que possuem limitações quanto a sua solubilidade, degradação 

química e melhor explorar as suas atividades terapêuticas.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Materiais 

 

4.1.1 Substâncias e reagentes 
 

Carvacrol (5-isopropril-2-metilfenol, pureza 98%) e monoestearato de sorbitano 80 

(Span 80®) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Polissorbato 80 (Tween 80®) foi fornecido 

pela Vetec Química Fina LTDA (Brasil). O triglicerídeo de cadeia média (MCT; Mygliol 812®) 

foi adquirido da Sasol (Alemanha). O etanol foi fornecido pela Merck (Brasil) e o 

dimetilsulfóxido (DMSO) foi adquirido pela NEON (Brasil). Os anticorpos anti-CD3 e anti-

CD28 foram adquiridos da Ebiosciences (EUA), o Ficoll Paque Plus foi adquirido da GE 

Healthcare Biosciences (EUA) e os meios de cultura foram adquiridos da Gibico (Thermofisher 

Scientific). Os kits HUMAN ELISA foram fornecidos pela BD Biosciences (EUA, para INF-γ, 

TNF-α, IL-6 e IL-10), eBioscience (EUA, para IL-2 e IL-17) e Invitrogen (EUA para IL-1β). 

 

4.1.2 Equipamentos analíticos 

 

Aparelho de sonicação – High intensity ultrasonic (modelo QR200 - ULTRONIQUE); 

Banho de ultrassom (modelo 14000ª – Unique); 

Balança analítica (modelo AUW220D- SHIMADZU); 

Espectrofotômetro (modelo SP-2000 UV, Spectrum); 

Zetasizer (modelo Nano-ZS- Malvern Instruments, UK); 

Phâmetro digital (modelo MPT -2, Malvern); 

Leitor de microplaca (Elx808, Biotek, EUA);  

 

4.2  Preparação de nanoemulsões de óleo em água 

  A nanoemulsão de carvacrol (CVNE) foi composta por 5% v/v de fase oleosa (0,05 g 

CV + 0,45 g MCT), 2% w/w de surfactantes (0,12 g Tween 80® + 0,08 g Span 80®) e 93%  

v/v de água , na nanoemulsão branca (BNE) o carvacrol foi substituído pelo MCT (Tabela 1). 
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Tabela 1. Composição das nanoemulsões CVNE e BNE 

Nanoemulsões  Fase aquosa  Fase oleosa  

Com CV (CVNE) 0,12g Tween 80 + 

0,08g Span  80 + 

9,3g Água Milli-Q 

0,05g CV + 0,45g MCT  

Sem CV (BNE) 0,12g Tween 80 + 

0,08g Span  80 + 

9,3g Água Milli-Q 

0,5g MCT 

 

As nanoemulsões foram preparadas pelo método de sonicação, em que todos os 

componentes, da fase aquosa e oleosa, foram submetidos a quatro ciclos de homogeneização 

em aparelho de sonicação (modelo QE200, Ultronique, Brasil) por 1 min a 300 W em banho de 

gelo, seguido de banho ultrassônico por 1 min (Figura 2) (MOTTA FELÍCIO et al., 2020). 

 

 

Figura 2. Desenho esquemático da preparação das nanoemulsões pelo método de sonicação. 

 

Fonte: dados do autor.  

 

4.3  Curva de calibração  

Para curva de calibração, foi realizada a pesagem de 12,5 mg de CV. O CV foi diluído 

em balão de 25 mL, com concentração final da Solução Mãe de 500 µg/mL. As análises foram 

feitas em triplicata, no mesmo equipamento e com a mesma marca de metanol. As diluições 

foram feitas nas concentrações de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45 µg/mL. Onde, as alíquotas 

adicionada em cada balão volumétrico de 10 mL foram 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 e 900 
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µL. A absorbância máxima para o doseamento do CV no comprimento de onda de 276 nm foi 

determinada após varredura entre os comprimentos de onda de 200 a 900 nm.  

 

4.3.1 Eficiência de encapsulação  
 

 O teor de carvacrol na nanoemulsão foi determinado por espectrofotometria 

ultravioleta-visível (modelo Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Germany). A 

concentração de carvacrol na nanoemulsão foi calculada usando uma curva de calibração ((n = 

7) y = 0,01646x - 0,02384; R² = 0,9992). O CVNE foi diluído em metanol (1: 2000) e filtrado 

usando filtro de membrana de 0,2 μm (Kasvi, Brasil) (LANDA et al., 2009). Todas as medições 

foram feitas em triplicata. 

A  concentração do fármaco e o rendimento foram calculados de acordo com as 

equações (1) e (2), respectivamente. 

 

 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑜 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 (𝐶𝐹) (
𝑚𝑔

𝑚𝐿
) =  

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑜 𝐶𝑉 𝑛𝑎 𝐶𝑉𝑁𝐸

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑎 𝐶𝑉𝑁𝐸
  (1) 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 % (
𝑤

𝑉
) =  (

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝑉 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝑉 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙
)  𝑥 100 (2) 

 

 

4.5 Tamanho de partícula, índice de polidispersão e potencial zeta 

O tamanho de partícula, o índice de polidispersão e o potencial zeta foram determinados 

no equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern Instruments, UK) pela técnica de espalhamento 

dinâmico de luz a 25 ° C (adicionar o angulo). O potencial zeta foi avaliado a partir da 

mobilidade eletroforética sob um campo elétrico no mesmo equipamento. Antes da medição, 

as nanoemulsões foram diluídas com água deionizada em uma proporção de 1:25 v/v. Todas as 

medidas foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como média com desvio 

padrão (±). 

 

 

4.6  Medição de pH 

O pH da CVNE e da BNE foi medido sem diluição em autotitulador multiuso (modelo 

MPA-210, Tecnopon Instruments, Brasil) previamente calibrado com soluções tampão de pH 

4,0 e 7,0. 
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4.7 Estudo de estabilidade 

Os estudos de estabilidade foram realizados usando CVNE e BNE durante um período 

de 90 dias. A CVNE e a BNE foram mantidas em frascos de vidro de 10mL que foram lacrados 

com tampas de plástico e mantidos em refrigeração a 4 ± 2 ºC. As formulações foram avaliadas 

quanto a mudanças no tamanho de partícula, PDI, potencial zeta e pH, nos dias 1, 7, 20, 3, 60 

e 90.  

 

4.8 Isolamento e cultura de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) 

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas do sangue de 

indivíduos saudáveis. A coleta foi feita em tubos heparinizados e o sangue foi centrifugado em 

Ficoll Paque Plus para separação de PBMC. Após a centrifugação e a separação, as células 

foram plaqueadas e contadas em placas de 24 poços (1 x 106 células/poço) em meio RPMI-

1640 (Gibco) suplementado com L-Glutamina, 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco), 

HEPES 10 mM (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfônico) e 200 U/mL de 

penicilina/estreptomicina (Gibco) (Figura 3).  

 

Figura 3. Desenho esquemático do isolamento e cultura de células mononucleares de sangue 

periférico.

 

Fonte: dados do autor  

Posteriormente, as células foram estimuladas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 e 

tratadas ou não com CV, CVNE ou BNE nas concentrações de 25 µM e 50 µM de carvacrol. O 

estudo foi realizado com a coleta de sangue de oito indivíduos saudáveis. Os critérios de 

exclusão dos controles foram o uso regular de medicamentos, doença inflamatória crônica e/ou 

consumo de álcool ou cigarro nos últimos 15 dias. Todo este procedimento foi submetido e 
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aprovado pelo comitê de ética da Universidade Federal de Pernambuco 

(CEP/CCS/UFPE/CAAE nº 63517517.1.0000.5208). 

 

 

4.9 Citotoxicidade in vitro 

O método MTT foi utilizado para avaliar a atividade citotóxica das nanoemulsões e do 

carvacrol em PBMC nas concentrações de 50 µM, 100 µM e 200 µM. As células foram 

plaqueadas em placas de 96 poços e expostas as diferentes concentrações citadas anteriormente 

por 48 horas. A viabilidade celular foi avaliada pela capacidade das células em reduzir o MTT 

(brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2 -) - 2,5-difeniltetrazólio) ao azul de formazano. Após o 

período de exposição das células, 20µl de MTT (0,5mg / mL) foram adicionados a cada poço 

da placa e após 3 horas foram adicionados 130µl de SDS (dodecilsulfato de sódio) a 20%. A 

absorbância foi medida 24 horas depois no comprimento de onda de 570 nm, usando um leitor 

de microplaca (Elx808, Biotek, EUA). Quatro experimentos independentes foram realizados. 

Este experimento foi realizado em parceria com a Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE).  

 

4.10 Quantificação de citocinas 

As citocinas IL-2, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-γ, TNF-α e IL-1β foram quantificadas no 

sobrenadante das culturas de PBMC. A quantificação das citocinas foi realizada com kits de 

Ensaio imunossorvente ligado a enzima humana (ELISA) (BD Biosciences, San Jose, CA, 

EUA), IFN- γ, TNF-α, IL-6 e IL-10 (eBioscience, San Diego, CA, EUA), IL-2 e IL-17 e 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA para IL-1β). Todos os testes foram realizados de acordo com 

as recomendações dos fabricantes. Este experimento foi realizado em parceria com a 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

 

4.11 Análise estatística  

O software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) foi usado 

para a análise dos dados. No estudo de estabilidade, foram aplicadas análises de variância 

unilateral (ANOVA). No estudo in vitro, as diferenças entre as condições foram calculadas 

usando o teste de classificação sinalizada de Wilcoxon. Os resultados das variáveis contínuas 

são expressos como erro padrão médio da média. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p <0,05.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Preparação da nanoemulsão de carvacrol (CVNE) e nanoemulsão branca (BNE) 

e determinação das curvas analíticas 

 

Neste estudo, a CVNE e BNE foram produzidas usando um método de alta energia. É 

possível observar na Figura 4 que após 90 dias de formulação, as nanoemulsões mostraram-se 

macroscopicamente estáveis e preservando a aparência leitosa sem formação de creme ou 

separação de fases. A sonicação foi escolhida como técnica para desenvolver a nanoemulsão 

neste trabalho. Neste método, são usados ultrasons, que consistem em uma sonda que emite 

ondas ultrassônicas, que podem variar a entrada de energia ultrassônica e o tempo para alcançar 

o tamanho de partícula desejado, nesse processo o cisalhamento físico é fornecido 

principalmente pelo processo de cavitação acústica (KUMAR et al., 2019). Esta técnica requer 

baixa concentração de surfactantes,  possui baixo custo de produção e maior facilidade de 

operação e limpeza (KOMAIKO; SASTROSUBROTO; MCCLEMENTS, 2015). Além disso, 

fez-se uso do banho de gelo para que o sistema não aquecesse e ocorresse interferência quanto 

a viscosidade, consequentemente no tamanho de partícula, como também evitar degradação do 

carvacrol (ASADINEZHAD et al., 2019).  

 

Figura 4: Aspecto visual da nanoemulsão descarregada (BNE) e nanoemulsão carregada com 

carvacrol (CVNE) após 90 dias de armazenamento a 4 ° C. 

 

Fonte: Dados da pesquisa (2020) 
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A fim de obter uma maior confiabilidade dos resultados e demonstrar que o método é 

apropriado para a análise de teor do sistema emulsionado, foi avaliado a linearidade do método 

de doseamento por espectroscopia de Ultravioleta Visível como mostrado na Figura 5. 

 

Figura 5: Curva de calibração do Carvacrol  

 

Fonte: Dados da pesquisa (2021) 

 

Na equação obtida o x representa a concentração em μg/mL e y o valor da absorbância.  

Foi obtido um coeficiente de determinação (R2) acima de 0,99, o que signigica que existe uma 

resposta linear na faixa de concentração trabalhada (BRASIL, 2003). Assim, o resultado 

encontrado demonstra que as curvas analíticas podem ser utilizadas para quantificar a amostra 

contendo CV, conferindo a validade do método de acordo com a linearidade.  

 

Foi realizada o a concentração do fármaco na CVNE de acordo com a equação 1 exposta 

anteriormente e obtido 5mg/ml, e para a taxa de eficiência de encapsulção foi realizada a partir 

da equação 2 e obtida um valor de 83,97%.  

                                    

5.2 Avaliação do tamanho da gotícula, índice de polidispersão (PDI) e potencial zeta 

do CVNE 

Os parâmetros do tamanho da gotícula, índice de polidispersão e potencial zeta foram 

avaliados por 90 dias para CVNE e BNE, e são mostrados na Tabela 2.  
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Tabela 2: Parâmetros de estabilidade: diâmetro médio da gota, potencial zeta, índice de 

polidispersividade e pH da nanoemulsão com carvacrol (CVNE) e da nanoemulsão 

branca (BNE) ao longo de 90 dias. 

Análise 

do dia 

Diâmetro médio da gota 

(nm) 

CVNE ǀ BNE 

Índice de 

polidispersividade 

CVNE ǀ BNE 

Potencial Zeta (mV) 

CVNE ǀ BNE 

Ph 

CVNE ǀ 

BNE 

D1 165.70±0.46 ǀ 123.67±1.24 0.14±0.03 ǀ 0.18±0.02 -10.25±0.52 ǀ -13±0.66 5.60 ǀ 5.62 

D7 163.56±0.60 ǀ 121.87±0.59* 0.14±0.03 ǀ 0.18±0.01 NA 5.70 ǀ 5.78 

D20 166.56±1.22 ǀ 128.27±0.50* 0.16±0.01 ǀ 0.22±0.01 NA 5.94 ǀ 5.97 

D30 186.03±1.27* ǀ 128.23±0.68* 0.25±0.01 ǀ 0.22±0.00 -10.83±0.42 ǀ -12.63±0.38 5.87 ǀ 5.75 

D60 164.43±0.81 ǀ 127.73±0.06* 0.14±0.01 ǀ 0.19±0.02 -14.60±0.44* ǀ -16.93±0.55* 5.85 ǀ 5.90 

D90 169.06±1.10* ǀ 124.47±0.45 0.14±0.00 ǀ 0.18±0.01 -14.67±0.55* ǀ -17.8±0.00* 5.85 ǀ 5.88 

NA: não avaliado; *p < 0,05 

 

O tamanho da gota de uma nanoemulsão resulta das condições de processamento 

empregadas, das interações dos componentes e da adsorção dos surfactantes com a fase oleosa 

(SALVIA-TRUJILLO et al., 2015). A distribuição do tamanho de partícula da CVNE e BNE 

foi determinada pela técnica de espalhamento dinâmico de luz. A CVNE apresentou diâmetro 

médio de gota de 169nm após 90 dias de preparo, com pequena variação quando comparado ao 

tamanho médio de gota no dia 1 (166 nm), confirmando a boa estabilidade da nanoemulsão. No 

D30 é possível observar que houve uma mudança estatísticamente significativa, apesar disso, a 

formulação não apresentou nenhuma mudança macroscópica.  

BNE mostra o diâmetro médio da gota próximo a 124 nm, que apesar das alterações 

estatísticamente significativas, não apresentou nenhuma mudança macroscopicamente. 

Comparando os tamanhos médios de gotículas de CVNE e BNE, observou-se um incremento 

no tamanho de gotículas de CVNE. A fase oleosa da CVNE consiste em uma mistura de CV e 

MCT. A interação do MCT e do CV na fase oleosa do CVNE pode ter contribuído para o 

aumento do tamanho das gotas em relação a BNE. Já foi relatado que o tamanho da gota de 

nanoemulsões carregadas com carvacrol pode variar de acordo com a proporção da razão 

CV/MCT na fase oleosa (RYU et al., 2018). A proporção de CV/MCT, surfactantes e 

parâmetros ultrassônicos foram responsáveis pelo tamanho do CVNE. 

O índice de polidispersão (PDI) também foi utilizado para avaliar a estabilidade das 

nanoemulsões. Este termo “polidispersividade” é usado para descrever o grau de uniformidade 
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da distribuição do tamanho das gotas dentro de um sistema (DANAEI et al., 2018). Além disso, 

o PDI pode ser avaliado em relação ao tempo. Se forem observadas variações nos valores de 

PDI, isso pode sugerir uma indicação de desestabilização da formulação, como fenômenos de 

coalescência ou agregação de gotículas. O CVNE obteve o PDI no dia 1 de 0,14 ± 0,03, e ao 

final da avaliação no dia 90, não houve alteração estatística no resultado (p < 0,05). 

Nanoemulsões contendo gotículas relativamente pequenas (<200 nm) com valores de PDI <0,3 

são consideradas populações monodispersas (AHMED et al., 2012; SINGH et al., 2017). 

Assim, a CVNE e a BNE foram consideradas monodispersas de acordo com os parâmetros 

descritos acima. Outro estudo de nanoemulsão CV contendo MCT apresentou resultados 

semelhantes (RYU et al., 2018). 

Outro parâmetro de estabilidade importante a ser observado é o potencial zeta das 

nanoemulsões. No desenvolvimento das nanoemulsões neste estudo foram utilizados dois 

surfactantes não iônicos. Observou-se que CVNE e BNE apresentam valores ligeiramente 

negativos para o potencial zeta. Quanto mais positivo ou negativo for o potencial zeta, melhor 

é a estabilidade da nanoemulsão (SINGH et al., 2017). Esses valores podem ser atribuídos à 

presença de íons aniônicos (como OH-) liberados pelos componentes do óleo e surfactantes 

(CHEN et al., 2013; HSU; NACU, 2003). Outro estudo de nanoemulsão do tipo O/A carregada 

com carvacrol contendo MCT e um surfactante não iônico (Tween 20) também mostrou valores 

de potencial zeta semelhantes, entre - 15.3 ± 1.0 mV e -24.7 ± 2.0mV, tais valores são 

justificados devido ao MCT ser composto por ácidos graxos livres e sais, e estar presente na 

interface do surfactante gerando uma troca contínua de moléculas entre o interior das gotículas, 

a fase contínua e a interface (SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2015). Além dos valores de 

potencial zeta, o mesmo estudo apresenta valores de PDI semelhante a CVNE.  

Os valores de pH apresentados variaram entre 5,62 e 5,85 para CVNE e 5,62 e 5,88 para 

BNE. O pH levemente ácido do CVNE pode ser postulado como não tendo grande relevância 

com relação a irritabilidade gástrica (GORAIN et al., 2014). Compreender a estabilidade da 

nanoemulsão ao longo do tempo é um parâmetro importante para viabilizar os estudos 

biológicos. Essa estabilidade do tamanho de gotícula do CVNE pode ser atribuída à seleção dos 

surfactantes, que apresentam um valor de HLB próximo ao HLB ideal da fase oleosa e à 

presença de triglicerídeo de cadeia média (MCT) (DAVIS et al., 2019; MCCLEMENTS, 2011; 

KOROLEVA; NAGOVITSINA; YURTOV, 2018). O MCT foi selecionado por ser um bom 

inibidor de amadurecimento de Ostwald e contribuir para a produção de nanoemulsões com 
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gotas de tamanho pequeno (RYU et al., 2019; CHANG; MCLANDSBOROUGH; 

MCCLEMENTS, 2012). 

 

5.3 Atividade de citotoxicidade 

A citotoxicidade in vitro de CVNE, BNE e CV foi avaliada em células mononucleares 

de sangue periférico (PBMCs) usando o ensaio MTT. 

CVNE e BNE mostraram viabilidade celular média maior que 95% em todas as 

concentrações testadas (50 µM, 100 µM e 200 µM). O CV mostrou uma viabilidade celular 

média superior a 99% na concentração de 50 µM e superior a 90% nas concentrações de 100 e 

200 µM. Com base nestes resultados, as concentrações de 25 µM e 50 µM foram selecionadas 

para os ensaios de atividade imunomoduladora. 

 

5.4 Avaliação de citocinas in vitro 

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram usadas em nosso estudo 

para avaliar os níveis de citocinas in vitro. Estas células podem servir de modelo para a 

compreensão das expressões de citocinas (CALTON et al., 2015). PBMCs consistem em um 

grupo de células, incluindo linfócitos e monócitos/macrófagos, com um papel importante na 

resposta inflamatória (STEPIEN; NUGENT; BRENNAN, 2014). Assim, essas células podem 

ser utilizadas em modelos in vitro para quantificar citocinas envolvidas em processos 

inflamatórios (DE OLIVEIRA et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2019). Porém, é importante 

ressaltar que nossos resultados refletem principalmente as citocinas produzidas pelas células T, 

devido ao estímulo in vitro utilizado. 

A citocina imunossupressora (IL-10), mediador inflamatório (IL-6) e citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β, IL-2, IL-17, IFN-ɣ e TNF-α) foram quantificados em PBMCs de 

indivíduos saudáveis estimulados com anti -CD3 e anticorpos anti-CD28 (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 

 

Figura 6. Atividade imunomoduladora de CVNE, BNE e CV em células PBMC 

 

Fonte: dados da pesquisa. As barras representam os níveis de citocinas: IL-1β (A); IL-2 (B); IL-6 (C); 

IL-10 (D); IL-17 (E); IFN-γ (F); e TNF-α (G) em duas concentrações diferentes (25 e 50 µM). Não 
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estimulado (célula); e condições de células estimuladas (anticorpos anti-CD3 e anti-CD28). * p <0,05; 

** p <0,01 (Média ± SEM, seguido pelo teste dos postos sinalizados de Wilcoxon). 

O CV nas concentrações de 25 e 50 µM reduziu os níveis de IL-2 (p = 0,007 e p = 0,023) 

no sobrenadante de cultura de PBMCs (Figura 6). Ensaios in vivo demonstraram que o CV 

reduz os níveis de citocinas pró-inflamatórias  como IFN-γ, IL-6 e IL-17 em modelos de 

encefalomielite autoimune e asma (MAHMOODI et al., 2019)(EZZ-ELDIN; ABOSEIF; 

KHALAF, 2020)(KHAZDAIR; BOSKABADY, 2019). Em um ensaio clínico realizado por 

Kianmehr e colaboradores (2016) foi demonstrado que o tratamento com CV por dois meses 

reduziu os níveis de citocinas inflamatórias IL-4, TGF-β e IL-17 (KIANMEHR; REZAEI; 

BOSKABADY, 2016). Outros trabalhos descrevem a atividade do CV, ou óleo essencial 

contendo CV, para diminuir citocinas pró-inflamatórias e biomarcadores inflamatórios 

(JALALI et al., 2013)(KARA et al., 2015)(HAN; PARKER, 2017)(ZOU et al., 

2016)(PENSADO et al., 2014).  

 A CVNE na concentração de 25 µM reduziu os níveis de IL-17 (p = 0,015) enquanto 

na concentração de 50 µM reduziu os níveis de IL-2 (p = 0,015), IFN-γ (p = 0,015) e IL-17 (p 

= 0,031) (Figura 7).  
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Figura 7. Desenho esquemático da influência da nanoemulsão com carvacrol na inibição de 

citocinas pró-inflamatórias produzidas por células T estimulados com anticorpos anti-

CD3 e anti-CD28.  

 

Fonte: dados do autor. A: liberação de citocinas pelas células T sem tratamento com CVNE. B: liberação 

de citocinas pelas células T com tratamento da CVNE na concentração de 50mM.  

 

O aumento de citocinas que foram inibidas pela CVNE em relação ao CV pode ser 

atribuído ao tamanho da nanoemulsão. A IL-17 tem um papel importante na indução e 

manutenção da inflamação crônica, estimulando outras células a secretar mais citocinas e 

fatores de crescimento (JALALI et al., 2013). Além disso, a IL-17 e o IFN-γ têm papel 

fundamental no desenvolvimento e agravamento de doenças autoimunes (MAHMOODI et al., 

2019). O IFN-γ contribui para o desencadeamento de macrófagos M1 e indução da síntese de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies reativas de nitrogênio (NOS) por células 

apresentadoras de antígenos (MAHMOODI et al., 2019). Esses achados podem oferecer bons 

resultados em testes in vivo. Algumas patologias inflamatórias apresentam níveis elevados 

dessas citocinas, como Esclerose Sistêmica, Esclerose Múltipla e Asma (DE ALMEIDA et al., 

2019; MAHMOODI et al., 2019; JALALI et al., 2013). 
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A BNE foi formulada sem bioativos para analisar se os constituintes da formulação 

poderiam ser tóxicos ou interferir na produção de citocinas. Observou-se que o BNE não 

apresentou atividade citotóxica e não interferiu na produção de citocinas, exceto pelo aumento 

(p = 0,039) na expressão de IL-6. A fase oleosa da BNE era composta por MCT. O MCT pode 

ser misturado com outros óleos, pois não tem atividade biológica (DANTAS et al., 2021). Além 

disso, foram utilizados dois tensoativos não iônicos na fase aquosa, Span 80 e Tween 80. Esses 

tensoativos foram escolhidos devido à baixa toxicidade (PENSADO et al., 2014)(DAVIS et al., 

2019). A diferença entre os valores obtidos pela BNE e CVNE são relevantes pois Os resultados 

obtidos pelo BNE são significativos ressaltam que a atividade inibitória obtida pela CVNE se 

deu devido às propriedades do CV. 

A inflamação sistêmica pode ser caracterizada por altos níveis de biomarcadores 

inflamatórios na corrente sanguínea produzidos por PBMCs, como TNF-α, IL-1β, IL-6 e outras 

citocinas (CALTON et al., 2015). Bioativos que apresentam redução na produção de citocinas 

pró-inflamatórias são bons candidatos a antiinflamatórios.  
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6 CONCLUSÃO  
 

Em conclusão, observamos que foi possível formular uma nanoemulsão com carvacrol 

com estabilidade mínima de 90 dias, com taxa de eficiência de encapsulação de 84% .  CVNE 

não apresentou atividade citotóxica nas concentrações avaliadas (até 200 µM) mostrando uma 

viabilidade celular média acima de 90%. Além disso, o CVNE melhorou a atividade biológica 

com relação ao CV, inibindo os níveis de citocinas pró-inflamatórias (IL-2, IL-17 e IFN-γ) em 

uma concentração de 50 µM e o nível de IL-2 na concentração de 25 µM, quantificadas no 

sobrenadante de cultura de PBMC. Dessa forma, pudemos obter um potencial imunomodulador 

do CV em sistema nanoemulsionado, e sugerimos que novos estudos sejam realizados, como 

os testes in vivo e testes de absorção oral, para melhor compreender o desempenho do CVNE. 
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APÊNDICE A 

Figura: Distribuição de tamanho por intensidade de nanoemulsão sem carga (BNE) no D1. 

 

Fonte: dados da pesquisa (2020) 

 

Figura: Distribuição de tamanho por intensidade de nanoemulsão carregada com carvacrol 

(CVNE) em D1. 

 

Fonte: dados da pesquisa (2020) 
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