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RESUMO

Doengas tropicais negligenciadas como a leishmaniose tegumentar (LT),
dengue, virus Zika e Chikungunya, transmitidas por mosquitos, representam
desafios significativos para a saude publica em todo o mundo, especialmente
nas regides tropicais e subtropicais. A LT, uma infecgdo parasitaria causada por
protozoarios do género Leishmania, afeta a pele e as mucosas, causando
lesbdes graves e debilitantes. Paralelamente, a rapida propagacéo e adaptacao
de virus como a Dengue, Zika e Chikungunya ressalta a necessidade de
desenvolvimento de produtos e métodos que permitam o controle, tratamento
e, em alguns casos, a erradicagdo dessas doengas. Dessa forma,
considerando a crescente resisténcia aos tratamentos convencionais e o alto
custo dos medicamentos disponiveis atualmente para o tratamento dessas
doencas, e considerando também a possibilidade de efeitos colaterais
adversos, produtos a base de compostos naturais emergem como uma
alternativa promissora aos métodos tradicionais de controle e tratamento. O
O0leo essencial da Pectis brevipedunculata (Gardner) Sch.Bip. (OEPD),
popularmente conhecida como “capim-limao”, tem se destacado como uma
alternativa natural com potencial larvicida, especialmente no controle de
vetores como o Aedes aegypti, devido a sua composi¢ao quimica, rica em
monoterpenos oxigenados como o geranial e o neral, com significativa
atividade bioldgica, oferecendo uma abordagem sustentavel e de baixo impacto
ambiental em relacdo aos métodos tradicionais de controle vetorial. Neste
trabalho, um nanogel eco-friendly a base dos polimeros plurbnico F127 e
carbopol 974P do OEPb (nGP) foi desenvolvido utilizando uma metodologia de
baixo custo e livre de solventes orgéanicos. O nGP apresentou boa estabilidade
fisica e quimica, mediante os testes de estabilidade acelerada. Técnicas de
caracterizacao (UV-Vis, FTIR, DLS, MEV e AFM) confirmaram a incorporagao
do OEPbH na matriz do nGP, revelando o tamanho de particulas na escala
nanométrica. Ensaios in vitro contra larvas de A. aegypti foram realizados e
revelaram que na dose de 500 ug/mL do nGP, as taxas de mortalidade foram
de 96,0% = 7,0 apds 24 h e 100,0% £ 0,0 apdés 48 h. O grupo de controle

positivo tratado com temefés (100,0 pg/mL) alcangou 100% de mortalidade em



ambos os momentos, validando as condi¢des experimentais e fornecendo uma
referéncia para avaliar a eficacia do produto proposto. A atividade
leishmanicida in vitro foi avaliada em promastigotas de Leishmania
amazonensis, e os efeitos anti-inflamatoérios in vivo foram avaliados usando um
modelo de edema de pata de camundongos. /n vitro, nGF4 (nanogel carregado
com EOPDb) demonstrou atividade leishmanicida significativa, com taxas de
mortalidade de promastigotas excedendo 80% em 24 h e 90% em 48 h. In vivo,
nGF2, nGF3 e nGF4 exibiram efeitos anti-inflamatérios, com nGF3 e nGF4
reduzindo edema em 62,7% em 2 h pdés-tratamento. O nanogel vazio (nGFO)
mostrou atividade anti-inflamatéria minima. Neste estudo, também foi
desenvolvido um segundo nanogel (nGPC) com a incorporagdo de dois
principios ativos: OEPb e curcumina, a partir da otimizagao da formulagao nGP.
O nGPC apresentou boa estabilidade fisica e quimica, mediante os testes de
estabilidade acelerada. Técnicas de caracterizagdo (FTIR, DLS, MEV, AFM e
Reologia) confirmaram a incorporagcdo do OEPb na matriz do nGPC, revelando
tamanho de particulas na escala nanométrica. Ensaios in vitro contra
Leishmania (Leishmania) amazonensis também foram realizados para o nGPC,
e para os principios ativos puros: OEPb e curcumina. Os resultados
demonstraram que o nGPC aumentou significativamente a atividade
antipromastigota em comparagcdo com Curcumina livre e OEPb. Na
concentracdo mais alta testada (50,0 yg/mL OEPb e 17,5 pg/mL Curcumina),
NGPC induziu mais de 88% de mortalidade em promastigotas LLa ao longo de
24, 48 e 72 h, indicando eficacia sustentada. Mesmo em concentragdes mais
baixas, nGPC manteve atividade dependente da dose, sugerindo um efeito
sinérgico entre Curcumina e OEPDb. Esses resultados evidenciam o potencial
de nGP e nGPC como um nanocarregador inovador para o tratamento

alternativo contra leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Nanogéis, Oleo essencial, Pectis brevipedunculata, Aedes

aegypti, Leishmaniose.



ABSTRACT

Transient diseases such as cutaneous leishmaniasis (TL), dengue, Zika virus
and Chikungunya, transmitted by mosquitoes, represent significant challenges
to public health worldwide, especially in tropical and subtropical regions. TL, a
parasitic infection caused by protozoa of the genus Leishmania, affects the skin
and mucous membranes, causing severe and debilitating lesions. At the same
time, the rapid spread and adaptation of viruses such as dengue, Zika and
Chikungunya highlight the need to develop products and methods that allow the
control, treatment and, in some cases, eradication of these diseases. Thus,
considering the growing resistance to conventional treatments and the high cost
of drugs currently available for the treatment of these diseases, and also
considering the possibility of adverse side effects, products based on natural
compounds emerge as a promising alternative to traditional methods of control
and treatment. The essential oil of Pectis brevipedunculata (Gardner) Sch.Bip.
(OEPDb), popularly known as lemongrass, has stood out as a natural alternative
with larvicidal potential, especially in the control of vectors such as Aedes
aegypti, due to its chemical composition, rich in oxygenated monoterpenes such
as geranial and neral, with significant biological activity, offering a sustainable
approach with low environmental impact compared to traditional vector control
methods. In this work, an ecological nanogel based on pluronic polymers F127
and carbopol 974P of OEPb (nGP) was developed using a low-cost
methodology free of organic solvents. The nGP showed good physical and
chemical stability through accelerated stability tests. Characterization
techniques (UV-Vis, FTIR, DLS, SEM and AFM) confirmed the incorporation of
OEPDb in the nGP matrix, revealing particle size in the nanometric scale. In vitro
assays against A. aegypti larvae were performed and revealed that, at a dose of
500 pg/mL of nGP, mortality rates were 96.0% * 7.0 after 24 h and 100.0% %
0.0 after 48 h. The positive control group treated with temephos (100.0 pg/mL)
achieved 100% mortality at both time points, validating the experimental
conditions and providing a reference to evaluate the efficacy of the proposed

product. The in vitro leishmanicidal activity was evaluated in Leishmania



amazonensis promastigotes, and the in vivo anti-inflammatory effects were
assessed using a mouse paw edema model. In vitro, nGF4 (EOPb-loaded
nanogel) demonstrated significant leishmanicidal activity, with promastigote
mortality rates exceeding 80% at 24 h and 90% at 48 h. In vivo, nGF2, nGF3,
and nGF4 exhibited anti-inflammatory effects, with nGF3 and nGF4 reducing
edema by 62.7% at 2 h post-treatment. The empty nanogel (nGF0) showed
minimal anti-inflammatory activity. In this study, a second nanogel (nGPC) was
also developed with the incorporation of two active ingredients: OEPb and
curcumin, from the optimization of the nGP formulation. nGPC showed good
physical and chemical stability through accelerated stability tests.
Characterization techniques (FTIR, DLS, SEM, AFM, and Rheology) confirmed
the incorporation of OEPb into the nGPC matrix, revealing particle size in the
nanometric scale. In vitro assays against Leishmania (Leishmania)
amazonensis were also performed for nGPC, and for the pure active
ingredients: OEPb and curcumin. The results demonstrated that nGPC
significantly increased the antipromastigote activity compared to free curcumin
and OEPb. At the highest concentration tested (17.5 yg/mL OEPb and 50.0
pg/mL Curcumin, nGPC induced more than 88% mortality in LLa promastigotes
over 24, 48 and 72 h, showing sustained efficacy. Even at lower concentrations,
NGPC has dose-dependent activity, providing a synergistic effect between
Curcumin and OEPDb. These results highlight the potential of nGP and nGPC as

an innovative nanocarrier for alternative treatment against leishmaniasis itself.

Keywords: Nanogels, Essential oil, Pectis brevipedunculata, Aedes aegypti,

Leishmaniasis.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO
1.1 Doencgas Tropicais Negligenciadas

As Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doengas
infecciosas que afetam predominantemente populagcbes pobres em regides
tropicais e subtropicais, causadas por virus, bactérias, parasitas e vermes.
Dentre as DTNs mais destacadas estdo a dengue, chikungunya, zika virus e a
leishmaniose, todas com impactos devastadores em populagdes vulneraveis
(Ministério da Saude, 2024). Somente no ano de 2024, o Brasil registrou mais
de 2 milhdes de casos de dengue e 107.528 mil casos de chikungunya em todo
0 pais, sendo considerado um dos maiores numeros ja registrados desde o
inicio do monitoramento nos anos 2000 (Brasil, 2024).

Segundo o Ministério da Saude, no Brasil em 2023, foram registrados
aproximadamente 13 mil casos de leishmaniose tegumentar (LT) e 2 mil casos
de leishmaniose visceral (LV), localizados, especialmente, nas regides do Norte
e Nordeste (Brasil, 2024). Até o momento, ndo ha vacina para uso humano
contra essa infeccdo parasitaria e o tratamento disponivel apresenta efeitos
colaterais significativos, contribuindo para a alta taxa de abandono do
tratamento e o surgimento de cepas resistentes. O elevado indice dessas
DTNs representa um grande desafio para a saude publica devido a sobrecarga
nos sistemas de saude, especialmente nas regides mais afetadas. A alta
incidéncia dessas doencas implica em custos significativos para o tratamento,

além do impacto direto na qualidade de vida das populacdes afetadas.

1.2 A Leishmaniose: Causa e Tratamento

A leishmaniose é uma doencga infecciosa endémica, ndo contagiosa,
causada por diferentes espécies de protozoarios flagelados do género
Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae. A transmiss&o ocorre
através da picada de fémeas de mosquitos flebotomineos, popularmente

conhecidos como mosquito-palha, birigui ou tatuquira (Fig. 1). Durante o
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repasto sanguineo, o mosquito inocula no hospedeiro a forma promastigota do
parasita (estagio infeccioso), que, uma vez dentro das células fagociticas do
hospedeiro, transforma-se em amastigota (estagio tecidual), multiplicando-se e
infectando outras células (Talismi, Zahedifard e Rafati, 2018). A leishmaniose
pode se manifestar de duas formas principais: visceral (LV) e tegumentar (LT).
Na forma tegumentar, as lesbes séo caracterizadas por ulceras avermelhadas
de bordas elevadas que, se nao tratadas, podem evoluir para deformagdes
graves e infecgdes secundarias causadas por bactérias oportunistas, como

Staphylococcus aureus (Vera et al., 2001).

Figura 1: A esquerda- Flebotomineo picando um hospedeiro mamifero: Quando um mosquito
infectado realiza o repasto sanguineo a um hospedeiro, os parasitas do género Leishmania que
estdo presentes na sua saliva sdo injetados na corrente sanguinea. A direita- Ferida cutanea
desenvolvida em um hospedeiro e as representagdes das formas amastigota, arredondada
(inferior) e promastigota, flagelada (superior).

De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil, a forma tegumentar é a
mais comum da leishmaniose (Brasil, 2022). Também conhecida como ulcera
de Bauru, nariz de tapir, botdo do Oriente e ferida brava, a LT é caracterizada
pela formacao de ulceras avermelhadas, uUnicas ou multiplas, com bordas
elevadas nas mucosas e na pele. A evolucido da doencga pode resultar em
ulceragdes destrutivas nas cavidades nasal, faringe e laringe, levando a
deformacgdes graves, configurando a forma mucocutanea (Fig. 1). Entre 2001 e
2021, nas Américas, foram registrados 1.105.545 casos de leishmaniose
cutédnea (LC) e 69.665 novos casos de LV, com uma média anual de 2.488
casos e uma taxa de letalidade de cerca de 8%, considerada a mais alta em

comparagao com outros continentes (OPAS, 2022).
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O tratamento da leishmaniose possui um custo elevado, tornando-se
inacessivel para grande parte da populagédo de baixa renda. Os medicamentos
utilizados para tratar essa doenga possuem precos elevados, além dos custos
adicionais com exames, consultas médicas e internagdes em casos graves. Em
muitos paises endémicos, como no Brasil, onde a doenga afeta principalmente
populagdes vulneraveis, o acesso ao tratamento depende de programas
publicos de saude. No entanto, a oferta nem sempre é suficiente, e a falta de
investimentos em alternativas terapéuticas acessiveis agrava a situacdo. Sem
assisténcia governamental, o alto custo do tratamento deixa muitos pacientes

sem opg¢oes, perpetuando o ciclo de pobreza e doenca.

Além disso, o surgimento de resisténcia aos medicamentos
convencionais torna urgente o desenvolvimento de terapias alternativas mais
eficazes e acessiveis para tratar as feridas causadas pela LT, especialmente
para as populacdes mais afetadas. Atualmente, o tratamento é realizado com
antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®), anfotericina B e pentamidina
(Fig. 2). No Brasil, o glucantime ¢é utilizado como primeira escolha na
terapéutica da leishmaniose. Esse composto € obtido sinteticamente a partir do
acido antimbénico e da N-metil-glucamina. Devido as baixas dosagens e
tratamentos descontinuos, comecaram a ocorrer falhas na terapia e
consequente aumento das formas resistentes de parasitas (Balafa-Fouce et
al.,, 1998). O glucantime é rapidamente absorvido e excretado nas primeiras
48h pelos rins apds administracdo endovenosa ou intramuscular, o que faz com
que seja necessaria a administragado de doses elevadas do farmaco para obter
a eficacia do tratamento (Rath et al., 2003). Assim, consequentemente
causando efeitos colaterais como toxicidades cardiaca, hepatica, pancreatica,
renal e do sistema musculo-esquelético (Neves et al., 2011). O mecanismo de
acao e a eficacia terapéutica do glucantime ainda ndo € bem conhecido,
estudos sugerem que o antimdénio pentavalente (glucantime) possa ser uma
pré-droga, que é convertido metabolicamente a antimdnio trivalente apos sua
administragcdo (Roberts; McMurray e Rainey, 1998), e que assim possa
interferir no processo de b-oxidagao de acidos graxos e glicdlise do parasita,
levando a uma deplecdo dos niveis de ATP intracelular (Balaha-Fouce et
al.,1998).
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A anfotericina B é um antibiético antifungico derivado de uma cepa de
Streptomyces nodosus, sendo indicada como segunda opgdo para o para o
tratamento da LT (Neves et al,. 2011). Ele interage com o ergosterol da
membrana celular, formando poros que alteram a permeabilidade celular e o
balanco i6nico, causando a morte da célula parasitaria (Rath et al., 2003).
Entretanto, pode ligar-se também ao colesterol presente na membrana
plasmatica das células do hospedeiro, causando boa parte dos efeitos toxicos
(Filippin e Souza, 2006). Os efeitos colaterais mais frequentes séao: febre,
cefaléias, nauseas, vdmitos, hiporexia, tremores, calafrios, flebite, cianose,
hipotensdo, hipopotassemia, hipomagnesemia e alteracdo da fung¢do renal
(BRASIL, 2011).

Quanto a pentamidina, ela é um derivado sintético da amidina,
considerada uma droga de segunda escolha para tratar a leishmaniose.
Existem poucos trabalhos na literatura disponiveis e o mecanismo de acéo
dessa droga ainda nao foi totalmente elucidado. Estudos sobre o mecanismo
de acado sugerem que a pentamidina atua ligando-se ao DNA e inibindo sua
sintese, o que leva a disfungdo celular, especialmente nas células do
hospedeiro (Lima et al., 2007). Em outro estudo publicado por Neves et al.
(2011), eles sugerem que o mecanismo de agdo da pentamidina ocorreria por
inibicdo de diferentes processos celulares, ainda nao totalmente elucidados.
Em analises ultraestruturais da infeccao por Leishmania amazonensis na
presencga de pentamidina (in vitro) revelaram danos significativos a mitocéndria,
incluindo ruptura extensa, fragmentagdo da membrana e das cristas
mitocondriais, além disso, observou-se a inibicdo da diferenciagdo de
amastigotas em promastigotas, evidenciando o impacto da pentamidina na
morfologia e no ciclo de vida do parasito (Croft et al., 1982). Ademais, ela
também pode causar efeitos adversos, como disturbios cardiacos e renais.

Com dosagens estabelecidas pelo Ministério da Saude (Ministério da
Saude 2007). A Resolugao n°® 1/2020 da Anvisa dispde sobre o prego maximo
dos medicamentos a ser praticado em farmacias e drogarias (preco final ao
consumidor), além de outras providéncias. Nos termos da resolugdo, e,
considerando a atualizagao de Novembro de 2022 da Camara de Regulagao do
Mercado de Medicamentos- (CMED), o prego maximo médio praticado para o

Glucantime® é de R$ 599,14 (50 ampolas; dose diaria de 1-3 ampolas por dia)
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e para anfotericina B de R$ 1.121,52 (50mg-25 ampolas, dosagem
recomendada de 15 mg/kg/dia). Da analise, fica claro que um individuo
portador de leishmaniose representa uma despesa diaria ao SUS que varia de
R$ 12,00 (Glucantime®) a R$ 6.726,00 (Anfotericina B). Contudo, também fica
as expensas do sistema publico de saude custo de intervencao
médica/hospitalar para administracdo dos medicamentos devido aos efeitos

adversos severos.
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Figura 2: Representacédo quimica das estruturas dos medicamentos Anfotericina B, Glucantime
e Pentamidina, utilizados para tratar a Leishmaniose.

Somado a esta problematica terapéutica, até o momento, ndo existe
vacina de uso humano para esta parasitose e o tratamento apresenta severos
efeitos colaterais, fato que colabora para alta taxa de abandono precoce do
tratamento e consequente desenvolvimento de cepas resistentes. Estes dados
demonstram a falha na prevengao e tratamento da leishmaniose e de outras
doencgas negligenciadas, justificando, assim, a importancia e a necessidade de
buscar estratégias mais eficazes e acessiveis a populagao, como por exemplo,
medicamentos fitoterapicos com potencial leishmanicida bem como, o

desenvolvimento de materiais avancados tecnolégicos de alta eficacia.
1.3 Arboviroses Urbanas e o Ciclo de Vida do Aedes aegypti

As arboviroses urbanas, como dengue, zika, chikungunya e febre

amarela, representam um significativo desafio a saude publica, sendo
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responsaveis por surtos devastadores em areas densamente povoadas.
Transmitidas principalmente pelo mosquito Aedes aegypti (A. aegypti), essas
doencgas nao apenas afetam a saude humana, mas também sobrecarregam os
sistemas de saude em regides urbanas e rurais (Rodrigues, 2024).
Originalmente nativo da Africa, o A. aegypti adaptou-se com eficiéncia a
ambientes urbanos, encontrando condi¢cdes favoraveis para sua proliferacao
em quase todos os continentes, especialmente em areas tropicais e
subtropicais.

O comportamento sinantropico e antropofilico do A. aegypti que o leva a
viver proximo aos seres humanos e a preferir alimentar-se de seu sangue,
torna-o um vetor eficaz na transmissdo de arboviroses. Este mosquito,
caracterizado por sua coloragao preta com listras brancas e asas translucidas,
apresenta atividade diurna é capaz de picar de forma quase imperceptivel,
especialmente em ambientes fechados e com pouca luz (Ferreira et al., 2022).
A fémea, ao se alimentar, é responsavel pela transmissao de patégenos que
causam essas doengas.

A complexidade da dindmica de transmiss&o dessas arboviroses, aliada
ao risco de coinfecgdes, torna imprescindivel a adog¢do de abordagens
integradas que combinem o controle de vetores com intervengbes
farmacoldgicas, visando mitigar o impacto desses virus na saude global (Jones
et al., 2021). Embora os inseticidas quimicos tradicionais sejam amplamente
utilizados, a crescente resisténcia do A. aegypti a esses produtos destaca a
urgéncia na busca por alternativas mais sustentaveis e eficazes para o controle
de vetores (Wang, 2023). O impacto das arboviroses vai além das infecgbes
agudas, resultando em surtos recorrentes em regides com alta concentragao
de mosquitos. Em 2024, o Brasil registrou numeros alarmantes, com milhdes
de casos de dengue, chikungunya e zika, reforgando a necessidade de agdes
integradas e continuas de controle e prevencdo para minimizar surtos
epidémicos.

O ciclo de vida do A. aegypti € fundamental para compreender sua
eficiéncia como vetor e consiste em quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto
(Fig. 3). Este ciclo é fortemente influenciado por fatores ambientais, como a
disponibilidade de agua e a temperatura (Gomes et al., 2024). Em condi¢des

ideais, a duragao do ciclo completo é de aproximadamente 7 a 10 dias, o que
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facilita a rapida reproducdo em areas urbanas. Os ovos sao depositados pelas
fémeas nas “paredes” de recipientes, logo acima da superficie da agua.
Inicialmente brancos, esses ovos tornam-se negros e brilhantes ap6s um curto
periodo. Apos cerca de dois a trés dias de desenvolvimento, eles se tornam
resistentes a dessecagao e podem permanecer viaveis em condicbes secas
por até um ano (Natal, 2002). Quando entram em contato com a agua, 0s ovos
sao estimulados a eclodir em um intervalo de 2 a 3 dias, dependendo da

temperatura (25-46 °C), iniciando a geragao de imaturos (Farnesi et al., 2009).
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Figura 3: Ciclo de vida do mosquito A. aegypti: O primeiro estagio corresponde a fase ovular,
seguida pelo segundo estagio, onde ocorre o desenvolvimento larval. Essa fase larval é
subdividida em quatro instares (L1-L4), ao longo dos quais a larva passa por sucessivas mudas
antes de atingir o terceiro estagio, que corresponde a fase de pupa. A pupa, por sua vez, evolui
para o quarto e ultimo estagio, no qual ocorre a emergéncia do mosquito adulto.

Apds a ecloséo, as larvas vivem exclusivamente na agua, passando por
quatro estagios de desenvolvimento (L1, L2, L3 e L4), alimentando-se de
matéria organica no ambiente aquatico. A transi¢cdo entre os estagios ocorre
através de um processo denominado “muda”, onde o exoesqueleto é
desprendido. As larvas sdo moéveis e realizam um nado caracteristico em
movimento de “sacudida”, subindo a superficie para respirar através de um
sifao. Essa fase larval é crucial para o crescimento do mosquito, durando em
média 4 a 5 dias, e esta diretamente relacionada a temperatura e a
disponibilidade de alimento (Junior et al., 2024). Apds atingirem o quarto

estagio, as larvas se transformam em pupas, onde ocorre a metamorfose
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completa. As pupas permanecem aquaticas e imoveis, exceto para subirem a
superficie para respirar. Essa fase é relativamente curta, durando de 2 a 3 dias,
até que o mosquito adulto emerja na superficie da agua. Em poucos minutos,
suas asas se expandem e endurecem, preparando-o para o voo. Portanto, o
controle de criadouros e a adogcdo de medidas preventivas sdo cruciais para

reduzir a disseminagao dessas doencgas e proteger a saude publica.
1.4 Flora Maranhense como Fonte de Medicamentos Naturais

Neste sentido, a flora Medicinal Maranhense apresenta-se como uma
fonte renovavel, apropriada a produgdo de esséncias aromaticas, extratos,
compostos isolados e como alternativa econdbmica para o desenvolvimento
sustentavel da regido, com reais perspectivas de geragdo de riqueza,
agregando valor e competitividade na utilizacdo dos recursos naturais e da
biodiversidade brasileira. O uso econdmico da flora aromatica e medicinal
autéctone vem sendo feito sistematicamente em outros paises, em face de
menor exigéncia a agricultura primaria, porém, poucos apresentam a
multiplicidade de plantas e ecossistemas que a Amazoénia Brasileira possui. Os
Oleos essenciais tém se destacado como uma alternativa promissora tanto para
o tratamento de doengas quanto para o controle de vetores (Bitencourt et al.,
2022; Mousavi, 2023). Pectis brevipedunculata (Gardner) Sch. Bip.,
pertencente a familia Asteraceae, € uma planta herbacea comumente
encontrada em regides tropicais e subtropicais das Américas, particularmente
em paises como Brasil, Argentina e Uruguai. Conhecida pelas potenciais
propriedades medicinais de suas espécies, tem sido tradicionalmente utilizada
em diversas culturas por seus beneficios terapéuticos, incluindo efeitos
anti-inflamatérios e antimicrobianos. Esta espécie € caracterizada por sua
folnagem aromatica e flores amarelas distintivas, sendo um importante objeto
de estudo na etnofarmacologia e na pesquisa de produtos naturais,
especialmente no contexto do desenvolvimento de medicamentos naturais e na
compreensao de seu papel ecoldgico (Fig. 4). O género Pectis, conhecido por
seu alto teor de monoterpenos, possui um potencial significativo como fonte de
larvicidas naturais. Monoterpenos como neral, geranial, a-pineno e limoneno
presentes no OEPb, exibem forte atividade antimicrobiana e larvicida (Araujo et

al., 2024). Esses compostos perturbam processos fisioldgicos essenciais de
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microorganismos e larvas, resultando em altas taxas de mortalidade. Aproveitar
0 género Pectis, rico em monoterpenos, como larvicida natural, apresenta uma
alternativa ecolégica aos produtos quimicos sintéticos, aprimorando as
estratégias de manejo integrado no tratamento de DTNs e arboviroses de
forma mais segura e sustentavel em comparagdo com os medicamentos

inseticidas sintéticos usuais (Zohra et al,. 2022).
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Figura 4: Fotografias da espécie Pectis brevipedunculata e representagbes das estruturas
quimicas de seus principais constituintes, pertencentes a classe dos monoterpenos.

1.5 Curcumina um produto natural eficiente no tratamento de DTNs

Ainda considerando o potencial terapéutico das plantas medicinais, o
acafrao-da-terra € uma especiaria utilizada como um dos principais temperos
da tradigdo culinaria da india, e a mais de 4000 anos por diversas medicinas
orientais. A curcuma é uma planta rizomatosa herbacea perene (Curcuma
longa) da familia do gengibre (Priyadarsini, 2014). As propriedades medicinais
do curcuma, da qual € extraida a curcumina, sdo conhecidas ha milhares de
anos. A curcumina é um polifenol natural presente majoritariamente no rizoma
da Curcuma longa (agafrdo-da-terra) e em outras espécies (Curcuma spp.).
Tradicionalmente, a Curcuma longa tem sido utilizada em paises asiaticos
como erva medicinal em virtude de suas propriedades antioxidante (Gupta;

Patchva; Aggarwal, 2013), anti-inflamatéria (Ramirez et al, 2013)
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antimutagénica (Bay et al., 2019) antimicrobiana (Lestari; Indrayanto, 2014) e
anticancerigena (Mahady, 2002). A curcumina € um composto polifendlico de
férmula molecular C,H,,O, € peso molecular de 368,38 g/mol. Apresenta em
sua estrutura quimica dois anéis arilo contendo dois grupos fendlicos e um
grupo orto-metoxi os quais sao simetricamente ligadas em conjugacéo
eletrébnica com a porcdo [-dicetona, o que confere a sua estrutura quimica
uma extensa conjugacgao de elétrons &, fundamentais para o desempenho de

suas propriedades fotofisicas e fototerapéuticas (Fig. 5).

Curcumina

Figura 5: Fotos da esquerda para direita: Curcuma longa, rizoma e extrato de curcuma. Abaixo,
a representagao quimica estrutural da molécula de curcumina.

Quando irradiada com uma luz de comprimento de onda especifico
(entre 300 a 500 nm) a curcumina é fotoativada, fornecendo uma resposta
fototerapéutica de alta eficacia na inativagéo fotodindmica de microrganismos
(IFMO) (Duarte et al., 2020). Neste sentido, a curcumina tém sido amplamente
empregada em associagdo com a Terapia Fotodindmica (TFD), uma
modalidade clinica minimamente invasiva para o tratamento e/ou diagndstico
de uma variedade de doencgas. A TFD tem sido utilizada, em muitos caso,
como terapia de primeira escolha, principalmente por ndo induzir nenhum tipo
de resisténcia patogénica, em face do seu mecanismo de agao, o qual depende

exclusivamente e extensivamente da taxa de formacao de espécies reativas de
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oxigénio (EROs), em especial, da geracédo de oxigénio singlete ('O:) in situ, ou
seja, diretamente no alvo terapéutico (Dobson; Queiroz; Golding 2018).
Ressalta-se ainda que, embora um numero consideravel de trabalhos
envolvendo o potencial citotdxico da curcumina tenha sido publicado na ultima
década, sua associacdo com a TFD ainda merece atencao, fato este que abre
um vasto campo de investigagdo envolvendo esta modalidade clinica no

tratamento de DTNs.
1.6 Polimeros em Bloco como Sistemas Drug-delivery

A aplicacdo de polimeros biocompativeis na ciéncia farmacéutica e na
area médica tem avangado significativamente, refletindo progressos marcantes
tanto em formulagbes farmacéuticas convencionais quanto nas mais recentes
abordagens de nanomedicina. Esses polimeros desempenham um papel
essencial como excipientes, melhorando as propriedades dos farmacos e
ampliando suas aplicag¢des terapéuticas em diversas areas da saude (Figueiras
et al., 2022). Entre eles, os polimeros em bloco anfifilicos, destacam-se como
uma escolha preferencial para o desenvolvimento de formulagdes, devido as
suas propriedades estruturais e funcionais. Quando a concentracdo de um
copolimero anfifilico com segmentos de cadeias hidrofébicas, por exemplo,
poli(acido latico) (PLA), poli(acido D,L-latico) (PDLLA), poli(aminoacido),
policaprolactona (PCL), (poli(acido latico-co-glicdlico) (PLGA)) e porgdes
hidrofilicas (por exemplo, PEG) excede um valor especifico, conhecido como
concentragéao critica de agregacéo (CAC) para polimeros macromoleculares, as
micelas sao formadas por interacdes hidrofobicas primarias entre as cadeias
hidrofdbicas (Ghezzi et al., 2021).

Essas micelas poliméricas apresentam varias vantagens significativas:
(1) sao sistemas termodinamicamente estaveis, (2) permitem a solubilizacédo de
farmacos insoluveis por meio de seu encapsulamento em nucleos hidrofébicos,
(3) geralmente tém um tamanho de particula entre 10 nm e 100 nm, o que
facilita a passagem pelas regides vasculares comprometidas e permeaveis de
tumores, resultando em maior permeagao e tempo de retencéo (efeito EPR),
(4) possuem um efeito de longa circulagcdo devido a PEGilagdo dos
copolimeros, evitando a captacao pelo sistema endotelial reticular (RES), e (5)

apresentam boa degradacao polimérica e biocompatibilidade (Hwang; Ramsey;
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Kabanov, 2020). A organizagdo molecular em blocos distintos permite um
controle rigoroso da solubilidade, compatibilidade e auto-organizagdo em
sistemas complexos, como micelas e vesiculas. Essas caracteristicas sao
fundamentais para o desenvolvimento de sistemas de liberagao controlada de
farmacos, cosméticos e outras formulagdes, onde o ajuste das propriedades
fisico-quimicas do polimero € crucial para otimizar a estabilidade, a
biodisponibilidade e o perfil de liberagdo dos ativos. Além disso, os polimeros
em bloco oferecem atributos valiosos, como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, o que os torna altamente adequados para uso em
aplicagdes médicas e farmacéuticas avangadas (Lorson, 2018).

Diante dessas caracteristicas, os copolimeros em bloco ocupam uma
posicao estratégica racional para uma ampla gama de aplicagdes avangadas
em formulagdes nanoestruturadas. Sua habilidade para modular parametros
como solubilidade, estabilidade e perfil de liberacdo de ativos possibilita a
otimizagdo de sistemas de Iliberagdo controlada Drug-delivery e o
desenvolvimento de formulagcbes mais eficazes e direcionadas, tanto no
dominio farmacéutico quanto no médico (WHO, 2005). As nanoformulagdes
oferecem estabilidade aprimorada, entrega direcionada e liberagdo controlada
de agentes ativos, aumentando assim a eficacia e minimizando o impacto
ambiental (Santos et al., 2023).

Visando ampliar as pesquisas existentes sobre o0 wuso de
nanoformulagdes contendo produtos naturais como uma alternativa eficiente
para combater os vetores de arbovirus, apresentamos, pela primeira vez, o
desenvolvimento de uma formulagao na forma de nanogel nomeado de nGP,
de comportamento termossensivel, utilizando um método de baixa energia e
livre de solventes. Este nanogel contém predominantemente o copolimero
F127, um material ja aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para
usos farmacolégicos, juntamente com uma menor quantidade do polimero 974p
e uma alta concentragdo de OEPb. Nesta primeira etapa do trabalho,
mostraremos o desenvolvimento e caracterizagdo do nGP (Fig. 6). Testes de
estabilidade acelerada e teste de prateleira foram realizados para avaliar a
estabilidade fisica e quimica do material. A caracterizagao por meio de técnicas
de FTIR e DLS confirmou a incorporagéao bem-sucedida do OEPb na matriz do

nanogel. Os ensaios in vitro realizados em larvas de Aedes aegypfi
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demonstraram uma taxa de mortalidade marcadamente alta apos 48 h de

exposicao, destacando a eficacia do tratamento.

Este estudo apresenta o nanogel nGP como uma alternativa inovadora,
eficiente e sustentavel, destacando sua significativa atividade larvicida contra
A. aegypti, leishmanicida contra promastigotas de Leishmania amazonensis e
seu potencial anti-inflamatoério. A incorporacdo do OEPb em nanogéis
termossensiveis permite otimizar a biodisponibilidade e a estabilidade dos
compostos ativos, favorecendo sua aplicacdo em larga escala para o controle

sustentavel de vetores em areas endémicas.

Além disso, foram conduzidos ensaios in vitro para avaliar a agao
leishmanicida do nGP sobre promastigotas de L. amazonensis e seu efeito
anti-inflamatério em um modelo experimental de inflamacéo in vivo em patas de
camundongos. Como parte deste trabalho, também foi desenvolvido e
caracterizado um segundo nanogel, intitulado de nGPC, contendo uma
formulacado otimizada com OEPb e curcumina. Essa abordagem visa explorar
os efeitos citotdxicos in vitro dessa terapia combinada frente a promastigotas

de L. amazonensis, ampliando as perspectivas para o tratamento das DTNSs.
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Figura 6: Fotografia do nanogel nGPb, acompanhada de uma representacdo esquematica da
estruturagdo quimica, bem como das técnicas empregadas na primeira parte deste trabalho
para caracterizar a composi¢cdo quimica do OEPb e sua incorporagdo na matriz do gel.
Também inclui a representagdo da avaliagao in vitro de seu potencial larvicida contra larvas de

Aedes aegypti.
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CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doengas tropicais negligenciadas (DTNs)

DTNs englobam um grupo de enfermidades infecciosas causadas por
uma diversidade de agentes etiolégicos como virus, bactérias, parasitas e
vermes. Com incidéncia em 149 paises e responsaveis por cerca de 200 mil
mortes por ano, essas doengas representam um grave problema para a saude
publica global (Brasil, 2024d). Embora elas ndo sejam amplamente divulgadas,
as DTNs impactam a vida de milhares de pessoas ao redor do mundo,
causando sofrimento significativo, incapacidades permanentes e, em muitos
casos, a obito (Junior et al., 2021).

Essas doencgas afetam principalmente populacdes de baixa renda em
areas rurais, sendo reflexo das desigualdades sociais e da vulnerabilidade.
Além disso, sua maior prevaléncia ocorre em regides tropicais e subtropicais. O
termo “negligenciada” foi cunhado pela Organizagao Mundial da Saude (OMS),
referindo-se a falta de atencédo dada a essas doencas pelas grandes industrias
farmacéuticas que demonstram pouco interesse em investir no
desenvolvimento de tratamentos e vacinas devido a limitada lucratividade que
essas enfermidades oferecem (Schuler, 2021).

Entre as principais mazelas que compde esse grupo, estdo a dengue,
chikungunya, hanseniase, leishmaniose visceral, leishmaniose tegumentar,
doenga de Chagas, esquistossomose, filariose linfatica, tracoma e raiva
humana (Brasil, 2024d). A maioria dessas enfermidades € transmitida por
vetores como mosquitos, moscas, caramujos, contato com agua contaminada e
em alguns casos, ocorre a transmissédo de pessoa para pessoa. Fatores como
a pobreza, a falta de saneamento basico e auséncia de infraestrutura
adequada desempenham um papel crucial para a disseminagcdo dessas
doencgas (Jesus, 2012).

Além dos danos a saude, as DTNs impdéem um impacto econdémico
significativo nas comunidades e paises onde s&o endémicas. Os custos
elevados para o tratamento e o manejo dessas doengas sobrecarregam os

sistemas de saude, que ja dispéem de recursos limitados. Esses problemas
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perpetuam as desigualdades econémicas, afetando desproporcionalmente as
comunidades mais pobres, que tém menor acesso a servicos de saude,
educacao e oportunidades econémicas, contribuindo para o ciclo continuo de

pobreza e exclusao social (Conceicao et al., 2022).

2.2 As DTNs no Brasil

De acordo com o Boletim Epidemiolégico do impacto das DTNs no
Brasil, entre os anos de 2010 e 2023, 20 milhdes da populagédo de 0 a 14 anos
foram acometidas pelas DTNs. A localizagdo geografica do Brasil, combinada
com seu clima tropical, torna o pais um ambiente propicio para a proliferagao
dessas doencas que afetam, sobretudo, populagbes em condicbes de
vulnerabilidade socioeconémica (OPAS, 2022).

Muitos dos vetores responsaveis pela transmissao das DTNs, como o
mosquito A. aegypti, se reproduzem em ambientes quentes e umidos. A alta
umidade e as temperaturas elevadas favorecem tanto a reprodugcédo dos
mosquitos, vetores de doencas como dengue, chikungunya, zika, filariose
linfatica e malaria, quanto a rapida multiplicagdo de patdégenos causadores de
outras DTNs, como protozoarios, bactérias e virus. Essas condi¢gdes climaticas
facilitam a disseminagcao de doengas como leishmaniose, doenga de Chagas e
tracoma (Nuss et al., 2015). Dentre as DTNs mais prevalentes no Brasil estao:
a doenga de Chagas, esquistossomose, filariose linfatica, hanseniase,
leishmaniose visceral, leishmaniose tegumentar, oncocercose, raiva humana,
tracoma, dengue, chikungunya e doenga de Chagas (Ministério da Saude,
2024; ONU, 2024). A Fig. 7 apresenta uma visao geral da incidéncia de casos
provaveis de dengue por estado no Brasil, ressaltando a urgéncia de medidas
efetivas para conter a disseminacdo da doenca. Esses dados reforcam a
necessidade de desenvolver e implementar estratégias de controle mais
eficazes, como o desenvolvimento de novos produtos de baixo custo, que
possam ser incorporados ao Sistema Unico de Saude (SUS), ampliando o
acesso da populagdo as medidas preventivas e de combate ao vetor (Hotez et
al., 2020).

De acordo com Organizacdo das Nacgdes Unidas (ONU), as DTNs com
mais incidéncia de casos no pais sao: hanseniase, dengue, chikungunya e
doenga de Chagas (ONU, 2023). Segundo o Ministério da Saude, a


https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/especiais/2025/boletim-epidemiologico-de-doencas-tropicais-negligenciadas-numero-especial-jan-2025.pdf
https://www.gov.br/saude/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/boletins/epidemiologicos/especiais/2025/boletim-epidemiologico-de-doencas-tropicais-negligenciadas-numero-especial-jan-2025.pdf
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leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar também se destacam como

doengas com mais casos ja registrados no pais (Brasil, 2022).

Unidade Federada | Coeficiente de incidéncia ‘Casns provaveis
-

Distrito Federal 276.515
Minas Gerais 1.693.081
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Figura 7: Coeficiente de incidéncia de casos provaveis por 100 mil habitantes, no ano de 2024.
Dados retirados do portal do ministério da saude (https://www.gov.br/saude/pt
br/assuntos/saude-de-a-a-z/a/aedes-aegypti/monitoramento-das-arboviroses).

2.3 A necessidade de novos medicamentos para DTNs

As DTNs impactam principalmente populacées em situacdo de pobreza
e vulnerabilidade, onde o acesso a diagndsticos, tratamentos e infraestrutura
de saude é limitado. Nesse contexto, a necessidade de novos medicamentos
para tratar DTNs é urgente e complexa, envolvendo desafios médicos,
cientificos e sociais. Embora existam tratamentos disponiveis para algumas
DTNs, muitos apresentam limitacbes em termos de eficacia, seguranca e
acessibilidade.

As terapias atualmente utilizadas no tratamento das DTNs s&o limitadas,
frequentemente inadequadas, e apresentam diversos obstaculos, como baixa
eficacia, alta toxicidade e o surgimento de cepas resistentes (Dias et al., 2013).
Com a evolugao da resisténcia aos medicamentos, a eficacia das terapias
existentes tende a diminuir ao longo do tempo, elevando a demanda por novas
opcgoes. Além disso, muitos farmacos utilizados no tratamento dessas doencgas

sdo antiquados, tendo sido introduzidos ha décadas (Pink et al., 2005).
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Portanto, a busca por alternativas terapéuticas mais eficazes é
evidente, porém, os investimentos globais em pesquisa e desenvolvimento
(P&D) continuam extremamente baixos. Esse cenario é agravado pela falta de
inovacao e financiamento em programas de P&D voltados as DTNSs,
refletindo-se no numero reduzido de novos medicamentos langados nas
ultimas décadas (Dias et al., 2013). A descoberta de moléculas candidatas a
farmacos € um passo fundamental para garantir um fluxo sustentavel de novos
produtos inovadores. Entretanto, devido a falta de incentivos financeiros no
campo das DTNs, os fatores que impulsionam a formacao de parcerias diferem
daqueles que regem a industria farmacéutica tradicional, voltada para o lucro
(Dias et al., 2013).

Neste sentido, a quimica de produtos naturais emerge como uma
alternativa promissora no combate as DTNs explorando a vasta diversidade de
compostos presentes em plantas, microrganismos e outros organismos. Muitos
desses compostos possuem estruturas quimicas complexas e unicas, capazes
de interagir com alvos moleculares especificos, proporcionando atividades
terapéuticas inovadoras (Varela e Fernandes, 2020). Além disso, os produtos
naturais servem frequentemente como modelos para a sintese de novos
farmacos, sendo uma fonte essencial de inovacao, especialmente em areas
onde as terapias disponiveis sao limitadas, como nas DTNs. As moléculas
bioativas, ou ligantes, podem ser de origem natural ou sintética, sendo
identificadas por meio de triagens reais (in vitro), virtuais (in silico) ou por
planejamento racional. Independentemente do método de identificagdo, a
validacdo experimental de suas propriedades biolégicas € fundamental para

assegurar sua eficacia e segurancga (Dias et al., 2013).

2.4 Plantas medicinais como tratamento alternativo de DTNs

O uso de plantas medicinais como tratamento alternativo remonta a
antiguidade, constituindo uma das formas mais antigas de cuidado a saude.
Civilizagdes como as do Egito, China e india desenvolveram amplos
conhecimentos sobre o poder curativo das plantas que foram registrados em
documentos histéricos como o Papiro Ebers e o Ayurveda (Braga, 2011; Yuan
et al, 2016). Ao longo do tempo, esses saberes foram preservados e

disseminados por diversas culturas ao redor do mundo, frequentemente
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integrando-se as praticas tradicionais de cura. Nesse contexto, os bioativos
extraidos de plantas medicinais desempenham um papel crucial no
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doencas (Vitorello et
al., 2023).

Atualmente, as plantas medicinais tém se destacado tanto no Brasil
quanto no cenario global como uma alternativa acessivel e promissora para o
tratamento de DTNs. Os produtos naturais derivados dessas plantas vém
conquistando espag¢o no mercado, refletindo sua eficacia e crescente aceitagcao
como opgdes terapéuticas (Lima et al., 2020). O avango cientifico na area de
produtos naturais tem permitido a integragdo de conhecimentos tradicionais
com métodos cientificos modernos, favorecendo o isolamento e a identificacao
de compostos bioativos possibilitou o desenvolvimento de estudos sobre essas
plantas integrando conhecimentos tradicionais com métodos cientificos
modernos (Viana, 2017). Esses compostos naturais ecologicamente
sustentaveis, apresentam uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo
acdes antioxidantes, anti-inflamatdrias, antimicrobianas e anticancerigenas,
reforcando o potencial das plantas medicinais como alternativas eficazes no
tratamento de diversas enfermidades. Além disso, a crescente adog¢ao de
bioativos no tratamento de DTNs tem sido impulsionada por fatores como o
aumento dos custos dos medicamentos convencionais, os efeitos colaterais
associados a esses tratamentos, e a crescente resisténcia dos vetores aos
farmacos existentes (Leyva et al., 2022). Essas circunstancias reforcam a
importancia dos produtos naturais como uma opcao viavel e sustentavel na luta

contra essas doengas.

2.5 Familia Asteraceae e o Género Pectis

O Cerrado Maranhense, localizado na regido Nordeste do Brasil, € de
grande relevancia para a conservagao da biodiversidade, notadamente por sua
rica diversidade de espécies vegetais com potenciais medicinais e
biotecnolégicos. Dentre as diversas familias de plantas presentes nesta regido,
destaca-se a familia Asteraceae, também conhecida como Compositae. Com
mais de 25.000 espécies descritas e cerca de 1600 géneros. A Asteraceae €
uma das maiores familias boténicas do mundo. No Brasil, essa familia esta

representada por 2070 espécies distribuidas em 275 géneros, ocorrendo em
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diversos biomas, como Amazénia, Caatinga, Pantanal e Cerrado, evidenciando
sua ampla capacidade de adaptacao a diferentes condi¢gdes ambientais (Rolnik
e Olas, 2021).

Além de sua importancia ecologica, as plantas da familia Asteraceae
possuem grande valor farmacolégico, com um amplo espectro de propriedades
terapéuticas comprovadas (Panda et al., 2019). Um dos géneros mais
relevantes dentro dessa familia € a Pectis L., que inclui aproximadamente 219
espécies distribuidas globalmente, sendo 70 delas nativas do Brasil (CWG,
2022). O género Pectis tem demonstrado notavel potencial farmacoldgico e
econdmico, com suas espécies sendo cada vez mais exploradas por suas
propriedades bioativas. Entre as espécies mais estudadas estdo a Pectis
apodocephala Baker (Albuquerque et al., 2003), Pectis elongata Kunth (Pires et
al., 2024), Pectis substriata Rusby (Jesus et al, 2020) e Pectis
brevipedunculata (Gardner) Sch. Bip. (Marques; Kaplan, 2013).

A espécie P. brevipedunculata, € uma planta herbacea nativa em areas
tropicais e subtropicais, comumente encontrada em solos arenosos e rochosos.
No Brasil, esta disseminada em grande parte do territério, sendo facilmente
encontrada nos biomas do cerrado e caatinga, bem como nas regiées Norte no
Para e Tocantins, Nordeste na Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Piaui,
Centro-Oeste no Distrito Federal e Goias e na regido do Sudeste em Minas
Gerais e Rio de Janeiro (CWG, 2022) (Fig. 8). E uma planta de pequeno porte
que pode variar entre 2 a 26 cm de altura, caules pubescentes com tricomas
simples, 27 entrends de 2,5 cm; folhas opostas membranosas, laminas lineares
a oblongas, apice agudo e numerosas glandulas sebaceas circulares; flores
dimorficas com corola ligulada amarela que varia de 3,5 a 4,5 mm de
comprimento e apice de 3 dentes (CWG, 2022). P. brevipedunculata é
popularmente conhecida como capim-limao, catinga-de-formiga, limaozinho e
cha-de-moga tém ganhado destaque no desenvolvimento de fitoterapicos
devido a sua potencialidade terapéutica (Jesus et al, 2020). O nome
capim-limao é devido as altas concentragdes de citral presente nas fragdes
volateis do 6leo essencial produzido pela P. brevipendunculata (Albuquerque et
al., 2003; Jesus et al., 2020). Também é utilizada pela comunidade como planta
medicinal, especialmente na forma de cha, para o tratamento de diversas

enfermidades.
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Infusbes desta planta sdo usadas para tratar célicas, problemas
digestivos e também sado utilizados como calmantes, ansioliticos e
anti-hipertensivos (Oliveira et al., 2011; Soares et al., 2009). Essas
propriedades terapéuticas sao atribuidas a presenca de compostos bioativos
como neral, geranial, a-pineno e limoneno (Fig. 14). O neral e o geranial sdo os
dois isdbmeros do citral, amplamente reconhecidos por suas atividades
antimicrobianas, anti-inflamatérias e antioxidantes. Esses compostos tém sido
objeto de estudo devido a sua capacidade de inibir microrganismos
patogénicos e modular respostas inflamatdrias, o que os torna candidatos
interessantes para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Baser,
2008; Guimaraes et al., 2011). O alfa-pineno, por sua vez, € um monoterpeno
que demonstra efeitos anti-inflamatérios e antimicrobianos, além de possuir
propriedades broncodilatadoras (Leite et al., 2007). J& o limoneno, um
monoterpeno monociclico, € conhecido por sua capacidade antioxidante e
potencial anticancerigeno, além de ser amplamente empregado na
aromaterapia e na industria cosmética (Araujo-Filho et al., 2021; Luzia e Jorge,
2010).
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2.6 Oleo Essencial da Espécie P. brevipedunculata

Os OEs sao definidos como metabdlitos secundarios,
predominantemente encontrados em plantas aromaticas, presentes em
diversas partes da planta, como folhas, flores, cascas e raizes. Esses
metabdlitos secundarios constituem uma interface quimica entre as plantas e o
ambiente circundante, com suas sinteses frequentemente influenciadas por
condi¢cdes ambientais. Fatores abibdticos, como sazonalidade, ritmo circadiano,
estagio de desenvolvimento, idade da planta, temperatura, disponibilidade de
agua, radiagdo UV, nutrientes do solo, altitude, composi¢cdo atmosférica e
danos teciduais, afetam a composicao dos OEs e suas potenciais propriedades
terapéuticas. Os OEs sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades
biologicas e tém sido utilizados em diversas areas, incluindo medicina,
cosmeética, alimentacdo e perfumaria (Fronza, 2021; Ivano; Freitas; Netto.
2023). Os principais constituintes dos OEs incluem terpenos, fendis, aldeidos e
ésteres, que conferem a esses Oleos propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatdrias, entre outras (Sousa et al., 2024; Marques e
Kaplan 2013).

Esses compostos naturais tém sido amplamente estudados devido ao
seu potencial terapéutico e ao crescente interesse por alternativas naturais no
tratamento de doencas. De acordo com Malek et al., (2021), OEs tém se
destacado por sua eficacia contra fungos, bactérias e parasitas e sua aplicagao
em infeccdes de pele, inflamacdes e até como complementos em terapias para
doengas crbnicas. Essa versatilidade torna os OEs alvo de investigacoes
cientificas e de desenvolvimento de produtos fitoterapicos. Dessa forma, os
OEs tém se tornado uma alternativa promissora no tratamento de doencas
tropicais negligenciadas por conta do seu amplo espectro terapéutico (Maleck,
2021; Carvalho et al., 2024).

A composicao quimica do OEPb foi investigada por Oliveira et al. (2011),
que avaliaram o efeito da temperatura de secagem sobre o teor e a
composi¢cao quimica do o6leo. Os resultados indicaram que a temperatura de
secagem influencia significativamente sua composicdo, impactando
diretamente suas propriedades farmacolégicas e no teor do OEPb. Pesquisas

adicionais indicam que essa espécie apresenta compostos com elevado
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potencial terapéutico, sendo rica em monoterpenos, com destaque para o citral
e o limoneno, ambos reconhecidos por suas propriedades antimicrobianas e
anti-inflamatérias (Camara et al., 2023; Lopes et al., 2024; Marques et al.,
2013). O citral, por sua vez, € uma mistura de dois isbmeros estruturais: o
Z-citral (ou neral) e o E-citral (ou geranial), amplamente utilizados como
intensificadores de sabor, em odorizantes de perfumes e como repelentes de

insetos (Antonova; Stoicheva; Antonov, 2017).

Além disso, o potencial antifungico do OEPb foi avaliado contra o fungo
Colletotrichum gloeosporioides, agente causador da antrachose em mangas.
Os resultados sugerem que o OE de P. brevipedunculata apresenta atividade
antifangica promissora, podendo ser uma alternativa natural no controle dessa
fitopatologia. Segundo Araujo et al. (2024), o OEPb também possui
propriedades inseticidas, especialmente contra Drosophila suzukii, uma praga
agricola de grande impacto econémico. Estudos indicam que os compostos
presentes no OE afetam os receptores de acido gama-aminobutirico (GABA)
dos insetos, sugerindo um mecanismo de agao especifico e um potencial para

uso como inseticida natural.

No que se refere as propriedades biolégicas, o0 OEPb tem demonstrado
atividades antimicrobianas e calmantes, atribuidas principalmente ao seu alto
teor de citral. Essas caracteristicas tornam essa planta uma candidata
promissora para aplicagdes nas industrias farmacéutica e de cosmeéticos.
Ademais, estudos apontam seu potencial anti-inflamatério, demonstrando
eficacia no alivio de dores agudas e crbénicas (Nishijima et al., 2014; Lopes et
al., 2024). Esses achados reforcam a importancia do OEPb como uma fonte
promissora de bioativos para o desenvolvimento de novos medicamentos,
especialmente no combate as DTNs, que continuam a representar um grave

problema de saude publica em escala global (Lopes et al., 2024).

2.7 Curcuma longa L.

Curcuma longa L., comumente conhecida como acafrdo-da-terra,
curcuma ou turmeric, € uma planta herbacea perene pertencente a familia
Zingiberaceae. Originaria do sudeste asiatico, especialmente da india, essa

espécie € amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais do mundo.
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C. longa possui rizomas subterraneos que sdo a parte mais importante da
planta, devido ao seu uso medicinal e culinario. Os rizomas sao grossos e de
coloracdo amarelo-alaranjada, ricos em compostos bioativos. Suas folhas sao
grandes, com um formato lanceolado, e a planta pode atingir até 1 metro de
altura. As flores sdo de coloragdo amarelada, e emergem a partir da base da
planta (Fig.5).

Na medicina tradicional indiana (Ayurveda) e na medicina tradicional
chinesa. C. longa é usada para tratar uma ampla gama de condig¢des, incluindo
disturbios digestivos, problemas hepaticos e doengas inflamatorias. Seu uso
como tempero na culinaria, especialmente em pratos de curry, € igualmente
difundido. A curcumina é o principal polifenol natural encontrado no rizoma de
C. longa (Fig. 5).

A curcumina tem sido amplamente estudada e utilizada devido as suas
propriedades terapéuticas. Estudos indicam que a curcumina possui
significativa atividade anti-inflamatéria, sendo eficaz no tratamento de
condigdes inflamatérias crénicas. Além disso, atua como antioxidante,
combatendo o estresse oxidativo ao neutralizar os radicais livres (Lestari e
Indrayanto, 2014). No estudo conduzido por Mahady et al., (2002), a curcumina
apresentou atividade antimicrobiana, uma vez que inibiu o crescimento de
bactérias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. e
Helicobacter pylori. No caso de H. pylori, um patdégeno relacionado a ulceras
gastricas e cancer gastrico, a curcumina mostrou capacidade de inibir seu
crescimento, incluindo cepas altamente virulentas (cagA+).

Outras pesquisas também revelam que a curcumina possui atividade
anticancerigena, onde um numero consideravel de trabalhos publicados
demonstrou os efeitos da curcumina na inibigdo do crescimento de células
tumorais (Ramirez et al., 2013; Wright et al., 2013). Além disso, outras
publicagcbes revelaram também o potencial leishmanicida e larvicida,
especialmente quando associada a TFD, a curcumina € ativada
eletronicamente sendo capaz de atuar com eficiéncia na IFMO, sem induzir
resisténcia por parte do patdégeno ao tratamento farmacolégico (Pereira e Neto,
2013).

Sua ampla disponibilidade e facil acesso contribuem para seu uso

crescente em diversas aplicacbes terapéuticas. No entanto, a curcumina
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apresenta baixa solubilidade em agua, mas é altamente soluvel em solventes
organicos como etanol, metanol, acetona e dimetilsulféxido. Essa caracteristica
limita sua biodisponibilidade, levando ao desenvolvimento de estratégias para
aumentar sua solubilidade, como o nanoencapsulamento, que € o intuito deste

estudo.

2.8 Nanoformulagoes Copoliméricas

Os plurénicos sédo copolimeros triblocos do tipo A-B-A, formados por
cadeias de poli (6xido de etileno) (PEO) e poli (6xido de propileno) (PPO).
Devido a sua ampla disponibilidade comercial e o baixo custo, eles s&o
amplamente utilizados como estabilizadores estéricos em formulagcbes de
farmacos nanoestruturados, contribuindo para a estabilidade e eficacia dos
sistemas farmacéuticos (Khaliq et al., 2023). Os diferentes tipos de plurdnicos
variam em suas propriedades fisioquimicas, como peso molecular e
composi¢cado dos blocos PEO-PPO-PEO. Por exemplo, o plurénico F68 possui
blocos de 80-30-80, enquanto o F127 e o P123 tém blocos de 100-65-100 e
20-69-20, respectivamente (Jaquilin et al., 2022). A coroa hidrofilica dos F68 e
F127 é significativamente mais longa que a do P123, devido aos maiores
comprimentos dos blocos de PEO. Essas diferengas influenciam a
concentracao micelar critica (CMC) e/ou temperatura micelar critica (TMC) e a
estabilidade das micelas, afetando sua capacidade de autoagregagdo e o
equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB). Os plurénicos F68 e F127 sdo os unicos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e sdo amplamente usados

em aplicacdes farmacéuticas (Fig. 9).
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Figura 9: Representacdo quimica estrutural do copolimero F127 e seu processo de auto
organizagcdo em micelas acima ou préximas dos valores de CMC e/ou TMC. A figura destaca a
regido central, ou “core micelar’, onde farmacos hidrofébicos podem se acomodar e ser
transportados ao alvo terapéutico.

Vale ressaltar que embora a utilizagdo de plurénicos em formulagdes
farmacéuticas aprovadas para estudos clinicos ainda seja limitada, podemos
destacar alguns produtos promissores. Um deles é o SP1049C, um
medicamento que combina os plurénicos L61 e F127, encapsulando a
doxorrubicina (DOX), e empregado em estudos clinicos de adenocarcinoma de
esbfago. Esta foi, notavelmente, a primeira formulagdo de micela baseada em
plurdnico usada para investigacao clinica. Nos Estados Unidos, o SP1049C foi
identificado como um medicamento 6rfao para o carcinoma gastroesofagico e
relatado como participante de um estudo clinico internacional de Fase 3
(Matsumura et al., 2004). De forma semelhante, foi conduzido um estudo
clinico de Fase 3 do Medicloré— um agente sol-gel termo-sensivel a base dos
plurbnicos F68/F120 — para aplicacdo em cirurgias de cancer de mama,
especificamente em procedimentos de dissec¢cdo axilar. O estudo esta
registrado na plataforma ClinicalTrials.gov sob os identificadores NCT02967146
(5 de janeiro de 2017) (Park et al., 2022). Além disso, o gel de plurénico F127
(20% m/v), conhecido como LeGoo®, foi utilizado clinicamente tanto nos
Estados Unidos quanto na Europa. Desenvolvido pela Pluromed Inc. (Woburn,

MA, EUA), LeGoo® recebeu aprovagdo da FDA para oclusdo endovascular
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temporaria de vasos sanguineos com até 4 mm de didmetro, localizados
abaixo do pescoco.

Trata-se de um gel termossensivel, que permanece liquido a
temperatura ambiente, mas forma um tampao em forma de vaso sanguineo ao
ser injetado, bloqueando o fluxo sanguineo. Essas propriedades exclusivas
facilitam procedimentos cirurgicos que envolvem a integragdo ou enxerto de
vasos sanguineos (Kretz et al., 2012). Contudo, apesar de muitos trabalhos
terem sido publicados utilizando o F127 como matriz copolimérica micelar para
o transporte de farmacos com baixa solubilidade em agua, visando o
tratamento e o diagndstico de diversas doencgas, os estudos clinicos
envolvendo o plurénico F127 ainda sao limitados. Acredita-se, porém, que
diversos produtos inovadores a base de F127 contendo nanocarreadores de
farmacos deverao surgir no futuro.

Os nanocarreadores estdo, sem duvida, em alta demanda devido ao
seu desempenho terapéutico aprimorado em comparagdo com os sistemas
tradicionais de liberagdo de farmacos. Antes da aprovagdao para
comercializagdo, esses nanocarreadores passam por diversas avaliagcboes
pré-clinicas e clinicas realizadas por agéncias reguladoras, como FDA nos
Estados Unidos e a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA). Produtos de
nanomedicina sao langados no mercado apos a otimizacdo das necessidades
terapéuticas, demanda do mercado, pesquisa e desenvolvimento,
escalabilidade, fases de produgdo, ensaios clinicos e questbes regulatorias.
Durante os processos de escalonamento, € um desafio garantir que as fungdes

desejadas das nanoparticulas ndo sejam perdidas.

2.9 Polimero Carbopol 974p: Versatilidade e Aplicagcées Farmacéuticas

Os polimeros Carbopol, introduzidos comercialmente ha mais de 50
anos, tém desempenhado um papel fundamental como excipientes
farmacéuticos devido a sua versatilidade e alta tolerabilidade (Lubrizol, 2024a).
Eles sdo amplamente utilizados para modificar a reologia de formulagdes,
estabilizar suspensdes, prolongar a liberagdo de farmacos, conferir
propriedades mucoadesivas e aumentar a biodisponibilidade (Elfakhri et al.,
2024). No entanto, algumas versées, como os Carbopol 934 NF, 940 NF e

1342 NF, foram sintetizadas utilizando o benzeno como solvente, uma
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substancia téxica e potencialmente cancerigena, o que limitou sua aplicagéo
em produtos destinados ao uso humano (Lubrizol, 2022).

Atualmente, os carbdmeros recomendados pela Farmacopeia Europeia
para o desenvolvimento de medicamentos, como o 974p NF, 971p NF e 71G
NF, sdo sintetizados em solventes mais seguros, como o acetato de etila, um
solvente de classe Il que apresenta menos riscos a saude (Younes et al.,
2021). O 974p NF, por exemplo, € polimerizado a partir do acido acrilico,
reticulado com alil pentaeritritol, e amplamente utilizado devido a sua alta
viscosidade em baixas concentragdes, ideal para formulacdes farmacéuticas
de liberagéo controlada (Fig. 10).

Estudos demonstram a eficacia do 974p em diversas aplicagdes,
incluindo comprimidos bioadesivos de cetoconazol para administracdo vaginal,
onde mostrou boa bioadesao e liberagdo prolongada (Wang e Tang, 2008). Em
formulagbes oculares, ele também demonstrou seguranga e eficacia, além de
sua aplicagdo em comprimidos de liberacdo controlada de claritromicina,
garantindo liberagdo ao sustentada por até 12h. Essas propriedades,
combinadas com sua bioadesividade, estabilidade em diferentes faixas de pH e
capacidade de formar géis, tornam 974p um excipiente ideal para sistemas de
Drug-Delivery avangados, contribuindo para tratamentos mais eficazes e com

menor frequéncia de administragdo (Swarbrick, 2013).

COOH

11

Figura 10 - Representagéo quimica estrutural do polimero 974p.



54

CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consiste no desenvolvimento de

formulagbes semi-sélidas, a base dos polimeros F127 e 974p, empregando

uma metodologia de baixa energia, e utilizando agua como solvente em todas

as etapas do processo experimental, para constituir um sistema eco-friendly,

nanoestruturado com comportamento termossensiveis carregado com OEPD e

com a combinagdo de OEPb/curcumina, com o intuito de avaliar o potencial

leishmanicida, larvicida e anti-inflamatério desses materiais oferecendo uma

abordagem sustentavel e eficaz para o tratamento de DTNs.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar a extragdo do OEPb coletada na regido central de Sao Luis,
MA;

Caracterizar o OEPb por meio de técnicas espectroscopicas tais como
RMN de 'H e *C, e hifenadas como CG-EM,;

Otimizar as condi¢des experimentais para o preparo das formulacoes
semi-solidas na forma de nanogéis, variando as composi¢cbes dos

excipientes F127, 974p e agua (% m/m), designadas como nG;

Investigar o comportamento termossensivel e a estabilidade preliminar

das formulagdes nG;

Incorporar o OEPb nas composicoes de nG que resultaram nos

nanogéis de maior estabilidade fisica;

Avaliar os nanogéis selecionados de acordo com testes de estabilidade
acelerada e teste de prateleira de acordo com os padrdes estabelecidos
pela ANVISA e USP;
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Caracterizar utilizando as técnicas, UV-VIS, FTIR e DLS (determinagao
tamanho de particulas e potencial 4) o nanogel contendo a maior
concentracdo de OEPb e selecionado apds os estudos de estabilidade

acelerada;

Caracterizar utilizando as técnicas morfolégicas, MEV e AFM o nanogel

contendo a maior concentracdo de OEPb;

Avaliar in vitro o potencial larvicida da formulagdo nGP contra larvas do

mosquito Aedes aegypti,

Avaliar in vitro o potencial antileishmania da formulacdo nGP contra

cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa);

Avaliar in vivo o potencial antiinflamatorio das formulagbes nGFO,
NnGF2-nGF4 contra cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(LLa);

Incorporar o OEPb/Curcumina nas composi¢cdes de nG que resultaram

nos nanogéis de maior estabilidade fisica;

Avaliar de acordo com testes de estabilidade acelerada e teste de
prateleira de acordo com os padrdes estabelecidos pela ANVISA e USP

0s nanogéis selecionados contendo OEPbH/Curcumina;

Caracterizar utilizando as técnicas de FTIR, DLS (determinagéo
tamanho de particulas e potencial 9), MEV e Reoldgica o nanogel
contendo a maior concentracdo de OEPb e Curcumina selecionado apoés

os estudos de estabilidade acelerada;

Avaliar in vitro o potencial antileishmania da formulagdo nGPC contra

cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa).



56

CAPITULO 4

Desenvolvimento do Nanogel nGP e Avaliagidio do seu Potencial

Citotoxico contra larvas de Aedes aegypti

A busca por novas estratégias para o controle do A. aegypti, vetor de
diversas doengas, como dengue, chikungunya e zika, € uma prioridade global,
considerando os desafios impostos pela resisténcia crescente aos inseticidas
tradicionais. Nesse contexto, o desenvolvimento de nanomateriais tem se
mostrado uma abordagem promissora, uma vez que pode oferecer vantagens
como maior especificidade e eficiéncia no combate a vetores. Dentre as
alternativas, os nanogéis surgem como uma plataforma versatil, especialmente
pela possibilidade de controlar a liberacdo de compostos ativos, aumentando a
eficacia biolégica e minimizando os impactos ambientais. Este capitulo
apresenta o desenvolvimento do nanogel denominado nGP, formulado com o
objetivo de avaliar seu potencial citotoxico frente as larvas de A. aegypti. A
proposta envolve a identificagcdo e quantificagdo dos componentes bioativos
provenientes do oOleo essencial de Pectis brevipedunculata por técnicas de
CG-EM e RMN de 'H e "®C associados a tecnologia de nanogéis, de forma a

maximizar a eficacia do controle larval. Para isso, foram realizadas avaliagdes
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prévias detalhadas de estabilidade fisica e quimica das formulacdes
nanoestruturadas. Apds a selecdo da formulacdo de maior estabilidade,
caracterizagdes via UV-Vis, FTIR e DLS foram realizadas para se obter
informacdes em escala nanométrica da associacdo do OEPb com a matriz
F127/974p. O potencial citotoxico do nGP foi avaliado frente a larvas de A.
aegypti, seguindo um protocolo adaptado das diretrizes da OMS (WHO, 2005).
Os resultados desta primeira etapa do trabalho foram publicados na revista
Pharmaceutical, na sessdo Nanomedicine and Nanotechnology, como parte do
volume especial Advanced Nanotechnology for Combination Therapy and
Diagnosis. A revista possui um fator de impacto de 4,9 e é classificada como
A1 no Qualis CAPES. doi: https://doi.org/10.3390/ pharmaceutics16101337

4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Materiais

Plurénic F127 (poli (6xido de etileno)—poli (6xido de propileno)—poli
(6xido de etileno)) copolimero tribloco (MW = 12600 g/mol; (OE99 (PO) 67 (EO)
99)), agua ultrapura, sulfato de sédio anidro, cloroférmio deuterado (CDCl,) e
mistura padrao de alcanos foram com adquiridos comercialmente da empresa
Merck (Rahway, NJ, EUA). Carbopol® 974p NF polimero foi gentilmente cedido
pela IMCD Brasil (Sao Paulo, SP, Brasil). Ovos de A. aegypti foram abastecidos
pela Biofabrica MOSCAMED (Sao Francisco Juazeiro, BA, Brasil) e o temefés

foi fornecido por agentes de vigilancia sanitaria (S&o Luis, MA, Brasil).
4.1.2 Coleta e identificagao do material vegetal

A planta herbacea Pectis brevipedunculata foi coletada no campus da
Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) em Sao Luis, MA, Brasil, com
coordenadas 2°33'20,5"S/44°18'32,7"W. Um espécime comprovante (n° 5287)
foi depositado no Herbario Rosa Mochel (SLUI) da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA), Sao Luis, MA, Brasil. A colegdo da planta aderiu as leis
brasileiras de protecao a biodiversidade (SisGen No. AAFB38B).

4.1.3 Hidrodestilagao do OEPb

O OEPb foi extraido através do processo de hidrodestilacdo utilizando
um aparelho do tipo Clevenger. O material vegetal (300g) foi seco ao ar

ambiente por 24 horas e cortado em pequenos pedacgos usando tesouras de
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poda para facilitar a extragéo por hidrodestilacdo. Agua destilada (500 mL) foi
adicionada ao frasco, e o processo de hidrodestilacdo foi mantido por 2,5h
apos o inicio do refluxo. Esse tempo de 2,5 horas foi padronizado para garantir
uma extragéo eficiente do 6leo essencial de acordo com (Camara et al., 2023).
Apoés o periodo de extragdo, a mistura da fase o6leo/agua foi centrifugada a
3500 rpm por 10min. O sulfato de sédio anidro foi usado para eliminar

quaisquer vestigios remanescentes de agua.
4.1.4 Determinagado do Rendimento da Extragao OEPb

A porcentagem de umidade das amostras foi obtida através de um
analisador de umidade IV 2500 — GEHK, por infravermelho. A umidade foi
medida triplicata para calcular o desvio médio padrdo. Foi pesado 2,0 g do
material vegetal seco e levado ao analisador de umidade a uma temperatura de
115 °C por 30 minutos com taxa de secagem de 0,01%/min.

O calculo do rendimento do OEPD foi expresso em porcentagem (%) e

calculado a partir equacgao 1:

VOE X POE
ma— (ma— % u)

Rendimento = x 100

Onde,
Voe = Volume do 6leo essencial extraido; por = Densidade do 6leo essencial,;
M.mostra = Massa da amostra vegetal seca; %Umidade = Umidade da amostra

vegetal seca.

Plant collection EOPb

WY WA M)

Ifl' }

Pectis Cut into Clevenger-type

. ; Yield of 0.81%
brevipedunculata  small pieces apparatus
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Figura 11: Sequéncia experimental para o procedimento de extragéo por hidrodestilagao do OE
a partir da espécie P. brevipedunculata envolveu as etapas sequenciais de secagem ao ar do
material vegetal, trituracdo e hidrodestilagdo sob condigbes controladas. O rendimento do
OEPDL foi de 0,81%, e o Oleo coletado foi armazenado adequadamente para analise
subsequente.

4.1.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
CG-EM)

A andlise por CG-EM da amostra de OEPb, apds o processo de
hidrodestilagdo foi realizada utilizando um cromatégrafo a gas Trace Ultra
acoplado a um espectrometro de massas de quadrupolo simples ISQ (Thermo
Scientific) da Central Analitica do Centro de Apoio Multidisciplinar da
Universidade Federal do Amazonas (CA/CAM/UFAM). O sistema estava
equipado com um amostrador automatico Tri Plus e uma coluna capilar
TR-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). O gas hélio foi usado como gas de
arraste, com uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A solugdo de injecao foi
preparada dissolvendo 10 mg de 6leo em 1 mL de diclorometano, sendo
injetado 1 pL dessa solugdo em uma razéo de divisédo (split ratio) de 1:50. O
programa de temperatura da coluna foi o seguinte: temperatura inicial de 40 °C
mantida por 4 minutos, seguida por um aquecimento de 4 °C/min até 240 °C,
depois 10 °C/min até 280 °C, mantida por 2 minutos (Silva et al., 2013). As
temperaturas do injetor, interface e fonte de ions foram mantidas em 250 °C,
250 °C e 220 °C, respectivamente. Os espectros de massa foram adquiridos
em uma faixa de m/z 40-440.

A identificagdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada
comparando os espectros de massa obtidos com os disponiveis na biblioteca
NIST e também comparando os indices de retengao (IR) com dados publicados
(Adams, 2007). Os valores de IR foram determinados injetando uma série
homologa de hidrocarbonetos lineares (Cs—C,;,) nas mesmas condi¢cbes de
analise. Os calculos foram realizados de acordo com a equagdo de Van den
Dool e Kratz (Van Den Dool e Kratz, 1963).

4.1.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN do OEPD, tanto
uni-dimensional (RMN de 'H e "*C) quanto bi-dimensional (COSY, HSQC e
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HMBC) foram obtidos em um aparelho BRUKER AVANCE III HD, operando a
11,75 Teslas (500,13 MHz para RMN de 'H e 125,76 MHz para RMN de *C) da
Central Analitica do Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal
do Amazonas (CA/CAM/UFAM). A amostra foi solubilizada em cloroférmio
deuterado (CDCIl;) e os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm ().
Como padrao de referéncia interno foi utilizado o tetrametilsilano (TMS), & 0,00
(0,00 ppm). As multiplicidades dos sinais foram determinadas segundo a
convengao indicadas por: s (singleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd
(duplo duplo dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto) e m (multipleto). As
constantes de acoplamento (J) foram registradas em Hertz (Hz) (Costa et al.,
2020).

4.1.7 Desenvolvimento das formulagées Nanogéis

As formulagbes de nanogel foram preparadas seguindo o procedimento
experimental descrito por Schmolka de acordo com a técnica a frio (Schmolka,
1972). Inicialmente, foram feitos testes de otimizagdo das concentragbes de
plurbnico F127, carbopol 974P e agua para determinar qual a concentragéo
ideal para obter uma formulagdo termossensivel e estavel. Posteriormente,
para o preparo dos nanogéis contendo o principio ativo OEPb, uma quantidade
predeterminada do copolimero F127 foi adicionada, de forma lenta e
controlada, a uma quantidade de agua destilada fria, mantida em banho de
gelo a uma temperatura entre 5°C e 10°C. Durante esse processo, a mistura foi
submetida a agitagdo suave para garantir que cada particula do copolimero
fosse completamente hidratada pela solucao.

ApOs a etapa de hidratagdo do copolimero F127, o componente carbopol
974p foi gradualmente incorporado a mistura, mantendo a agitagdo continua a
mesma temperatura (5°C-10°C) até que o carbopol 974p fosse completamente
dissolvido. Em seguida, o ingrediente ativo OEPb foi adicionado gota a gota a
solugdo, com a mistura sendo agitada continuamente por mais 30 minutos para
garantir a incorporacao uniforme dos componentes. Para assegurar a
solubilidade completa de todos os ingredientes e a estabilidade da formulacéo,
a solugao foi armazenada em repouso no refrigerador a 5°C durante a noite,

conforme mostrado na Fig. 12.
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Figura 12: llustragdo esquematica da sequéncia experimental para preparagdo do nGP. Os
procedimentos de quimica verde sdo apresentados nas etapas experimentais.

4.1.8 Ensaios de Estabilidade dos Nanogéis

Para investigar a influéncia da temperatura nas propriedades de
estabilidade fisica e quimica das formulagbes de nanogel, foram realizados
testes de estabilidade acelerada seguindo o Guia de Estabilidade de
Cosméticos da ANVISA e a Farmacopeia dos EUA (United States
Pharmacopeia - USP, 2016). Um mililitro da formulagéo foi centrifugado a 3000
rom durante 30 min a 25 + 1°C. A formulagao foi armazenada durante todo o
estudo tanto em temperatura ambiente (25 + 3°C) quanto sob refrigeracéo
controlada (5 + 3°C) (a temperatura foi monitorada diariamente). Portanto, as
formulagdes foram submetidas a 7 ciclos de 24 horas a 5°C e 24 horas a 25°C.
Assim, a estabilidade fisica foi determinada observando parametros como
homogeneidade, separagcdo de fases e caracteristicas organolépticas
(aparéncia, cor e odor). A estabilidade quimica dos nanogéis foi avaliada por
anadlise CG-EM comparando a concentracdo de OEPb nas formulacdes
imediatamente apos a preparagdo do nanogel (dia 0) e posteriormente em

intervalos de 7 dias, totalizando 7 pontos de analise.
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4.1.9 Analise de Espectroscopia no infravermelho por Transformada de
Fourier (FT-IR)

As anadlises de espectroscopia na regidao de absorgédo no infravermelho
com transformada de Fourier no modo de refletdncia foram realizadas
utilizando um espectrofotémetro FTIR Tracer-100 (Shimadzu). Amostras dos
materiais F127, 974p, nG, e nGP foram liofilizadas e pastilhadas com KBr,
enquanto uma pequena quantidade de material OEPb puro foi analisada no
modo Refletancia Total Atenuada (ATR). Para a analise ATR-FTIR, o
espectrémetro foi equipado com um acessoério ATR horizontal e foi utilizada
uma janela de cristal ZnSe (PIKE Technologies). Os espectros foram coletados
na faixa de 400 a 4000 cm™ com resolucdo de 8 cm™ e 50 varreduras. Os
espectros da amostra foram obtidos primeiro espalhando a amostra
uniformemente na superficie do cristal ATR, adquirindo o espectro e depois
limpando a janela do cristal com hexano e acetona antes de coletar os

espectros subsequentes.
4.1.10 Analises Espectroscopia de Absorgao Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Os espectros de absorgdo eletrbnica de nanogeéis a uma concentragao
de 5,0 x 10 g/mL em agua foram registrados a temperatura ambiente usando

um espectrofotdmetro UV-Vis 1800 (Shimadzu).
4.1.11 Analise de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Os diametros hidrodinamicos médios (D) e as analises de potencial
foram determinados por 149 dispersédo dinamica de luz (DLS) em agua a 25°C
e laser semicondutor de 40 mW de 658 nm 150 com um instrumento Litesizer
500 (Anton Paar GmbH) (Mdédulo BM 10). A medicao de D, 151 foi realizada
usando uma cubeta de quartzo de 3,0 mL. O potencial  foi realizado usando
uma cubeta de baixo volume (Univette). Todas as medi¢cdes foram realizadas
em triplicata (média 153 + DP).

4.2.12 Teste in vitro Frente a Larvas de A. aegypti

O perfil larvicida do nanogel nGP foi avaliado contra larvas de A. aegypti,
seguindo um protocolo adaptado das diretrizes da OMS (WHO, 2005). Os
procedimentos de ecloséo e criagao de larvas seguiram metodologia adaptada

de Amaral et al., (2018) e Carvalho et al., (2014). Para os ensaios, 10 larvas de
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terceiro instar foram imersas em 20 mL da formulagdo nGPb e em trés grupos
controle, todas colocadas em copos de poliestireno com volume final de 50 mL.
Foram aplicadas cinco concentragbées em OEPb: 5, 50, 100, 250 e 500 ug/mL,
com 10 repeticbes para cada concentracdo, totalizando 50 experimentos e
tamanho amostral de 500 larvas. Adicionalmente, foram realizadas 10
repeticdes para o grupo controle utilizando agua mineral para a fase de eclosao
e crescimento larval e para o controle negativo com nG, totalizando 20
experimentos e tamanho amostral de 200 larvas. Para o controle positivo foi
utilizado o larvicida comercial Temefos fersol na concentragdo de 100 pg/mL.
Foram realizadas dez repeti¢des, totalizando 10 experimentos e um tamanho
amostral de 100 larvas. Os ensaios foram monitorados durante um periodo de
24 e 48 horas para determinar a porcentagem de larvas vivas e mortas, com a

taxa de mortalidade calculada como % média e desvio padrao.
4.2.13 Analise Estatistica

A analise estatistica e a determinacao das concentracdes letais 50 e 90
(CLs, € CLg), bem como o coeficiente de determinacgao ajustado (R?Adj), foram
realizadas utilizando o software Origin Pro (versdo 8.5) com intervalo de

confianga fixado em 95% (p < 0,05).
4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Determinacao do Rendimento do OEPb

O teor de OEPb foi determinado apos a utilizagcdo da metodologia de
extragdo por meio da hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger, seguindo os
parametros estabelecidos para hidrodestilacao de 6leos volateis, e utilizando os
parametros da Equagcdo 1. A densidade do o&leo essencial de P
brevipedunculata (OEPb) foi considerada conforme relatado por Camara et al.,
(2023) sendo de 0,8995 g/mL. A umidade das folhas foi determinada em
triplicata, obtendo-se os valores de 66,15%, 68,34% e 66,20%. O calculo da
meédia desses valores permite obter um resultado mais representativo e
confiavel, minimizando possiveis variagdes experimentais. A média da umidade

foi de:

66,15% + 68,34 + 66,20

U= 3

= 66,89%



64

A massa total das folhas utilizadas no processo de hidrodestilagao foi
de 300 g, e o volume de O6leo essencial extraido foi de 0,9 mL. Esses
resultados serviram de base para o calculo do rendimento do Oleo essencial,
um parametro crucial para a avaliagdo de seu potencial farmacolégico e

industrial.

0,9mL x 0,08995 g/mL
300g — (300g x 0,6689)

OEPb (%) = = 0,81%

O rendimento de extracao do OEPD foi de 0,81%. Este rendimento foi
menor em comparacdo a um estudo sazonal do espécime de P
brevipedunculata, coletado em S&o Luis (Maranhao, Brasil), no qual nos meses
de marco e junho foi de 1,3%, enquanto em fevereiro e setembro foi de 1,1%
(Camara et al., 2023). Semelhante a outro espécime de P. brevipedunculata,
coletado em Campos dos Goytacazes (Rio de Janeiro, Brasil), apresentou um
rendimento de 0,96% (Oliveira et al., 2011). Esta variacdo nos rendimentos de
EO pode ser atribuida a mudangas sazonais, condigdes climaticas, habitat e

fatores intrinsecos a planta (Neto e Lopes, 2007).
4.2.2 Caracterizagao do OEPb por CG-EM

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM) foi utilizada para identificar e quantificar os componentes volateis do
OEPb (Fig. 13). A anadlise revelou um total de treze componentes,
representando 91,17% da composigdo do d6leo (Tab.1). O componente
principal foi o citral, que compreendeu 64,58% do 6leo, representado por dois
monoterpenos oxigenados isOmeros: geranial (36,06%) e neral (28,52%).
Outros constituintes significativos identificados foram o a-pineno (15,73%) e o
limoneno (8,28%). Este perfil quimico & consistente com estudos anteriores de
espécies de Pectis coletadas em diferentes regides do Brasil, onde o conteudo
de citral foi relatado variando de 81,6% a 86,5%, com a-pineno e limoneno

como componentes secundarios (Pereira et al., 2013).
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Figura 13: Cromatograma obtido por CG-EM do OEPb evidenciando os picos dos componentes

majoritarios: (A) geranial, (B) citral, (C) a-pineno e (D) limoneno.

Tabela 1: Analise de CG-EM de OEPb: indice de retencéo(IR), Férmula molecular(FM) e
porcentagem relativa (%).

Constituintes
(%) RI ¢4 RI? F.M. % F.E.
Hidrocarbonetos monoterpénicos
a-Pineno 939 932 CI10H16 15,73
CHs
Campheno 949 946 C10H16 0,1 CH,
CHs
B-Pineno 975 974 CI10H16 0,28 7§5
H,CoCHs
Limoneno 1025 1024 C10H16 8,28 g;
=
(E)-B-Ocimeno 1042 1044 C10H16 0,11 i
Monoterpenos oxigenados
OH
Linalol 1089 1095 C10H180 0,37 g@
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6-Camphenol 1108 1111  CIOHI60 0,1 %fm
9]
E-lsocitral 1165 1160  CIOHI6O 1,02 RO
Neral 1230 1235 CI0OHI60 28,52 T:Ho
\
Piperitone 1240 1249  CIOHI6O0 0,17 ?
x CHO
Geranial 1262 1264 C10H160 36,06 ‘

Derivados de acidos graxos

Acetato de 0
Goranila 1373 1379 CI2H2002 0,18 oL

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos

B-Elemeno 1407 1398 CI15H24 0,25 )\§

Total Identificado (%) 91.17%
a(Pereira et al., 2013)

Em geral, as espécies de Pectis apresentam aromas agradaveis de
citricos devido a presenca caracteristica de constituintes monoterpénicos em
suas composic¢des volateis. Os principais monoterpenos encontrados nos OEs
de Pectis podem ser descritos de acordo com suas vias biossintéticas fig. 14:
nerol/neral e geraniol/geranial dispostos em um esqueleto do tipo aciclico;
a-pineno e B-pineno em um esqueleto do tipo pinano; e limoneno, paraldeido,
cuminaldeido, carvona, p-cimeno e timol em um esqueleto do tipo p-mentano
(Dewick, 2002). O aroma citrico do OEPb é principalmente devido ao alto teor
de neral e geranial em sua composicao volatil (Marques et al., 2013).

Altas concentragdes de citral (81,6-86,5%) foram relatadas no OE de
espécimes coletados no sudeste (Rio de Janeiro e Espirito Santo) e nordeste
(Ceara) do Brasil, seguido por a-pineno e limoneno (Marques e Kaplan, 2013;
Pereira et al., 2013). Apesar das diferentes zonas climaticas, o teor de citral no
OE dos espécimes foi em torno de 80,0% em cada amostra (Domingues; Carlo;

Pieri, 2022). No entanto, as mudangas sazonais podem influenciar a
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composi¢cao quimica do OE de P brevipedunculata. Em um estudo sazonal
avaliando a composigao volatil do espécime P. brevipedunculata, coletado em
Sao Luis (Maranhao, Brasil), foi possivel observar uma variagao significativa no
teor dos principais constituintes, como geranial (27,0-42,7%), neral
(22,8-33,2%), a-pineno (7,2-19,8%) e limoneno (5,3-9,4%) nas estagbes seca e
chuvosa. Neste mesmo estudo, variagdes expressivas desses compostos

também foram observadas no periodo circadiano (Camara et al., 2023).

Citral .

N = N . CHO =~. CH,OH
CH,OH —» CHO -
| | | |

H3C™ “CH4
1 2 + 3 4
CHO CHO

-l - — - — -
OH
.

5 6 8 9

£ ¥ a

© g

Figura 14: Monoterpenos encontrados nos 6leos de Pectis e sua relagdo biossintética,
envolvendo interconversdo por reagcbes de isomerizagdo, ciclizagdo, hidroxilacdo e
aromatizagdo. (1) Nerol, (2) neral, (3) geranial, (4) geraniol, (5) cuminaldeido, (6) perilaldeido,
(7) limoneno, (8) p-cimeno, (9) timol, (10) a-pineno, (11) carvona e (12) B-pineno (Massing et
al., 2021; Camara et al., 2023).

Embora haja variabilidade na composicdo quimica devido a fatores
ambientais, estagdes e épocas de coleta, os principais componentes, neral e
geranial, se mantém entre os principais (50-80%). As concentragdes de neral,
geranial, a-pineno e limoneno em nosso estudo sdo consistentes com os

resultados de um estudo recente conduzido por (Araujo et al., 2024). A
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composicao quimica do OE de espécies de Pectis foi amplamente relatada.
Outros espécimes como Pectis elongata do Para e Roraima (Brasil) sao
considerados fontes naturais de citral (>85%) (Nascimento et al., 2021; Pereira
et al., 2021). Semelhante ao perfil quimico encontrado em nosso estudo, o OE
de Pectis oligocephala, coletado em Sobral (Ceara, Brasil) foi rico em geranial
(42,9 a 44,5%), neral (32,2 a 34,2%), seguido por a-pineno (10,7 a 11,4%) e
limoneno (6,7 a 6,9%) (Albuquerque et al., 2003). A composic¢ao volatil de P,
odorata, amostrada em Cérdoba (Argentina), apresenta uma mistura de citral
(50%:; neral, 27,2%; geranial, 23,6%) e limoneno (50,2%) (Duschatzky et al.,
2005). O limoneno também esta presente no 6leo de P. prostata (16,2%) de
Cuba e em pequenas concentragbes em P. substriata (6,46%) do Mato Grosso
do Sul (Brasil) (Jesus et al., 2020; Pino; Rosado; Fuentes, 1996).

4.2.3 Caracterizagao do OEPb por RMN

Para confirmar a estrutura dos principais compostos, OEPb foi
submetido a analise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono-treze (RMN de 'H e ™C; 500,13 e 125,76 MHz,
respectivamente, em CDCl;) (Tab. 2 e 3). O espectro de RMN de 'H de OEPb
(Apéndice) apresentou ressonancias indicativas de uma mistura de dois
isbmeros, conforme mostrado pelas variagdbes dos protons (H-9)
correspondentes aos prétons de aldeidos identificados por dois dupletos em &
9,99 e 9,89 ppm (Fig.15). A integracdo desses sinais resultou em uma raz&o
neral:geranial de 0,87:1,0. Os sinais de prétons ressonando em & 5,18 e 5,20
correspondem aos protons metinicos dos cicloalcenos (H-3 e H-2), confirmando

a presencga do a-pineno e limoneno no OEPb.

Tabela 2- Dados de RMN para 'H e "*C (500,13 e 125,76 MHz, respectivamente; CDCI3) dos
compostos majoritarios neral e geranial presentes no OEPb e comparagdo com dados da
literatura. (&) deslocamento quimico.

OEPbH Literatura (Glamogclija et. al., 2011)
Posicdo Neral Geranial Neral Geranial
5, 5. 5, 5. 6H 5. S, 5.
1 9,99 191,2 9,89 190,7 9,9 191,5 9,90 190,6

3 - 163,8 - 163,8

2 588 1274 58 1286| 5,88 127 1 5,88 128,7
| - 163,9 - 163,9
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OEPb Literatura (Glamogclija et. al., 2011)
Posicdo Neral Geranial Neral Geranial
S, 5. Sy S, 5, S, 5, S,
4 2,20 40,6 2,59 32,6 2,20 40,3 2,59 32,3
5 2,17 25,7 2,17 27,9 2,17 25,5 2,17 27,8
6 5,18 1226 5,09 122,3 5,16 122,4 5,10 122,1
7 - 132,9 - 133,6 - 132,9 - 133,4
8 1,68 25,6 1,68 25,6 1,68 25,3 1,68 25,3
9 1,61 17,7 1,61 17,5 1,61 17,4 1,61 17,4
10 1,59 17,5 1,98 25,0 1,99 17,2 1,99 24,7
i A | |
i | i / o
.'J I 'll .I:I I"- ':. I"-.
ol ,E o - Bt -—g ———T e
100 " et a5 55 sh2 sk | a5z tppm)
A - =
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Figura 15: Regidao ampliada dos espectros de RMN de 'H, **C (abaixo) adquiridos para o OEPb

em CDCl;.

No espectro de RMN de *C analisado, conforme apresentado na Tab. 3

e na Fig. 15, os sinais referentes as carbonilas (C-1) foram observados em &

191,2 e 190,7, correspondendo, respectivamente, aos isébmeros neral e

geranial, em conformidade com valores de deslocamentos quimicos

observados para aldeidos em espectros de RMN de C, os quais variam
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tipicamente entre & 185-220 (Pavia et al., 2015). Além disso, os valores
observados para os carbonos C-2 e C-3 para o neral (0 127,4 e 163,8,
respectivamente), e para os carbonos C-2 e para o geranial (6 128,6 e 163,8
respectivamente), estdo dentro da faixa esperada para carbonos insaturados
presentes em estruturas de anéis aromaticos, cuja faixa de deslocamento
quimico varia entre & 110-175.

De acordo com a Tabela 3, os sinais em & 144,5 (C-2) e 116,0 (C-3)
correspondem aos carbonos sp? do a-pineno. Ja os sinais observados em &
133,6 (C-1), 120,6 (C-2), 163,8 (C-8) e 108,4 (C-9) foram atribuidos aos
carbonos sp? do limoneno. Os dados de RMN de 'H e *C est&o de acordo com
as observacgdes de (Glamoclija et al., 2011; Farias et al., 2019).

Tabela 3 - Dados de RMN para 'H e ®C (500 e 125 MHz, respectivamente; CDCI3) dos

compostos majoritarios a-pineno e limoneno presentes no OEPb e comparagdo com dados da
literatura. (&) deslocamento quimico.

OEPb Literatura (Farias et al., 2019)
Posicédo a-Pineno Limoneno a-Pineno Limoneno
5, o, 5, 5. o, 5. o, o,
1 1,98 47,0 - 133,6 1,93 47,0 - 133,6
2 - 144,5 5,40 120,6 - 145,0 5,45 120,6
3 5,18 116,0 (2,35; 30,8 5,20 116,0 (2,28; 30,8
2,31) 2,08)
4 (2,23; 31,2 1,65 41,1 (2,23; 31,2 1,67 41,0
2,21) 2,21)
5 2,04 40,7 (1,61; 30,6 2,06 40,7 (1,67; 30,5
1,59) 1,49)
6 - 37,9 2,08 27,9 - 37,9 2,08 27,9
7 (1,61; 314 1,73 234 (1,61; 314 1,79 23,4
1,59) 1,55)
8 1,26 26,3 - 163,8 1,28 26,3 - 159,2
9 0,83 20,8 4,70 108,4 0,83 20,8 4,77 108,3
10 1,66 22,9 1,65 22,5 1,67 229 1,71 20,6

4.2.4 Desenvolvimento dos nanogéis vazios (nG)

Para se obter um comportamento termossensivel para os nanogéis,
foram consideradas algumas combinagdes dos excipientes variando-se de
5-20:0,1-0,3 (m/m) a proporcdo de F127:974p como mostra a tab. 4.

Combinagdes de nG1-nG6 resultaram em formulagdes liquidas a 5 e 30 °C,
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ndo exibindo comportamento termorresponsivo desejado. Enquanto as
formulagdes contendo nG7-nG9 exibiram um comportamento termorresponsivo
mais pronunciado em comparagao com nG1-nG6, no entanto, a viscosidade
nao atingiu o nivel desejado. Por outro lado, formulagdes com nG10-nG12
permaneceram liquidas a 5°C e transicionaram para semi-solidas 30 °C com
um tempo de transicdo de aproximadamente 10 minutos de sol para gel.
Notavelmente, a combinagdo de nG10 produziu uma formulagdo de baixa
viscosidade, enquanto a combinagao de nG12 resultou em formulagdes de alta
viscosidade apds avaliagbes sensoriais. A combinagcdo otimizada que melhor
se adequou as caracteristicas desejadas foi determinada como nG11, servindo
como base para a incorporacdo do ingrediente ativo OEPb em varias
porcentagens em massa, designada como nG, com uma rapida transicao de
sol para gel (Fig. 16).

Tabela 4 - Diferentes composi¢cdes % (m/m) dos componentes dos nanogéis vazios (nG):
plurénico F127, carbopol 974P e agua.

Componentes (% m/m)

Amostra Agua Plurdnico F127 Carbopol 974P
nG1 94,9 5 0,1
nG2 94,8 5 0,2
nG3 94,7 5 0,3
nG4 89,9 10 0,1
nG5 89,8 10 0,2
nG6 89,7 10 0,3
nG7 84,9 15 0,1
nG8 84,8 15 0,2
nG9 84,7 15 0,3
nG10 79,9 20 0,1
nG11 79,8 20 0,2

nG12 79,7 20 0,3
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Figura 16: Fotos das formulagdes de nanogel preparadas com diferentes composi¢des % (m/m)
de F127, 974p, H20 e OEPb de acordo com a Tabela 4. (A) GF1-GF4 apresentam formulagdes
estaveis; (B) GF5 a GF8 exibem separacao de fases; (C) GF9 e GF10 mostram separagao de
fases, e GF11 exibe estabilidade na forma de uma nanoemulsdo. (D) O comportamento
termorresponsivo foi demonstrado para a formulagdo GF4.

4.2.5 Desenvolvimento de nanogéis carregados com OEPb

A Tab. 5 mostra a combinagédo de nG com diferentes % (m/m) de OEPbD.
A avaliagao preliminar da estabilidade das formulagdes nGF1-nGF11 forneceu
informacdes valiosas sobre suas caracteristicas fisicas e sua adequacao ao
potencial para o desenvolvimento de nanogéis. As formulagbes nGF1-nGF4
apresentaram-se como solugdes homogéneas e transparentes imediatamente
apo6s a preparagdo, mantendo sua integridade sem alteragdes visiveis na
aparéncia fisica apos 24h de armazenamento (Fig. 16A). Essas formulagdes
sdo candidatas promissoras para futuras otimizagcbes e uso potencial no
desenvolvimento de nanogéis, ja que sua estabilidade sob condigdes
refrigeradas indica sua adequacao para aplicagdes praticas. Em contraste, as
formulagbes NnGF5-nGF10 mostraram sinais de instabilidade, incluindo leve
turvacdo logo apds a preparagdo e separagao de fases apds 24h de
armazenamento, caracterizada pelo aparecimento de uma camada oleosa na
superficie da formulagao (Figs. 16B e 16C). A espessura dessa camada oleosa
aumentou de nGF5 para nGF9, indicando uma queda na estabilidade ao longo
do tempo e a necessidade de ajustes nas formulagdes para melhorar sua

estabilidade e potencial no desenvolvimento de nanogéis. A formulagdo nGF10
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apresentou baixa estabilidade, com turvagdo logo apds a preparagcéo e
separacgao trifasica apos 24h de armazenamento. Essas observagdes sugerem
que nGF10 pode exigir modificagdes significativas para resolver questdes de
estabilidade e torna-la adequada para desenvolvimento futuro. No entanto, a
formulacdo nGF11 apresentou caracteristicas de estabilidade promissoras,
mantendo uma aparéncia de emulsao apos 24h de armazenamento (Fig.16C),
indicando seu potencial para investigagcoes e desenvolvimento continuos de
formulagdes de emulsado. No entanto, dado que o estudo tinha como objetivo a
formulagcdo de nanogéis (O/A), as formulagbes nGF1-nGF4 foram priorizadas
para investigagcdes subsequentes de estabilidade acelerada. Essa decisao foi
tomada para otimizar recursos e focarem formulacbes que demonstraram

estabilidade inicial, potencialmente acelerando o processo de desenvolvimento.

Tabela 5 - Diferentes composigdes % (p/p) de OEPb e agua foram incorporadas a formulagéo
nG para atingir nGF1 a nGF11.

Componentes

Cédigo Agua F127 974p OEPb Estabilidade
nGF1 79,7 20 0,2 0,125 E®
nGF2 79,6 20 0,2 0,25 E®
nGF3 79,3 20 0,2 0,5 E®
nGF4 78,8 20 0,2 1 E?
nGF5 78,6 20 0,2 1,25 SF
nGF6 78,3 20 0,2 1,5 SF
nGF7 77,8 20 0,2 2 SF
nGF8 77,3 20 0,2 2,5 SF
nGF9 74,8 20 0,2 5 SF
nGF10 69,8 20 0,2 10 SF
nGF11 59,8 20 0,2 20 E

E: Estavel; SF: Separagéo de Fases; 2 Nanogel; ® Nanoemuls&o.

4.2.6 Ensaio de Estabilidade Acelerada das Formulagées nGF1-nGF4

Os resultados dos testes de estabilidade acelerada realizados nas
formulagées nGF1-nGF4 forneceram informagdes importantes sobre os perfis
de estabilidade fisica dessas formas semissodlidas. Seguindo as diretrizes da
Farmacopeia dos Estados Unidos (USP), nosso estudo analisou tanto a
integridade quimica dos ingredientes farmacéuticos ativos (IFA) quanto as

caracteristicas fisicas das formulagbes durante um rigoroso periodo de
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avaliacdo (USP, 2005). De acordo com os padrbes da USP, a estabilidade
quimica das preparacdes € determinada pela manutencdo da concentragao do
IFA dentro de uma faixa de 90-110% do valor inicial registrado no dia 0. Nossos
resultados indicam que as formulagcbées nGF1 a nGF4 permaneceram dentro
dessa faixa aceitavel durante todos os sete ciclos de avaliagdo, demonstrando
uma estabilidade fisica sélida sob condi¢cdes simuladas de armazenamento

com variagdes de temperatura (5°C e 32°C).

Uma das caracteristicas observadas nas formulagbées nFG1-nFG4 foi a
transicdo sol-gel, que foi satisfatoriamente alcangada em todas as amostras.
No entanto, uma observacao importante € a diferenca no tempo necessario
para essa transi¢ao, que variou de acordo com a quantidade de OEPb presente
na formulacdo. As formulagcbes contendo menor quantidade de OEPbH
apresentaram transicdo sol-gel em aproximadamente 7 minutos, enquanto a
formulacdo com 1% de OEPb sofreu essa transicdo em apenas 3 minutos.
Essa diferenga no tempo de geleificagdo pode ser explicada pela interagao do
OEPb com os polimeros utilizados na formulagéo F127 e o 974P. O copolimero
F127 é um polimero termossensivel que sofre transicdo sol-gel devido a
autoassociagao das suas cadeias hidrofébicas em temperaturas mais elevadas
(Dou; Karim; Loh, 2016). O OEPb, sendo uma substancia apolar, pode interagir
com as regides hidrofébicas do F127, favorecendo a formagao de micelas e
acelerando a transi¢cao para o estado gel. Além disso, o OEPb pode reduzir a
quantidade de agua livre disponivel, promovendo uma estrutura mais compacta
e facilitando a organizacdo dos polimeros na matriz gelificada. A interagdo do
Oleo essencial com o F127 pode reduzir a energia necessaria para a
reorganizagao das micelas poliméricas, tornando o processo de transicao mais
rapido (Grillo; Morfin; Prévost, 2018). Além disso, o Carbopol 974P, quando
disperso em meio aquoso, forma uma estrutura reticulada que pode ser afetada
pela presenga do Oleo, contribuindo para a estabilizagdo do gel em um tempo
reduzido. Portanto, a formulagdo com maior concentracdo de 6leo essencial
apresentou uma transigdo sol-gel mais rapida devido a intensificacdo das
interagbes hidrofébicas, que promovem uma reorganizagao mais eficiente dos

polimeros e uma formacéao acelerada da matriz gelificada.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Grillo+I&cauthor_id=30350691
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Morfin+I&cauthor_id=30350691
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pr%C3%A9vost+S&cauthor_id=30350691
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Além disso, a auséncia de alteracdes visiveis, como sedimentacao de
particulas ou separagao de fases, e as propriedades organolépticas, como odor
e cor, mantiveram-se inalteradas. Essas observagcbdes foram consistentes
independentemente das condigdes de armazenamento, destacando a
resisténcia das formulacdes as flutuacbes de temperatura e exposi¢cao a luz
durante o teste de estabilidade acelerada, que durou 14 dias. Posteriormente,
um teste de vida util foi conduzido ao longo de 180 dias sob condigbes
refrigeradas (5°C), reafirmando a integridade fisica e as propriedades
organolépticas das formulagdes ao longo do tempo. Essa estabilidade
prolongada reforga a adequagédo das formulagbes para armazenamento de
longo prazo, especialmente em ambientes onde o controle de temperatura é

um fator critico.

A avaliagdo abrangente das formulagbes nGF1-nGF4 demonstra perfis
robustos de estabilidade fisica e quimica, posicionando-as como candidatas
promissoras para aplicagdes farmacéuticas. Esses resultados contribuem para
o conhecimento sobre a estabilidade de formas farmacéuticas semis-solidas e
abrem caminho para seu potencial uso em diversos contextos terapéuticos. No
entanto, estudos adicionais que incorporem mais parametros e avaliagdes de
longo prazo sao necessarios para aprofundar nossa compreensédo e aumentar
a confianca na estabilidade e eficacia dessas formulagdes. Considerando o
desempenho estavel das formulagdes de nanogel nGF1-nGF4 nos ensaios de
estabilidade, a formulacdo nGF4 (nGP) foi selecionada para estudos

posteriores devido ao seu maior conteudo de OEPb.
4.3 Caracterizagoes do Nanogel nGP
4.3.1 Caracterizagao por CG-EM e UV-Vis

A analise por CG de nGP foi conduzida apds o ensaio de estabilidade
acelerada para avaliar a estabilidade quimica. A comparagao dos
cromatogramas do OEPb e do nanogel nGP revelou uma alta similaridade nos
perfis cromatograficos apresentando a mesma ordem de elui¢do: a-pineno,
limoneno, geranial e neral. No entanto, o cromatograma de nGP demonstrou
uma maior intensidade nos picos correspondentes a a-pineno e limoneno em

relacdo a mistura dos isbmeros geranial e neral (vide Apéndice). Interpretamos
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esse resultado como indicativo de que, devido ao carater ligeiramente mais
hidrofébico do a-pineno e limoneno, ha uma tendéncia no aumento da
solubilidade destes na matriz copolimérica do F127, o que naturalmente
justifica a utilizacdo dessa classe de polimero para a solubilizacdo de drogas
hidrofébicas, consequentemente, foi possivel observar um pequeno aumento
das areas sob os picos relacionados ao a-pineno e limoneno, frente a mistura
de isbmeros.

As andlises de UV-Vis realizadas nas formulagbes GF1-GF4 a 5,0x10°
g/mL em agua apoiam o encapsulamento de OEPb na matriz nG (Apéndice). A
banda de absorcdo observada em 240 nm corresponde a presenca de OEPb.
Observa-se que, na mesma concentragdo, um aumento na porcentagem de
OEPbH nas formulacbes GF1-GF4 resulta em um aumento proporcional na
absor¢cao a 240 nm, garantindo que as moléculas de OEPb permanecam

solubilizadas e bem estabilizadas dentro da matriz polimérica dos nanogéis.

4.3.2 Caracterizagao por Espectroscopia no Infravermelho com

Transformada de Fourier (FT-IR)

Inicialmente procedemos com a caracterizacdo dos materiais puros,
Oleo essencial da P. brevipedunculata (OEPb), plurdnico (F127) e carbopol
(974p). No espectro de FTIR do OEPb (Fig. 17 A), a banda de absorgéao de
média intensidade entre 2954-2870 cm™ esta associada aos estiramentos
simétrico e assimeétrico das ligagbes C—H. As bandas finas em 1442 e 1377

cm™’

estdo também associadas as vibragbes das ligagbes C—H,
correspondendo aos modos vibracionais de tesoura e balanco,
respectivamente. A banda fina, de alta intensidade, em 1674 cm™ e a banda de
baixa intensidade entre 887-789 cm estdo relacionadas, respectivamente, ao
estiramento e ao dobramento de ligagcbes C=C de alcenos trissubstituidos,
como suporte a presenga dos compostos a-pineno e limoneno na composi¢cao
quimica do OEPb. O pequeno ombro observado em 1712 cm™, caracteristico
de estiramento de carbonila de aldeidos conjugados, confirma a presencga dos
isdmeros neral e geranial na composigdo do OEPbH. A Figura 17B mostra o
espectro de FTIR para o nanogel nGP.

O espectro de FTIR do copolimero F127 é mostrado na Fig.17B. Uma

banda larga e de média intensidade com absorgdo em 3564 cm™ esta
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associada a frequéncia de estiramento O—H de ligagdes de hidrogénio
intermoleculares, enquanto que a banda associada com a frequéncia de
estiramento das ligagbes C—O—C aparece em 1103 cm’. De fato, a
associacao das cadeias alongadas do copolimero F127 facilita a formacao de
ligagbes de hidrogénio entre as hidroxilas das cadeias de PEO e entre estas e
0S grupos éter.

O espectro de FTIR do polimero 974p é mostrado nas Fig. 177CeD. A
banda larga e intensa observada entre 3475-3414 cm™ esta associada com as
frequéncias de estiramento das ligagbes O—H dos grupamentos carboxilicos,
tanto na forma livre, como também associados com interagdes
intermoleculares, valor este em 3414 cm™, tipicamente atribuido a formagao de
dimeros de acidos carboxilicos, com forte estabilizacdo por ligacbes de
hidrogénio. A banda observada em 1720 cm”, caracteristica de estiramento
C=0 associado com interacbes intermoleculares, infere a presenca de
interagbes do tipo O—H---O=C. A carbonila funcionando como um grupo
elétron-retirador, ativa eletronicamente o atomo de oxigénio, possibilitando a
formagao de ligagdes cruzadas de hidrogénio quando combinado com o F127.
Estas caracteristicas, intrinsecas do 974p, o torna um material robusto para o
desenvolvimento de nanoplataformas Drug-delivery com propriedades

bioadesivas, alta viscosidade, elevada % de eficiéncia de encapsulamento, e
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comportamento termossensivel, mesmo que empregado em pequenas % m/m).
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Figura 17: Espectros de FT-IR dos materiais puros (A) Oleo Essencial da P. brevipedunculata
(OEP®), (B) Plurénico F127 (F127), (C) Carbopol 974p (974p) entre 4000-2500 cm-' e (D) 974p

entre 2500 a 690 cm-".

A analise de FTIR €& uma ferramenta altamente eficaz frequentemente

utilizada para

investigar o processo de encapsulacdo de ingredientes

farmacéuticos ativos (IFA) dentro de nanoplataformas poliméricas para

aplicagbes de

liberagdo de farmacos.

Ao examinar mudangas ou

deslocamentos nas intensidades das bandas e o alargamento das vibragdes

nos espectros de FTIR, pode-se obter

insights sobre propriedades como

miscibilidade e interacbes entre cadeias de macromoléculas e IFA. Assim, a

adicao de 1% de OEPb na matriz nG altera significativamente os valores das

bandas de absorgao relacionadas a mistura F127/974p (Fig. 118)
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A banda de absorgdo forte e fina em 3676 cm™ é resultado de um
acentuado deslocamento de absorgéo para o vermelho com ,A = 112 cm™ da
banda em 3564 cm™ observada no espectro do nG. Essa descoberta indica que
uma diminuicdo de energia € necessaria para o estiramento das ligagbes de
O—H, muito provavelmente as moléculas do OEPb, levando a interpretacéo de
que as moléculas de OEPbL mais hidrofébicas estdo preferencialmente
acomodadas nas cadeias de PPO de F127. Parte dessa interpretacao
baseia-se na energia aumentada necessaria para o estiramento anti-simétrico
das ligagbes C—H, conforme indicado pelo aumento da intensidade e
deslocamento para o azul ( ,A =19 cm™) da banda de 2904 cm™ (nG) para 2885
cm™ no espectro de nGP (Fig. 18B), indicando um aumento significativo nas

interacdes hidrofdobicas do sistema.
4.3.3 Caracterizagao por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

O tamanho de particula e o potencial { do nGP foram medidos
quantitativamente usando a técnica DLS. O DLS surgiu como uma ferramenta
essencial para determinar a distribuicdo do tamanho de nanoparticulas em uma
solugcdo. Ao analisar as flutuagbes na intensidade da luz espalhada causadas
pelo movimento browniano, o DLS fornece insights valiosos sobre o didmetro
hidrodinamico (D,,) e a polidispersdo de nanogéis, avaliando a homogeneidade
e a estabilidade das formulagdes de nanogéis. Complementarmente ao DLS, a
analise do potencial de d oferece uma compreensdao mais profunda do

comportamento do nanogel, avaliando suas caracteristicas de carga superficial.
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A analise de DLS de nGP foi realizada em duas concentracdes, diluicdo
maxima e minima em agua destilada para garantir que o equipamento pudesse
medir com precisdo o tamanho das particulas e as propriedades do potencial
de 9 em solugdo. Os resultados das medi¢cdes de DLS revelaram diferengas
notaveis. Sob diluigdo maxima, o D,, das particulas apresentou um valor médio
de 30,44 nm e PDI de 0,54, indicando uma maior dispersao de particulas na
solugdo (Fig. 19A). Normalmente, nanoparticulas destinadas a liberagao de
farmacos estao na faixa de tamanho de 10 a 200 nm. Portanto, a escolha do
tamanho apropriado da nanoparticula & crucial para otimizar a eficacia dos
sistemas de liberacdo de farmacos. E bem documentado que o F127 tem uma
maior propensdo a se auto-organizar em solugbes diluidas, formando
tipicamente agregados esféricos. Essa faixa é escolhida porque nanoparticulas
dentro dessa faixa de tamanho exibem caracteristicas favoraveis, como maior
captacéo celular, tempo de circulagdo prolongado na corrente sanguinea e
melhor biodistribuicio.

O D, aumentou significativamente para 429,3 nm, e PDI de 0,27 sob
diluicdo minima (Fig. 19C). Em concentragbes mais altas, o F127 pode
auto-assemblar-se em um complexo morfolégico. Agregados maiores podem
estar interconectados por uma arquitetura ramificada, chamada de micelas do
tipo’worm-like”, levando a agregados estaveis de tamanhos ainda maiores,
como evidenciado em estudos anteriores (Costa et al., 2024). Além disso, em
concentragbes mais altas, os nanogéis podem permanecer intactos por
periodos prolongados em aplicagdes que requerem liberagdo controlada de
ingredientes farmacéuticos ativos. Esse comportamento € atribuido a estrutura
robusta formada por micelas do tipo “worm-like”, que facilita a liberagcao
sustentada e controlada das substéncias ativas.

Estudos mostram que, devido a sua arquitetura ramificada e capacidade
de se organizarem formas de rede tridimensionais, os nanogéis podem manter
a estabilidade do farmaco por um longo tempo, liberando o ingrediente ativo de
maneira gradual e por um periodo prolongado. Essa caracteristica é
particularmente benéfica para tratamentos que requerem liberagao prolongada,
aumentando a eficacia terapéutica e reduzindo a necessidade de administragcéo

frequente.
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As medigdes do potencial de 9 ndo mostraram mudangas significativas
nos valores nessas concentragdes. Curiosamente, ambas as condigcdes de
diluicdo exibiram valores de potencial de 9 préximos de zero (Figs. 19 C e D).
Apesar da proximidade do potencial de & a zero, indicando a falta de repulséo
eletrostatica forte entre as particulas, a estabilidade do sistema ndo foi

notavelmente afetada.
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Figura 19: Distribuicdo do tamanho de particulas em condi¢des de (A) alta diluicdo, mostrando
um D,, de 30,18 nm e PDI de 0,54, e (B) (D) potencial 4 de -1,6 mV. Em condi¢cbes de baixa
diluicdo (C) o valor de D, é alterado para 429,3 nm, e PDI de 0,27 e (D) sem alteragéo
significativa no valor do potencial 9.

4.3.4 Ensaios in vitro do nGP Contra Larvas de A. aegypti

Os resultados apresentados na Tabela 6 destacam a potente eficacia
larvicida do nanogel nGP contra larvas de A. aegypti em diferentes
concentragbes da formulagdo carregada com OEPD, variando de 5 a 500
Mg/mL, nos intervalos de tratamento de 24-48 h. As taxas de mortalidade,
expressas em porcentagens com desvios-padrdo acompanhantes, foram
avaliadas para uma amostragem de 10 larvas por concentragéo, fornecendo
suportes robustos sobre os efeitos dependentes da concentracdo da

formulacdo do nGP. A atividade larvicida observada nas concentracbes mais
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baixas foi minima, com taxas de mortalidade de 1,0% + 3,2 ap6s 24 h e
1,0-2,0% £ 3,2-4,2 apos 48 h (Entradas 1 e 2). Essas observagbes sugerem
gue o nanogel em dosagens tao baixas é insuficiente para interromper fungdes
biolégicas criticas nas larvas, destacando a importancia de otimizagdo da
concentracio para controle vetorial eficaz.

A aplicagdo de nGP a 100 ug/mL resultou em um aumento moderado na
mortalidade, alcangando 11,0% * 12,9 em 24 h e 16,0% %= 13,5 em 48 h
(Entrada 3). Embora um aumento temporal na eficacia tenha sido observado, a
atividade larvicida geral permaneceu abaixo do ideal. Essa observacéao ressalta
a necessidade de uma concentragao limite que possa desencadear disturbios
fisiolégicos significativos nas larvas, levando a mortalidade. Uma melhoria
acentuada na eficacia larvicida foi alcangada em concentragdes mais altas,
com 250 pyg/mL de nGP causando 67,0% % 9,5 de mortalidade em 24h e 89,0%
t 3,2 em 48 h (Entrada 4). Em 500 pg/mL, a eficacia foi ainda mais
pronunciada, com taxas de mortalidade de 96,0% % 7,0 ap6s 24 h e 100,0% %
0,0 apds 48 h (Entrada 5). Esses resultados indicam que o nGP demonstra um
efeito larvicida pronunciado dependente da concentragdo. Isso se deve,
provavelmente, a maior biodisponibilidade e liberacdo sustentada do OEPb,

que interrompe os processos fisioldgicos das larvas.

Tabela 6: Eficacia do efeito larvicida do nGP contra larvas de Aedes aegypti em 24 e 48 h
pos-tratamento representada em % de mortalidade + Desvio Padrdo (DP) para um n = 10.

Entrada Tratamento pg/mL Mortalidade % * SD
nGP? : 24h 48h
1 5 1,0+3,2 1,0£3,2
2 50 1,0+ 3,2 20+4.2
3 100 11,0+ 12,9 16,0+ 13,5
4 250 67,0+9,5 89,0+3,2
5 500 96,0+7,0 100,0 £ 0,0
6 Agua 0,0+0,0 0,0£0,0
7 nG® 0,0+0,0 0,0+0,0
8 Temefos® 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0

@ Concentragédo de OEPb;
® Controle negativo testado em 1 x 10° ug/mL;

¢ Controle positivo testado a 100 pyg/mL;
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A auséncia de mortalidade larval nos controles negativos, que incluiam
agua e nG sem OEPDb, confirmou que a mortalidade observada nos grupos
experimentais € atribuivel somente aos efeitos bioativos do OEPb (Entrada 6).
Isso destaca a especificidade da formulagao do nanogel e seu potencial como
um agente larvicida eficaz. O grupo de controle positivo tratado com temefés
(Entrada 7), um larvicida amplamente reconhecido, atingiu 100% de
mortalidade em ambos os pontos de tempo, validando as condigdes
experimentais e fornecendo uma referéncia para avaliar a eficacia do nanogel
nGP. O desempenho comparavel da maior concentragcao de nGP com ao do
temefés destaca o potencial citotéxico do nanogel como uma intervengéo
larvicida alternativa. Os resultados deste estudo sugerem que o nanogel nGP
representa uma alternativa viavel e ecologicamente correta para o controle das
larvas de A. aegypti, especialmente em concentragbes mais elevadas. A
eficacia dependente da concentragdo observada indica que a otimizacdo da
formulagdo poderia aumentar sua aplicabilidade pratica em programas de
controle vetorial.

A Fig. 20 mostra os resultados das doses letais (CLs, € CLgyy) apos 24h
de tratamento com nGP. Os resultados indicam que o nanogel nGP € altamente
eficaz no controle das larvas de A. aegypti, com uma reducéo significativa nas
concentragdes letais ao longo do tempo de exposi¢cao. Apds 24 h, a CL, foi de
199,5 pug/mL, e a CLy, foi de 392,0 ug/mL, enquanto apds 48 h, esses valores
diminuiram para 184,5 yg/mL e 253,4 pg/mL, respectivamente. A diminuicao
nas concentragées letais ao longo do tempo sugere uma sensibilidade
crescente das larvas ao nanogel, possivelmente devido a maior absor¢céo ou
efeito cumulativo do tratamento. Os valores de R2, muito proximos de 1,
indicam alta precisdo nos modelos de dose-resposta, reforcando a
confiabilidade dos dados obtidos. Esses resultados destacam o potencial do
nanogel nGP como uma ferramenta promissora no combate ao mosquito vetor
de doencas. Estudos futuros devem focar nos aspectos mecanicos da
mortalidade larval induzida pelo nanogel, bem como em ensaios de campo
para validar sua eficaAcia em ambientes reais. Isso é crucial para entender
melhor os processos citotéxicos do nanogel contra as larvas de A. aegypti,com

resultados a serem publicados em pesquisas futuras. A integracdo dessas
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abordagens nanotecnoldgicas tem o potencial de melhorar significativamente
as estratégias de controle de mosquitos, tornando-as mais sustentaveis e
direcionadas, mitigando efetivamente a disseminacgao de doengas arbovirais.

A eficacia larvicida do nGP corrobora os achados da literatura que
destacam caracteristicas como a liberacdo controlada de constituintes volateis
de dleos essenciais, bem como sua estabilidade estrutural. Nesse contexto, foi
avaliado o desempenho larvicida de esferas de hidrogel compostas de alginato
de sédio (SA) combinado com uma emulsao Picke ring (PE) de 6leo essencial
de tomilho branco contra as larvas de Aedes albopictus, um vetor de
arboviroses significativas em areas rurais. Observou-se uma liberagéo
controlada do oleo essencial, correlacionada diretamente com um aumento da
atividade larvicida ao longo de 48 h (Shin et al., 2021). Da mesma forma, a
estabilidade do nanogel de dleo essencial de Eucalyptus globulus conferiu alta
eficiéncia larvicida contra as larvas de Anopheles stephensi (CLs, 32 pg/mL),
uma espécie domeéstica proeminente de mosquito vetor da malaria (Alipanah et
al., 2022). Embora uma comparacéao direta dos resultados de CLg, publicados
na literatura e os valores obtidos neste estudo para o nGP possa mostrar
discrepancias, € essencial considerar que os sistemas envolvidos sao
consideravelmente distintos. Primeiro, em relacdo aos excipientes das
formulagdes, muitos estudos que descrevem o desenvolvimento de nanogéis
utilizam surfactantes nao iénicos, como os polissorbatos, para a solubilizagao
de 6leos essenciais. E importante enfatizar que essa classe de surfactantes
possui CMC significativamente altas; por exemplo, o Tween-80 tem uma CMC
de até 2,2 mM a 298,15 K, um valor muito superior ao do Pluronic F127, que é
de 0,34 mM na mesma temperatura (Soares et al., 2009). Isso pode influenciar
a precipitacdo do conteudo formulado quando administrado em ambientes
bioldgicos, o que, por sua vez, poderia explicar os valores mais altos de CL,
relatados nesses estudos (Almeida et al., 2023; Duarte et al., 2020; Shin et al.,
2021; Alipanah et al., 2022). Adicionalmente, a aplicagdo do nG (nanogel
vazio) ndo mostrou nenhum efeito citotoxico nas larvas de A. aegypti,
reforcando o perfil atoxico do F127, aprovado pela FDA como um excipiente
seguro. Também é relevante considerar as diferengas no perfil quimico de cada
oleo essencial investigado, pois variagbes na composicao podem refletir

diretamente nos valores de CLg, observados, justificando as discrepéncias em



85

relacdo aos dados da literatura. Finalmente, este trabalho representa um
avangco no estado da arte ao empregar, pela primeira vez, um nanogel
termorresponsivo ecologicamente correto, baseado no copolimero F127 e

carbopol 974p , para fins larvicidas.
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Figura 20: Concentragbes letais CLs, e CLgy, para larvas de A. aegypti. Apos 24 h de tratamento
com o nanogel nGP, a CLg, foi de 199,5 + 5,6 ug/mL e a CLg, foi de 392,0 + 16,6 ug/mL, com

um R2 de 0,9992. Apds 48 h de tratamento, a CLs, diminuiu para 184,5 + 8,2 ug/mL e a ClLg,
para 253,4 + 7,6 ug/mL, com um R2 de 0,9989.
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CAPITULO 5

Formulagao nanotecnolégica incorporando o6leo essencial de Pectis
brevipedunculata (Asteraceae): uma abordagem ecologicamente correta

para terapia leishmanicida e anti-inflamatoéria.

Caracterizacao morfolégica
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A nanotecnologia tem se destacado como uma abordagem inovadora no
desenvolvimento de terapias para doencgas negligenciadas, como a
leishmaniose, e em condigdes inflamatorias. Nesse contexto, os nanogéis
surgem como veiculos promissores para a liberagdo controlada de agentes
bioativos, permitindo maior eficacia e menores efeitos adversos. O presente
capitulo aborda a caracterizacdo morfologica e a avaliagdo do potencial
leishmanicida e anti-inflamato6rio do nanogel nGP. A caracterizagdo morfologica
do nGP foi realizada através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Microscopia de Forga Atémica (AFM), para se obter informagdes morfologicas
em escala nanométrica da associagdo do OEPb com a matriz F127/974p. O
potencial leishmanicida do nGP foi avaliado por meio de estudos in vitro em

células de Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa). Ensaios in vivo foram
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realizados para avaliar o efeito anti-inflamatério das formulagbées GF1-GF4,
utilizando um modelo de inflamagédo em patas de camundongos.

Os resultados deste capitulo foram publicados na revista Polymers, na
sessdo da edicao especial Gel Funcional e suas Aplicacdes Multiuso. A revista

possui um fator de impacto de 4,7 e é classificada como A2 no Qualis CAPES.

doi: https://doi.org/10.3390/polym17030379

5.1 Materiais e Métodos
5.1.1 Materiais

Gel de diclofenaco sodico, solugdo salina NaCl, Carragenina, XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazol
ium hydroxide), PMS (N-metil dibenzopirazina metil sulfato), penicilina,
estreptomicina, soro fetal bovino e anfotericina B, foram adquiridos

comercialmente pela Merck Company (Rahway, NJ, EUA).
5.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras foram inicialmente congeladas em nitrogénio liquido a -196
°C e entao liofilizadas por 24 h usando um secador por congelamento Thermo
Micro Modulyo (Thermo Electron Corporation, Pittsburgh, PA, EUA). Apds a
liofilizagdo, as amostras foram revestidas com uma fina camada de metal
usando um BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein), e sua
morfologia foi analisada em ampliagcdes de 100x e 50x usando um microscoépio
FEI Quanta 250 (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Alemanha).

5.1.3 Microscopia de Forga Atédmica (AFM)

As amostras foram usadas apds o processo de liofilizacdo. Um
microscopio Multimode 8 (Bruker, Santa Barbara, CA, EUA) foi usado para as
andlises, operando no modo PeakForce Quantitative Nanomechanics (QNM).
Neste modo, a sonda oscila a 1 kHz, abaixo de sua frequéncia de ressonancia,
adquirindo curvas de forga a cada ciclo de oscilagdo. As sondas usadas neste
estudo tinham uma constante de mola nominal de 0,4 N/m e um raio de ponta
de 2 nm (especifico para o modelo de sonda), com uma resolugao de varredura
de 256 x 256 linhas e uma taxa de varredura de 0,5 Hz por mapa adquirido.

Simultaneamente com a aquisicdio da curva de forga, propriedades
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nanomecanicas como o modulo de Young e adesao também foram medidas
(Derjaguin et al., 1975). Em um ponto no mapa topografico adquirido para a
amostra nGF3, uma curva de interacdo sonda-amostra real Fig. 21B) pode ser
identificada, mostrando tanto a curva de aproximacao (azul) quanto a curva de
retracdo (vermelha). A separagéo entre essas duas curvas indica dissipag¢ao de
energia durante o ciclo de aproximagao-retragdo. Durante a fase de
aproximacédo (indice 1 na curva), quando a sonda esta longe da superficie da
amostra, forcas atrativas de van der Waals atuam até que a sonda passe por
um "salto para contato", fazendo contato com a superficie da amostra (indice 2
na curva). Durante a fase de indentacdo, o regime linear da interagéo (indice 3)
€ usado para calcular o moédulo de Young com base no modelo
Derjaguin-Muller-Toporov (DMT). Para a interagao entre uma sonda conica nao
deformada e uma superficie de amostra rigida, este modelo é expresso pela
Eq. 1 (Hellwig et al., 2017):

F(8)=%X(TEV)>< R x 8"

E: é o mddulo de Young; v: é a razdo de Poisson; &: é a profundidade de
indentagao; R: é o raio da sonda.

Além disso, durante o ciclo de retragdo da curva mostrada na Fig. 20B),
a separagao sonda-amostra encontra resisténcia, manifestada como uma
deflexdo para baixo do cantilever devido a forcas atrativas (indice 4 na curva).
A resisténcia maxima observada durante o desprendimento da sonda da
superficie da amostra caracteriza a adesao (Rates et al., 2022; Rates, et al.,
2024). Apos superar essa resisténcia, a sonda se afasta da superficie da
amostra, completando a aquisicdo de uma unica curva de forga (indices 5 e 6

na curva).
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Figura 21: Curvas de Forca AFM. (A) Mapa topografico da amostra, exibindo contrastes
distintos para regides mais altas (areas mais claras) e regides mais baixas (areas mais
escuras). O ponto 1 (Pt 1) corresponde a regido especifica onde a curva de forga foi adquirida.
(B) Curva de forga representativa obtida do Ponto 1 na imagem A, ilustrando os ciclos de
aproximacéo (azul) e retragdo (vermelho). Os indices ao longo da curva destacam os estagios
distintos da interagdo sonda-amostra, conforme detalhado nas insergdes graficas: (1) a sonda
esta distante da superficie da amostra, (2) a sonda estabelece contato com a superficie da
amostra, (3) o regime linear da curva durante a indentagao, (4) a resisténcia maxima observada
durante a separagdo sonda-amostra, (5) a sonda se retrai da amostra e (6) o ciclo de
aproximagao-retragao conclusivo.

5.1.4 Ensaio in vitro contra promastigotas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis (LLa)

As células LLa (cepa PH8) foram cultivadas em meio de cultura 199,
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado e antibiéticos (100
pL/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina). As culturas foram
incubadas a 27 °C com subcultura constante. Em placas de 96 pocos, a cultura
de promastigotas LLa foi semeada em meio RPMI 1640, resultando em uma
concentragdo final de 2x107 leishmania/mL apds a adigdo dos compostos. Os
nanogéis foram diluidos em meio RPMI 1640 e adicionados em concentragdes
variando de 2,2-0,7 mg/mL em OEPb. As placas foram entéo incubadas a 27
°C por 24, 48 e 72 h. A viabilidade dos promastigotas foi determinada usando o
método colorimétrico XTT. Uma mistura contendo 20% de XTT:PMS e 60% de
solugédo salina NaCl (na concentragdo de 0,9%) foi adicionada as placas. As
placas foram entdo incubadas por 4 h a 37 °C com 5% de CO,. Apds esse
periodo, a absorbancia foi medida usando um espectrofotdbmetro com filtros
ajustados para 450-620 nm, e a porcentagem de inibicdo foi estimada por
comparacgao com células ndo tratadas. A anfotericina B foi usada como controle
positivo. Os experimentos foram conduzidos em triplicata e na auséncia de luz.
A porcentagem de mortalidade foi calculada com base em na regresséo
logaritmica da curva de controle feita apenas com Leishmania € meio de
cultura, iniciando com uma concentracao de 2x10’ leishmania/mL e diluida em

uma proporgéo de dois até a concentragédo de 6,25 x 10° Leishmania/mL.
5.1.5 Avaliacgao in vivo da Atividade Anti-Inflamatéria dos Nanogéis

Para caracterizar o efeito anti-inflamatério dos nanogéis produzidos, o

protocolo experimental de edema de pata induzido por carragenina foi realizado
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em camundongos Swiss machos adultos, seguindo a metodologia de Sulaiman
et al. (2010) com modificagdes. Aprovado pelo Comité de Etica do CEP-UFMA
(Comité de Etica em Pesquisa da AGEUFMA), sob o cédigo de aprovacio
23115.038817/2024-44, em 1° de maio de 2024. As formulagdes tépicas nGFO,
nGF2-nGF4 foram avaliadas em relagcédo ao gel de diclofenaco sodico 10 mg/g,
que foi selecionado como o medicamento tépico anti-inflamatoério padréo. Os
animais foram divididos em seis grupos (n=5), da seguinte forma: Controle, que
recebeu solugao salina NaCl 0,9%; Grupos I, Il e IV, que receberam nGF2,
nGF3 e nGF4, respectivamente; Grupo V recebeu nGF0, e Grupo VI recebeu
gel de diclofenaco sddico 10 mg/g. Apoés 1 hora, a inflamagdo aguda foi
induzida nas patas traseiras direitas dos animais por injecdo intraplantar de
0,05 ml de carragenina (1% p/v). Um paquimetro digital foi utilizado para medir
0 aumento na espessura da pata (Ct) imediatamente apds a injecdo de
carragenina (0 h) e entdo a cada hora por 4 h depois disso. Qualquer aumento
na espessura da pata foi considerado um indicador de inflamacgéao (Fig. 22). O

calculo da inibicao da inflamagao é expresso como:

[(C[—CO) grupo controle —(Ct—CO) grupo tratado]

Inibicao de Edema (%) = [C=C_Jgrapo controle x 100

Onde Ct é a medida da pata apds o tratamento com carragenina no

tempo t, e CO é a medida inicial (basal) da pata.

Inducédo de Edema

topico

1 +]
Tratamento’ Carragenina 1% “@/

wiilad Medicdo do edema
Diclofenaco (0,1,2,3 e 4 horas) x
| sadico gel ‘
G swissmi E nGF2
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| nGF3 4
i nGF4

Comparacao 4. Prism
da medicdo

Figura 22: Esquema da sequéncia experimental para avaliacdo in vivo do potencial
anti-inflamatério de nanogéis.
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5.1.6 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, os dados foram avaliados usando uma
abordagem de critério unico por meio de ANOVA, seguido pelo pos-teste de
Tukey para comparacdes pareadas e Kruskal- Wallis com teste post-hoc de
Dunn para dados ndo paramétricos. A significancia estatistica foi determinada
com base em critérios predefinidos. Todas as analises estatisticas e
representacbes graficas foram realizadas usando o software Prism 9
(GraphPad, San Diego, CA, EUA). Valores com diferencas estatisticamente

significativas foram explicitamente destacados.

5.2 Resultados e Discussao
5.2.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), surgiu como uma
ferramenta indispensavel para desvendar as paisagens intrincadas de
formulagées nano e microestruturadas. Essa técnica, € bem conhecida por sua
capacidade de gerar imagens de alta resolugao, é crucial na caracterizagao de
materiais em escalas que sao frequentemente significativas em formulagcdes
farmacéuticas para uma compreensdo abrangente de suas propriedades e
potenciais aplicagdes. A analise MEV permitiu examinar a morfologia da
superficie e da secdo transversal das formulagdes liofilizadas de nG
(formulagédo com a mistura dos polimeros) e nGP (formulagdo que contém 1%
do OEPb). As micrografias MEV de nG (Fig. 23) mostram que a mistura de
polimeros plurénico (F127) e carbopol (974P) tem um padrdo morfoldgico que
consiste na natureza porosa da matriz com estruturas interconectadas em
forma de canal, caracteristicas do arranjo reticulado de cadeias de polimero
974P, como resultado da ligagdo de hidrogénio intermolecular. As imagens
MEV também nos permitem observar que uma camada superficial nao
uniforme cobre as regides porosas internas (Figs. 23B e 23C). Essas
caracteristicas morfolégicas podem ajudar a explicar as propriedades do nG. A
distribuicdo porosa pode ser preenchida pela fase liquida, fazendo com que a
viscosidade do nG seja alta devido as fortes ligagdes de hidrogénio com a

agua.
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Figura 23: Micrografias MEV de nG com ampliagdo de 1000x (A), 2000x (B) e (C) e 5000x (D)
apos o processo de liofilizacao.

No entanto, a adigdo de 1% de EOPb em nG altera significativamente a
morfologia da nanoformulagdo. As micrografias MEV de nGP mostram regides
planas bem definidas com auséncia porosa em todos os materiais analisados
(Fig. 24). Conforme observado pela analise FTIR, a forte interacédo
intermolecular entre as cadeias de polimero EOPb e PEO previne a formagao
de poros durante o processo de liofilizagdo. Além disso, a morfologia
transversal do nGP mostra planos espessos organizados em camadas (Fig.
25). Essas caracteristicas morfolégicas dao suporte as propriedades fisicas do
nGP. A forte interagdo polimero-EOPb pode ajudar a explicar sua alta
viscosidade, e a organizagao estrutural bem definida em camadas permite facil
movimentagao dos planos, refletindo macroscopicamente em um material com

textura macia e alta espalhabilidade.
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Figura 24: Micrografias MEV de nGP em uma ampliagdo de 500x (A), 1000x (B), 2000x (C) e
5000x (D) apos o processo de liofilizagdo. As micrografias MEV mostram regiées planas bem
definidas com a auséncia de poros.

Figura 25: Micrografias MEV de nGP em uma ampliagéo de 1000x (A), 2000x (B) e (C) e 5000x
(D) apdés o processo de liofilizagdo. As micrografias MEV mostram planos espessos
organizados em camadas.
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5.2.2 Analise de Microscopia de Forga Atomica (AFM)

Andlises de Microscopia de Forgca Atébmica (AFM) foram empregadas
para obter detalhes morfolégicos das formulagbes nG e nGP. A AFM forneceu
imagens de alta resolugao das estruturas de gel na nanoescala, oferecendo
insights sobre o tamanho da particula, forma e caracteristicas de superficie,
como modulo de Young e forca de adesdo. Os mapas topograficos
apresentados na Fig. 26 revelam caracteristicas estruturais detalhadas da
formulagcdo nG. Dois dominios distintos sao indicados pelas setas amarela e
verde Fig. 26A. O dominio indicado pela seta amarela corresponde a uma
regido relativamente plana com uma altura média de 5,92 + 3,00 nm (n = 15),
resultante de fortes interagbes intermoleculares entre os polimeros F127 e
974P. Por outro lado, o dominio indicado pelas setas verdes mostra geometrias
relativamente esféricas, com uma altura média de 108,74 £ 19,41 nm (n =19) e
um didmetro médio de 279,09 + 38,93 nm (n = 20), indicando a formagéao de
micelas F127 Figs. 26A e 265B.

Conforme observado por FTIR, as micelas F127 sao estabilizadas por
ligacdes de hidrogénio reticuladas com as cadeias 974P. A presenga desses
dominios distintos sugere a contribuicdo das forgas de Van Der Waals durante
a formacdo da mistura de polimero F127/974P levando a formag¢ao de uma
rede estrutural altamente estavel, com valores de altura e geometrias
consistentes com as caracteristicas esperadas com base nas propriedades dos
componentes individuais. A analise topografica do nanogel nG também revela a
presenca de um terceiro dominio, caracterizado por uma estrutura cubica
micelar, conforme ilustrado na Fig. 26C. Esta observagao € intrigante, pois
sugere a formacao de uma fase distinta coexistindo com os dominios esférico e
plano. Estudos relatados anteriormente na literatura demonstraram o
comportamento polimorfico de copolimeros de bloco anfifilicos em
concentragdes acima de 5% em massa. Fases de gel com estruturas diversas,
incluindo lamelar, normal e hexagonal reversa, cubica bicontinua normal e
reversa e micelar normal e reversa cubica, foram documentadas na literatura,
apoiando nossas descobertas (Lee; Cho; Kim, 2022; Li et al., 2015; Almgren;
Brown;Hvidt, 1995).



95

(A) 1200nm  (B)
100,0
0.0 0,29 um
500 0,00 pm
40,0
20,0
0.0
(C]' 75,4 nm {D]
[0 0,15 pm
Cubic micelar o
0,00 pm

structures & b 40.0
'5' 30,0
20,0
10,0
0,0

Figura 26: Mapas topograficos AFM do nanogel nG. (A) Setas amarelas indicam estruturas
esféricas formadas por micelas F127, com altura média de 108,74 + 19,41 nm (n = 19), e setas
verdes indicam regides planas com altura média de 5,92 + 3,00 nm (n = 15). (B) e (D)
Micrografias 3D expandidas mostrando as estruturas esféricas em detalhes. (C) Estruturas
micelares cubicas formadas por processos agregacionais de micelas F127.

As Figuras 27A e 27B detalham os valores do modulo de Young para os
dominios do sistema nG mostrados nas micrografias anteriores. As medi¢des
do mddulo de Young fornecem insights sobre as propriedades mecanicas dos
dominios estruturais. Observa-se que tanto as estruturas micelares
relativamente esféricas quanto as formas cubicas de F127 exibem
predominantemente valores mais baixos do mdédulo de Young. Em contraste, os
dominios planos, resultantes das fortes interacdes intermoleculares entre F127
e 974P, exibem valores relativamente mais altos. Essas descobertas sao
consistentes com observacbes de que os dominios F127/974P formam
estruturas planas mais rigidas, caracterizadas por regides mais brilhantes nos
mapas do médulo de Young. Enquanto isso, as estruturas micelares de F127,
na auséncia de OEPb, estdo vazias, contribuindo para uma maior fluidez e
suavidade desses dominios, como evidenciado pelas regides mais escuras nos
mapas.

As analises de forca de adesao derivam de uma combinacido de quatro
interagcbes distintas entre a sonda AFM e a superficie da amostra: forgas de

van der Waals, eletrostatica, capilar e quimica (Rates et al., 2022; Rates et al.,
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2024). E essencial delinear as contribuicdes individuais de cada interac&o para
o fenbmeno geral de adesdo. A consisténcia na composicado do material da
sonda, parametros geométricos (como raio e forma da ponta) e condi¢des
ambientais (incluindo temperatura e umidade relativa) € fundamental para
garantir a reprodutibilidade e a comparabilidade das analises. Essa
padronizacao permite a elucidacdo de como as variagdes no contraste de
adesao entre amostras refletem heterogeneidades subjacentes da composi¢cao
da superficie. Além disso, as caracteristicas geométricas da sonda,
particularmente sua forma coénica, desempenham um papel significativo na
minimizacdo do angulo de contato e, consequentemente, na redugédo da
influéncia das forgcas capilares (Rates et al., 2024). A investigacao sistematica
das forcas de adesdo é crucial para obter insights abrangentes sobre as
complexas interagbes intermoleculares que governam as interagdes
sonda-amostra AFM, fornecendo suporte adicional para a interpretacado de que
os dominios que exercem as maiores forcas de adesdao na sonda AFM
resultam das fortes ligagdes de hidrogénio entre F127 e 974P (Figs. 27 C e 27
D). Em contraste, as regides centrais das micelas F127 resultam em forcas de
adesdo fracas, como uma resposta as interagcbes dipolo e dipolo induzido
(forcas de Keesom e Debye) entre as cadeias hidrofébicas PPO e a sonda
AFM. Além disso, as estruturas micelares exibem contornos moderadamente
claros com valores medianos de for¢ca de adesao, corroborando a interpretacao
de que essas estruturas sao estabilizadas por ligagcbes de hidrogénio

reticuladas com os dominios planares de F127/974P.
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Figura 27: Mapas de modulo de Young (A) e (B) e mapas de forga de adesao (C) e (D) foram
adquiridos para os diferentes dominios observados no NG.

As micrografias AFM adquiridas para o nanogel nGP revelam um padrao
morfolégico distinto comparado ao material nG, claramente atribuido a
incorporacgao de 1% (p/p) de EOPb. Os mapas topograficos de nGP (Figs. 28A
e 28C) indicam que as regides marcadas com setas vermelhas estédo
provavelmente associadas as moléculas de EOPb incorporadas na superficie
do nanogel, formando estruturas em camadas bem definidas e organizadas
com uma altura média de 7,39 + 0,79 nm (n = 17). A auséncia de dominios de
geometria esférica e cubica no material nGP sugere uma reestruturagao
significativa da arquitetura micelar impulsionada pela incorporagédo de EOPb
(indicada pelas setas verdes nas Figs. 28C e 28D). De acordo com as analises
de FTIR, a incorporagdo de EOPb na matriz nG aumenta significativamente a
intensidade e a energia da banda associada aos modos vibracionais C—H,
sugerindo uma forte interagdo entre as moléculas de EOPb e as cadeias PPO
das micelas F127, bem como os poros formados pelas interagdes
intermoleculares F127-974P. Sao observadas pequenas areas com altura
média de 1,37 £ 0,21 nm (n = 20) e tamanho médio de 40,58 £ 7,98 nm (n =
20), que sao relativamente menores do que as calculadas para os dominios

micelares de nG.
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Figura 28: Mapas AFM topograficos do nanogel nGP. (A) Setas vermelhas indicam estruturas
planas formadas pela presenca de EOPb na superficie da matriz nG, com altura média de 7,39
+ 0,79 nm (n = 17). (B) Setas verdes indicam a incorporagcao de EOPb nas estruturas micelares
F127 e nos poros do material nG, com valores médios de altura de 1,37 + 0,21 nm (n =20) e
tamanho de 40,58 + 7,98 nm (n = 20. (C) e (D) Micrografias 3D mostrando as estruturas planas
do nGP.

As analises do moédulo de Young para o nanogel nGP apoiam a
elucidacdo de suas propriedades mecanicas. Regides com maiores
concentracbes de EOPb revelam menores valores de médulo de Young em
comparagao com regides com menores concentragdes, confirmando a
caracteristica emoliente do EOPb (Figs. 29A e 29B). Os mapas de forca de
adesao mostrados nas Figs. 29A e 29B corroboram essas caracteristicas, pois
regides com maiores concentragcbes de EOPb exibem menores valores de
forca de adesao devido a interagdes de Van der Waals mais fracas (Figs. 29 C
e D).
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Figura 29: Mapas do modulo de Young (A) e (B) e forgas de adesao (C) e (D) adquiridos para o
nanogel nGP.

5.2.3 Atividade Leishmanicida in vitro do Nanogel

Os resultados da nossa investigacdo in vitro sobre a atividade
leishmanicida das formulagdes de nanogel contra L. amazonensis sao
apresentados na Fig. 30A. Inicialmente, o nanogel vazio nG (mistura de F127 E
974P) foi testado para avaliar a toxicidade dos excipientes da nanoformulagao
na resposta leishmanicida. Os resultados obtidos revelaram que o nanogel
vazio nG nao exibiu nenhuma atividade antileishmanial contra promastigotas de
LLa. Este resultado confirma a natureza inerte do veiculo (ou seja, apenas os
excipientes da formulagdo), pois ele ndo induz nenhuma atividade
leishmanicida.

Em contraste, a formulacdo nGP exibiu uma significativa atividade
antileishmanial em todas as concentragdes testadas em 24 e 48 h.
Notavelmente, na concentragdo mais alta (2,2 a 0,28 mg/mL em EOPb), nGP
atingiu uma taxa de mortalidade promastigota superior a 80% em 24 h, com um
aumento para mais de 90% em 48 h. Essas descobertas sugerem uma eficacia
dependente do tempo e da concentracdo, com nGP demonstrando poténcia
significativa contra LLa. Na concentracdo mais baixa testada, 0,07 mg/mL, o

nGP ainda manteve um nivel notavel de atividade, atingindo taxas de
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mortalidade de 46 e 68% em 24 e 48 h, respectivamente. Esses resultados
demonstram que o nanogel exibe um perfil de liberacdo controlada do OEPb,
evidenciado pelo aumento progressivo das taxas de mortalidade do
promastigotas de LLa observadas entre 24 e 48 horas. Por se tratar de um
nanogel desenvolvido. Assim, € evidente que o potencial citotoxico do nanogel
nGP ¢é atribuido a composicdo de OEPb dentro da matriz do nanogel. A Fig.
30B apresenta imagens representativas de culturas de Leishmania tratadas
com a formulagao de nanogel nGP em concentragdes variadas, destacando as
alteragdes morfolégicas observadas ao longo de 24 e 48 h. Os efeitos
antileishmania pronunciados observados para nGP destacam seu potencial
como uma opgao de tratamento topico para leishmaniose cutanea. Dadas as
altas taxas de mortalidade de promastigotas alcangadas, particularmente em
exposi¢cao prolongada, nGP se apresenta como um candidato promissor para
investigacao posterior. Essa eficacia apoia a possibilidade de desenvolver uma
terapia localizada eficaz que pode reduzir a exposigao sistémica e a toxicidade
associada. Estudos adicionais para elucidar o mecanismo de agao, juntamente
com testes in vivo, sdo necessarios para avancgar o desenvolvimento de nGP

como um agente terapéutico para tratamento de leishmaniose cutanea.
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Figura 30: (A) atividade leishmanicida in vitro da formulagao de nanogel (nGF4) demonstrando
concentragao e eficacia dependente do tempo contra LLa (p < 0,05, Kruskal-Wallis com teste
post-hoc de Dunn). (B) Imagens representativas de culturas de Leishmania tratadas com a
formulacéo de nanogel (nGF4): (a) Cultura ndo tratada apos 24 horas. (b) Cultura tratada com o
nanogel (nGFO0) por 24 horas. (c—h) Culturas tratadas com OEPb em concentragdes de 2,2, 1,1,
0,55, 0,28, 0,14 e 0,07 mg/mL, respectivamente, por 24 h. (i) Cultura nao tratada ap6és 48 h. (j)
Cultura tratada com nGFO por 48 h. (k—p) Culturas tratadas com OEPb em concentragdes de
2,2,1,1,0,55, 0,28, 0,14 e 0,07 mg/mL, respectivamente, por 48 h.

5.2.4 Avaliagao in vivo do Potencial Anti-inflamatério dos Nanogéis

Os resultados da atividade anti-inflamatéria dos nanogéis séao
apresentados na Figura 31. A analise revelou que os tratamentos com os
nanogéis nGF2, nGF3 e nGF4 atingiram eficAcia maxima 2 horas apds a
inoculacdo do agente inflamatério, promovendo redugdes de edema de 44,1 £
5,8%, 62,7 + 4,4% e 54,4 + 6,7%, respectivamente. Com destaque para o

nGF3 (Fig. 31), que apesar de ndo ser o nanogel que possuia maior
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quantidade OEPb incorporado, foi o nanogel que apresentou maior reducao de
edema. Esses dados demonstram que o0s nanogéis possuem um potencial
anti-inflamatério  estatisticamente significativo. Embora a eficacia das
formulagbes nao tenha alcangado integralmente os niveis observados com o
tratamento padrdo diclofenaco gel de sodio a 10 mg/g (65,5 + 5,5%) — o
desenvolvimento de um nanogel ecolégico com atividade anti-inflamatéria
notavel evidencia seu potencial como alternativa sustentavel e eficaz. Esses
resultados sdo comparaveis aos do estudo de Pires et al. (2024), que
investigaram o potencial antiedematoso do dleo essencial de Pectis elongata
Kunt (Asteraceae), rico em citral (89%), e observaram uma reducéo superior a
60% do edema em patas de camundongos. A atividade anti-inflamatoria e
analgésica de Oleos essenciais ricos em citral, o principal composto quimico
presente no OEPD, ja foi relatada. Gbenou et al., (2013), por exemplo,
atribuiram os efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos de Cymbopogon
citratus e Eucalyptus citriodora ao citral, um componente importante presente
no OE de ambas as espécies. Entretanto, outros estudos devem ser realizados
para confirmar se realmente o efeito antiinflamatério é atribuido ao citral ou o
sinergismo da mistura dos compostos quimicos presentes no OEPb.

E importante destacar que o efeito anti-inflamatério ndo se manteve nos
pontos de tempo subsequentes para nenhuma das formulagdes, incluindo o
medicamento padrdo. Os dados graficos indicam, ainda, que o nanogel nGF2
apresentou uma reducao do efeito anti-inflamatério em comparagcdo com os
outros grupos, que englobaram diclofenaco sodico, nGF3 e nGF4.
Adicionalmente, o tratamento com nGFO exibiu baixa inibicdo de edema aos 2
h (14,9 + 4,7%), com diferengas estatisticas significativas quando comparado
aos demais tratamentos (p < 0,001).

Em sintese, as descobertas sugerem que o0s nhanogéis testados,
independentemente da dosagem, demonstram acao anti-inflamatéria, embora
de efeito transitorio. Esses resultados ressaltam a necessidade de estudos
adicionais, especialmente para as formulagcées nGF2 e nGF3, a fim de otimizar
os métodos de formulagdo ou os sistemas de entrega para prolongar a eficacia
terapéutica. Futuras investigagbes devem explorar os mecanismos de agao

envolvidos, bem como o potencial de estratégias terapéuticas que combinem a
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liberagdo sustentada com outras abordagens, a fim de aprimorar as

propriedades anti-inflamatdrias dos nanogéis por periodos mais prolongados.

A)
100+ = Diclofenaco Sédico -+ NGF2
- nGFO nGF4 nGF3
X
= 75+
o
E
]
-
W 50—
o
-
[=]
10
O 254
o
E

b -
=
b

Tempo (h)

Pata tratada com Pata tratada com Pata tratada com
nGP3 apos nGP3 1hapos nGP3 4h apos
indugao de indugéo de indugao de

edema edema edema

Figura 31: A) Acdo anti-inflamatdria topica de nanogéis em um modelo experimental de edema
de pata em camundongos (p < 0,05, ANOVA, teste de Tukey). B) Fotografias das patas dos
Camundongos durante a realizagdo do experimento para o nanogel nGF3 (possui 0,5% de
OEPD).
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CAPITULO 6

Formulagao aprimorada de um nanogel combinando curcumina e éleo
essencial de Pectis brevipedunculata (Asteraceae) para terapia sinérgica
contra leishmaniose.

O combate a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) continua
sendo um desafio significativo, principalmente devido a eficacia limitada das
terapias convencionais e a resisténcia crescente dos parasitas aos tratamentos
disponiveis. Neste contexto, terapias combinadas que utilizam nanomateriais
emergem como uma abordagem inovadora, oferecendo a possibilidade de
sinergia entre diferentes compostos bioativos, além de uma liberagcéo
controlada e direcionada. Este capitulo explora o desenvolvimento do nanogel
nGPbC, uma nova formulagdo que combina o OEPb com o fotossensibilizador
curcumina, com o objetivo de maximizar a eficacia no tratamento da LC. O
nanogel nGPbC foi caracterizado por meio das técnicas de FTIR, DLS e MEV
demonstrando propriedades fisicas adequadas para a entrega dos principios
ativos. Foi analisada também a reologia do nGPbC para entender suas
propriedades mecanicas, estruturais e funcionais. Além disso, foram realizados
ensaios citotéxicos frente a Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa), (cepa
PH8), e os resultados obtidos apresentaram atividade anti-promastigota,
tornando assim a formulacdo como uma forte aliada para o tratamento

alternativo de feridas causadas pela LC.
6.1.1 Materiais e Métodos

Copolimero F127 (poli(6xido de etileno)-poli (6xido de propileno)-poli
(6xido de etileno)) MM = 12000 g.mol™"; (EOg(PO)e7(EO)ss), Curcumina, XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazol
ium hydroxide), PMS (N-metil dibenzopirazina metil sulfato), penicilina,
estreptomicina, soro fetal bovino e anfotericina B, foram adquiridos
comercialmente pela Merck Company (Rahway, NJ, EUA). O polimero
Carbopol 974P® NF foi gentiimente fornecido como cortesia pela IMCD Brasil

(S&o Paulo, SP, Brasil). Agua ultrapura,
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6.1.2 Desenvolvimento da Formulagao nGPC

As formulagdes nanoestruturadas foram preparadas de acordo com a
metodologia descrita por Schmolka, utilizando um procedimento a frio
(Schmolka, 1972). Uma por¢ao do copolimero F127 foi lentamente incorporada
em agua destilada, que foi mantida em banho de gelo a 5-10°C. A solugao foi
mantida sob agitagdo lenta para garantir a hidratagdo das cadeias do polimero
F127. Posteriormente, o polimero 974p foi adicionado em pequenas porcdes
até que a solubilidade completa fosse alcancada, levando a formagao do
nanogel. Em seguida, o OEPb foi adicionado e o sistema foi agitado por 30
minutos. Para finalizar a organizagédo das cadeias do polimero, a solugao final
foi refrigerada (5°C) durante a noite, resultando no nanogel contendo OEPb. A
preparacdo do nanogel contendo curcumina seguiu a mesma metodologia,
exceto pelo processo de incorporacdo das moléculas de curcumina nas micelas
copoliméricas F127, onde um processo de adigdo direta foi empregado. Neste
caso, uma pequena quantidade de F127 foi colocada em um baldo de fundo
redondo contendo agua destilada a uma temperatura de 40°C com agitagao
constante. ApoOs solubilizar o F127, uma quantidade de curcumina foi
adicionada ao sistema e agitada a 40°C por 30 minutos. Apos resfriar o
sistema, o processo de preparacgao descrito para o nanogel contendo OEPb foi
seguido para obter o material final contendo OEPb e curcumina (nGPC) como
mostrado na Fig. 32. O nanogel vazio (nG) foi preparado usando as mesmas

etapas, exceto a adicado de OEPb e curcumina.

Etapa 1: Preparagdo das micelas de F127 carregadas com curcumina através do método de adigdo direta
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Figura 32: Esquema da preparacdo do nGPC com adi¢gdo de curcumina a solugdo sob
condi¢cdes controladas de temperatura, garantindo a sua dispersdo uniforme na matriz
polimérica.

6.1.3 Ensaio de Estabilidade das Formulagoes Nanoestruturadas

O teste de estabilidade acelerada, foi realizado para avaliar a
interferéncia da temperatura nas caracteristicas de estabilidade fisica e quimica
da nGPC, seguindo os requisitos do Guia de Estabilidade de Cosméticos da
ANVISA e da Farmacopeia dos EUA (Da Costa et al., 2024). Um mililitro da
formulacdo foi centrifugado a 3000 rpm durante 30 min a 25 + 1°C. A
formulacdo foi armazenada durante todo o estudo tanto em temperatura
ambiente (25 + 3°C) quanto sob refrigeragdo controlada (5 £ 3°C) (a
temperatura foi monitorada diariamente). Portanto, as formulagbes foram
submetidas a 7 ciclos de 24 horas a 5°C e 24 horas a 25°C. Assim, a
estabilidade fisica foi determinada observando paradmetros como
homogeneidade, separagdo de fases e caracteristicas organolépticas

(aparéncia, cor e odor).

6.1.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

As anadlises de FTIR foram realizadas em um espectrofotometro FTIR
Tracer-100 da marca Shimadzu. A amostra de nGPC foi liofilizada e agregada
com KBr. Todos os espectros foram adquiridos com dados no Infravermelho
Médio (MIR), em uma faixa espectral de 400-4000 cm™ sob apodizagdo
Happ-Genzel. Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente com 50

varrimentos e uma resolucao espectral de 8 cm™.

6.1.5 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

As medi¢des do tamanho de particula e do indice de polidispersao (PDI)
foram conduzidas usando espalhamento dindmico de luz (DLS) com um
instrumento Litesizer™ 500 (Anton Paar GmbH, Graz, Austria) (médulo BM 10).
Os diametros hidrodindmicos médios (D,) dos nanogéis nG e nGPC foram
determinados em agua ultrapura a temperaturas de 25, 32, 37 e 45 °C, usando
um laser semicondutor de 40 mW com comprimento de onda de 658 nm. As
medicdes de D, foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 3,0 mL. Todas

as medi¢des foram conduzidas em triplicata (média £ DP). Os coeficientes de
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difusdo (Dy) foram calculados a partir dos valores de D, usando a equagéao de
Stokes-Einstein, assumindo a formacao de particulas esféricas nao interativas

(Eq. 1) (Alexander et al., 2011).
k,T
Dif - 6m]Rh (1)

Onde kg é a constante de Boltzmann (1,3806503x10% J K), T é a temperatura
absoluta e (K) é a viscosidade do meio (Pa s™).

Para obter os valores da energia de ativacao difusional (E,4), bem como
da entropia difusional (AS*,) e entalpia (AH*,), foram empregados os modelos
de Arrhenius e Eyring, adaptados para o processo de difusdo. O calculo é
determinado usando a seguinte equacdo de Arrhenius (Eq. 2)
(Haillant;Dumbleton; Zielnik, 2011; Griffiths et al., 1995):

£y

D, = Ae ™ (2)

Onde Dy € o coeficiente de autodifusdao, A é o fator de Arrhenius

pré-exponencial, R é a constante dos gases 8314 J K' mol" e T é a
E

temperatura absoluta em K. O grafico de lnDif = [nAd — T‘? gives Ead fornece

E.q por meio da inclinacao. Os calculos de AS#d e AH#d sao obtidos pelo modelo

de Eyring adaptado para difusao, (Eq. 3):

as*  —an”

3)
Onde N= 6,02x102 mol', e h= 6,626x10* J s. O grafico de

R

as* #
D a4 AH
if RT # . .
ln( )= ln(—e )— < fornece o AH p usando o coeficiente angular, e o

T Nh RT
coeficiente linear fornece o AH#d. A entalpia de ativagao (AH#d) € obtida a partir

D.
da inclinagao do grafico de ln(—TlL), enquanto a entropia de ativagao (AS#d) é

obtida a partir do coeficiente linear. Finalmente, a variagdo na energia livre de
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Gibbs difusiva (AS#d) € calculada usando a Eq. 4 (Bhattacharya; Moulik; Panda,
2010; Hwang; Ramsey; Kabanov, 2020):

# # #
AGd= AHd—TASd

6.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura

A analise morfolégica dos nanogéis nG e nGPC foi realizada usando
MEV. Inicialmente, a amostra foi rapidamente congelada em nitrogénio liquido a
-196 °C, seguido por um processo de liofilizagdo de 24 h usando um secador
por congelamento Thermo Micro Modulyo (Thermo Electron Corporation,
Pittsburgh, PA, EUA). Para melhorar o contraste da imagem, um revestimento
metalico fino foi aplicado usando um BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater
(Balzers, Liechtenstein). Apos a liofilizacdo, as amostras foram revestidas com
uma fina camada de metal usando um BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater
(Balzers, Liechtenstein), e sua morfologia foi analisada em ampliagdes de 100x
e 50x usando um microscopio FEI Quanta 250 (Thermo Fisher Scientific,

Karlsruhe, Alemanha).
6.1.7 Analise Reolégica

As propriedades reolégicas do nGPC foram avaliadas usando um
rebmetro de estresse controlado (MARS Il, Haake Thermo Fisher Scientific Inc.,
Alemanha) equipado com uma geometria de placa paralela consistindo de um
cone de ago (C35/2° Ti) com um diametro de 35 mm e uma folga fixa de 0,105
mm. Todas as medi¢des foram conduzidas a uma temperatura controlada de 5,
25 e 32 °C. Antes da analise, as amostras foram equilibradas por 1 minuto para
garantir a estabilizacado térmica e estrutural. As curvas de fluxo foram obtidas
aplicando taxas de cisalhamento em duas fases: uma rampa ascendente de 0 a
500 s e uma rampa descendente de 500 a 0 s™. Cada fase durou 150
segundos, garantindo que as condicbes de estado estacionario fossem
alcancadas antes da transicdo entre as rampas. Este protocolo permitiu a
avaliagcdo do comportamento de afinamento de cisalhamento e quaisquer

potenciais efeitos de histerese no nGPC.
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6.1.8 Ensaio in vitro Contra Promastigotas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis (LLa)

As células de Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa PH8) foram
cultivadas em meio de cultura 199 (Gibco®, NY, EUA), suplementadas com
10% de soro bovino fetal inativado (Gibco®, Nova York, NY, EUA) e antibioticos
(100 Ul/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina). Foram incubadas em
temperatura a 27°C, mantendo repiques constantes. A cultura de promastigotas
de LLa foi centrifugada e ressuspensa em meio RPMI 1640 na concentragao de
4x10" Leishmania/mL e distribuidas em placas de 96 pogos. Os compostos
foram diluidos em meio RPMI 1640 e adicionados nas concentracdes de 17,5
pMg/mL a 2,19 pg/mL para o OEPb e 50 pg/mL a 6,25 pg/mL para a Curcuma
longa. As concentragdes e diluicbes foram as mesmas para o composto
combinado. Na sequéncia, as placas foram incubadas a 27°C por 24, 48 e 72
h. A viabilidade das promastigotas foi determinada pelo método colorimétrico
XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazol
ium hydroxide) (Sigma-Aldrich®). Uma mistura contendo 20% de XTT e PMS
(N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate) (SigmaAldrich®) e 60% de salina
0,9% foi adicionada nas placas. As placas foram entdo incubadas por 4h a
37°C com 5% CO2. Apos esse periodo foi realizada a leitura por
espectrofotometria em filtros 450/620 nm, a porcentagem de inibicao foi
estimada por comparagdo com células nao tratadas. A anfotericina B foi usada
como controle positivo. Os experimentos foram realizados em triplicata e na

auséncia de luz.

6.1.9 Analise Estatistica

Na anadlise estatistica dos dados, o teste estatistico de acordo com um
unico critério foi avaliado utilizando ANOVA e o pos-teste de Tukey,
considerando que os valores foram estatisticamente significativos quando p <
0,05. As analises estatisticas e graficos foram realizadas utilizando o software
ORIGIN.
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6.2 Resultados e Discussao

6.2.1 Preparo da formulagao nGPC

As formulacdes compostas por OEPb e curcumina foram desenvolvidas
com base nas descobertas obtidas nos testes de estabilidade acelerada
realizados nas formulacdes nGF1-nGF4 descritas no capitulo 4. Esses ensaios
mostraram que adicionar até 1% de OEPb resultou em formulagdes estaveis e
transparentes, sem separagcdo de fases, permitindo assim avancar para a
otimizacdo e combinagcdo de dois principios ativos na formulagdo: o 6leo
essencial de P. brevipedunculata (OEPb) e a curcumina. Com 0s processos
otimizados, a partir da formulagdo nGF4 foi possivel preparar os nanogéis
nGPC1-nGFPC6, que combinam as propriedades bioativas de dois principios
ativos. A terapia combinada aplicada ao desenvolvimento de formulagdes
nanoestruturadas representa um marco significativo no tratamento de doengas
negligenciadas, como a LT. A integracéo de diferentes moléculas bioativas em
uma unica formulagdo nao apenas potencializa os efeitos terapéuticos por meio
de acgdes sinérgicas, mas também contribui para a reducao de efeitos adversos
frequentemente associados ao uso isolado de cada composto (Igbal et al.,
2022).

Para este estudo, a razdo F127/974P/OEPb foi fixada em 20/0,2/1%
(m/m) e curcumina foi adicionado em concentragdes variando de 0,01 a 0,05%
(p/p), resultando nas formulagcées nGPC1-nGPC5 descritas na Tab. 7. Foram
testadas varias concentracbes de curcumina para verificar a quantidade
maxima que poderia ser incorporada na matriz de gel contendo 1% (m/m) de
OEPb. Apds o preparo dos nanogéis, dentre as 5 formulagdes nGPC1-nGPC5
apenas a formulagdo nGPC5 com 0,05% de curcumina apresentou separagao
de fase apos 24h de preparo, como é possivel observar na figura 33. As
formulacbes contendo até 0,04% de curcumina (nGPC1-nGPC4)
permaneceram estaveis sem separacao de fase apds 24h de preparo e foram

selecionadas para o teste de estabilidade acelerada.

Para o ensaio in vitro contra LLa foi preparada uma formulacao adicional
em que os valores de OEPb e curcumina adotados foram os valores de Clso

reportados na literatura. O OEPb apresentou um Clsc de 20 pug/mL, conforme
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Lopes et al.,, (2024), enquanto a curcumina exibiu um Clso de 7,4 ug/mL, de
acordo com Pinto et al., (2016). A formulagdo final foi composta pela
combinagao das concentracbes de agua destilada, F127, carbopol, OEPb e
curcumina (Tab. 7), cujas concentragdes especificas foram ajustadas para
garantir a estabilidade fisico-quimica e a eficacia da formulagao.

Tabela 7: Diferentes composigdes (% m/m) de curcumina e agua foram incorporadas a base da
formulagédo nGP para atingir nGPC1 a nGPC5 e nGPCls,

Componentes % (m/m)

Cédigo  Agua F127 974p EOPb Curcumina Estabilidade®
nGPC1 7579 20 0,2 1 0,01 E
nGPC2 7878 20 0,2 1 0,02 E
nGPC3 78,77 20 0,2 1 0,03 E
nGPC4 7876 20 0,2 1 0,04 E
nGPC5 78775 20 0,2 1 0,05 SF

2E: Estavel; SF: Separacio de Fase

Figura 33: Fotos das formula¢des de nanogel preparadas com diferentes composi¢des % (m/m)
de F127, 974p , H,0, OEPb e Curcumina de acordo com a Tabela 7.

6.2.2 Ensaio de Estabilidade da Formulagcao nGPC

Para o teste de estabilidade acelerada foram selecionadas as
formulagcbes que nao apresentaram separagdo de fase apos 24h de preparo
NGPC1-nGPC4. Os Resultados obtidos revelaram que os nanogel ndo so6 se
enquadra dentro das regulamentagdes técnicas de padrdes de qualidade da
USP, como também apresentaram-se formulacdes estaveis (Fig. 34), com

auséncia de alteragbes visiveis, como sedimentagcdo de particulas ou
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separagao de fases, bem como a preservagao das propriedades organolépticas
(odor e cor). Essas observagdes foram mantidas independentemente das
condicbes de armazenamento, evidenciando a resisténcia das formulagdes as
flutuacbes de temperatura e exposicao a luz ao longo do periodo de teste
acelerado de 12 dias. O ensaio de durabilidade do produto foi realizado por 180
dias em condi¢des refrigeradas (5 °C), reafirmando a integridade fisica e as
caracteristicas organolépticas das formulagbes. Essa estabilidade prolongada
destaca a adequacado das formulacbes para periodos de armazenamento
longos, particularmente em ambientes onde o controle de temperatura é um
fator critico. Portanto, a formulacdo nGPC4 para caracterizagcbes posterior com
base em sua estabilidade e por ser o nanogel com mais quantidade de

curcumina incorporada e foi designada ao longo do estudo como nGPC.

(B)

Figura 34: Formulacdo nGPC, evidenciando o comportamento termorresponsivo: (A)
formulacéo a temperatura de 15°C com transigéo sol-gel e (B) formulagéo gel a temperatura de
27°C.

6.2.3 Analise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR)

As Figs. 35C e 35D apresentam os espectros obtidos na analise de FTIR
do material nGPC (1% OEPb e 0,04% curcumina). Observa-se que a banda
intensa correspondente ao estiramento das ligagdes O—H encontra-se
desdobrada em trés sinais distintos. Os sinais em 3550 e 3475 cm™ séao
atribuidos ao estiramento das ligagdes O—H livres das moléculas de
curcumina, estando  associados, respectivamente, as interacbes

intermoleculares de hidrogénio entre F127/974p e as moléculas de curcumina.
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Ja o sinal em 3414 cm™ ¢ atribuido as ligagdes de hidrogénio intermoleculares
entre F127 e 974p. Além disso, a presenca da banda em 2885 cm™, atribuida
ao estiramento das ligagdes C—H, sugere que as moléculas de curcumina,

devido a sua alta hidrofobicidade, tendem a se associar preferencialmente as

cadeias de PPO do F127.
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Figura 35: Espectros de FTIR do nanogel nGPC entre 4000-2500 cm™ e (D) 974p entre 2500 a
690 cm.

6.2.4 Analise de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A técnica DLS é amplamente usada na caracterizagdo de nanogéis
devido a sua capacidade de medir tamanhos de particulas em suspensao na
nanoescala com precisdo. A DLS avalia a distribuicdo do tamanho de
particulas, oferecendo insights valiosos sobre a estabilidade coloidal e
propriedades intrinsecas dos nanogéis. Esta técnica & particularmente eficaz
no monitoramento de mudangas no didmetro hidrodinamico (D) em resposta a
variagoes de temperatura, pH e outros fatores ambientais, fornecendo dados
cruciais para o desenvolvimento de nanomateriais projetados para aplicagbes
farmacéuticas e medicinais. A analise dos valores de D, para os nanogéis nG

nGPC e revela uma reducdo acentuada no tamanho de particulas com o

aumento da temperatura (Tab. 8).

Tabela 8: Medidas de DLS em fung&o da temperatura para os nanogéis nG e nGP. As medidas
foram realizadas em quintuplicata, e os resultados estdo expressos como média + SD.

Nanogel

nG nGPC
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Temperatura (°C) D, (nm) / PDI
25 661 +6/0,34 288 +74/0,29
32 124+5/0,24 296 + 24 /0,44
37 17+3/0,25 237 £17/0,42

As medigdes de DLS foram realizadas em solugdes diluidas abaixo de
1% (m/v). Nessas concentragdes, que estdo abaixo da concentragdo micelar
critica (CMC) de F127, o processo de desmicelizacao é favorecido, levando a
uma reducdo no numero de particulas menores. Isso ocorre a medida que a
entropia total do sistema leva particulas menores a se agregarem em
estruturas maiores e mais polidispersas (D, = 661 nm = 6 e PDI = 0,34). No
entanto, como o processo de micelizacdo de copolimeros tribloco é altamente
dependente da temperatura, a medida que a temperatura do sistema nG é
aumentada de 25 para 32 °C, a temperatura micelar critica (TMC) compensa a
CMC (Alexandridis e Hatton 1995; Wanka; Hoffmann; Ulbricht 1994,
Alexander et al., 2012; Brown e Schillin 1992). Isso resulta na formagao de
particulas menores com polidispersao reduzida (D, = 124 nm = 5 e PDI = 0,24),
indicando um aumento na entropia total do sistema e promovendo difusdo de
particulas aprimorada, conforme mostrado na analise do D; como uma fungao
da temperatura na Fig. 36A. Esse comportamento destaca a natureza
termorresponsiva do nanogel. Em temperaturas mais altas de 32 e 37 °C, os
processos de difusdo de nG se tornam ainda mais pronunciados, levando a
uma redugao substancial nos tamanhos das nanoparticulas (D, = 17 nm + 3 e
PDI = 0,25). A diminuigdo em D, com o aumento da temperatura pode ser
atribuida a desidratacdo dos grupos PEO na corona hidrofilica e no nucleo
PPO em temperaturas mais altas, o que leva a uma redugcao em D,. Este
processo ocorre porque o aumento da energia térmica induz a desidratagéo
gradual em surfactantes n&o i6nicos, aumentando a tendéncia de separacéo
entre as pseudofases no ambiente aquoso devido a mudancas no equilibrio
dinamico da micelizacdo. A medida que a temperatura aumenta, a desidratagéo

tanto do nucleo quanto dos grupos PEO se intensifica, causando mudangas
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estruturais no copolimero. Além da desidratacdo, a temperatura mais alta
promove um emaranhamento mais eficiente entre os grupos PEO e PPO,
resultando em uma redugéao significativa no tamanho das espécies difusionais
no meio. Além disso, a reducdo em D, pode estar relacionada ao fato de que
copolimeros com menor massa molar permanecem comoO unimeros em
temperaturas elevadas.

Copolimeros de arquitetura tribloco, como F127, exibem um equilibrio
dindmico entre unimeros e micelas por meio de um mecanismo de
insergao-expulsdo, e entre micelas de varias geometrias e tamanhos por meio
de processos de fusdo-fragmentacdo (Landazuri et al., 2012). Essas
caracteristicas, juntamente com o aumento da temperatura, levam a um maior
atrito entre os grupos terminais devido a extrusdo da molécula de agua,
promovendo, em Uultima analise, uma mudancga de equilibrio em direcdo a
micelas menores (Brown e Schillin 1992). A medida que a temperatura
aumenta, o copolimero F127 sofre reorganizagao estrutural impulsionada pela
desidratacdo e maior atrito entre os grupos terminais do copolimero,
favorecendo processos de fragmentacdo e alterando o equilibrio de
micelizacdo. Esse comportamento é atribuido principalmente a conformacao do
copolimero em solugdo, onde os blocos PEO hidrofilicos se estendem além do
raio da micela, conferindo uma natureza mais fluida em comparacdo a
copolimeros mais hidrofébicos. Além disso, F127 exibe anomalias relacionadas
a relaxamentos macromoleculares, principalmente devido as mudangas
conformacionais dos grupos metil nos blocos PPO. Essas mudangas sé&o
induzidas pela extrusdo de moléculas de agua dos segmentos PPO conforme a
temperatura aumenta. Essas propriedades unicas do F127 s&o responsaveis
por seu comportamento de autodifusdo e equilibrios de micelizagado
caracteristicos quando comparados a copolimeros mais hidrofébicos.

A analise dos valores de D, para o material nGPC revela um padrao
distinto quando comparado ao material nG. Ao contrario do nG, o aumento da
temperatura n&o reduz significativamente o tamanho de particula do material
nGPC. Os tamanhos de particula observados para nGPC, variando de 237 + 17
nm a 333 + 22 nm, sdo consistentes com os estudos de estabilidade. No
entanto, a dindmica de auto-organizagao desses materiais diverge daquela do

nG, com a inclusdo de OEPb-curcumina levando a uma redugdo nos
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coeficientes de difusdo (Dy) dentro do sistema (Fig. 36B). A diminuicdo
observada nos valores de D; para nGPC pode ser atribuida ao impacto do
OEPb-curcumina no comportamento de auto-organizagéo do sistema nanogel.
A reducao nos coeficientes de difusdo reflete mudangas nos equilibrios de
micelizagdo dindmica, que sao influenciados pela natureza multicomponente do
sistema. Além disso, copolimeros com concentragées < 0,05 g/mL exibem
diferentes equilibrios de agregacdo em comparagcdo com aqueles em
concentragbes proximas ou acima de 0,1 g/mL. Essas mudangas no
comportamento de agregacdo e nas propriedades termodindmicas sob
condicbes de temperatura variaveis explicam as variagdes observadas no
comportamento do material em solugao.

Para obter insights mais profundos sobre os efeitos da temperatura, a

energia de ativacao difusional (E,y) € os parametros termodinamicos de difus&o

(AHZ and ASz) foram calculados usando a lei de Arrhenius (Eq. 02) (Figs. 36C e

36D) e a teoria de Eyring (Eq. 03) (Figs. 36E e 36F), ambas adaptadas para
processos de difusdo. Os parametros de ativacdo desempenham um papel
critico na elucidagdo dos mecanismos subjacentes a difusdo, pois fornecem
insights sobre a energia necessaria para que esses processos ocorram. Para o
sistema nG (Figs. 36C e 36E), o valor E,4 calculado (maior que zero, conforme
mostrado na Tab. 9, confirma a dependéncia da temperatura do processo de
difusdo. Especificamente, um E,4 de 208,53 kd/mol indica que o sistema utiliza

energia térmica para facilitar a difusdo de espécies em solugdo. Isso é

acompanhado por uma mudanga de entalpia ( AH;D'E ) de 168,20 kJ/mol,

significando absorcdo de energia, e uma mudanga de entropia ( ASZ ) de 0,31

kJ/K-mol, refletindo um aumento na desordem do sistema. O aumento da
temperatura aumenta a hidrofobicidade do copolimero e aumenta a entropia do
sistema, levando a formagédo de micelas e pré-agregados copoliméricos com

didmetros hidrodindmicos menores (D).
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Figura 36. Graficos de Dy (um?%'s) em fungéo de T (K): (A) nG e (B) nGPC.

Isso, por sua vez, aumenta o volume excluido do copolimero em
solugdo, que se refere ao espago geométrico ocupado pelos segmentos
macromoleculares. A medida que a energia térmica é absorvida, o nimero de
configuragcbes possiveis disponiveis para o sistema se expande, permitindo
uma distribuicdo mais ampla de espécies dentro do sistema nG e promovendo
a difusdo no meio. Esse comportamento termodindmico destaca a

adaptabilidade do sistema as variacdes de temperatura e seu potencial para
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aplicagdes sensiveis a temperatura. O sistema nGPC exibiu uma reversédo no
comportamento térmico, com um valor de E,4 de -10,76 kJ/mol, contrastando
fortemente com o sistema nG. Essa mudanga destaca o impacto da
incorporagdo de OEPb-curcumina, que interrompe significativamente os
equilibrios de micelizagdo do material. Nesse estagio, a energia térmica
fornecida ao sistema é predominantemente utilizada em processos alternativos,
como reorganizagao estrutural, em vez de transporte de massa via difusao.

Isso é evidente pela natureza exotérmica do processo, refletida por um valor de

AHZ'E de -13,30 kJ/mol. A natureza exotérmica do processo de difusao revela

dois pontos-chave. Primeiro, a incorporacdo de OEPb-curcumina introduz
fortes interagdes intermoleculares entre os componentes, resultando em
liberagdo de energia a medida que o sistema se reorganiza. Isso foi
corroborado pela analise FTIR, que mostrou que as moléculas EOPb mais
hidrofdbicas sao preferencialmente acomodadas nas cadeias PPO de F127.
Parte dessa interpretagdo é baseada no aumento de energia necessario para o
alongamento antissimétrico das ligagbes C—H, conforme indicado pelo
aumento da intensidade e do desvio para o azul (Av = 19 cm™') da banda de
2904 cm™ (nG) para 2885 cm™ no espectro nGPC (Fig. 35), indicando um
aumento significativo nas interagdes hidrofobicas do sistema, alinhando-se com

0s processos de interagdo entalpica observados. Em segundo lugar, a
diminuigdo da entropia difusional (ASZ = -0,29 kJ/K-mol) indica uma reducgao

nas possibilidades configuracionais do sistema. A medida que a energia é
liberada, o sistema se torna mais ordenado, restringindo o intervalo de
configuracdes difusionais.

O efeito sinérgico dessas mudangcas € ainda mais validado por
aplicagdes in vitro na leishmaniose cutanea. O sistema nGPC demonstrou
eficacia superior em comparacdo ao material de controle, ressaltando o papel
do OEPb-curcumina na alteragao da organizagao dindmica do nanogel. Essas
incorporagdes foram essenciais para induzir mudangas nos padrées de
ativagdo, resultando em uma inversdo do comportamento mecanicista

difusional. A influéncia da temperatura nos sistemas nG e nGPC é ainda mais

enfatizada pelos valores da fungao de energia livre de Gibbs difusional (AGz)
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como uma funcéo da temperatura, apresentada na Tab. 9, ilustra as distingdes
termodinamicas entre os dois sistemas.

O aumento da temperatura para o sistema nG leva a uma diminui¢gao

progressiva nos valores de (AG:), como mostrado na Fig. 37. Essa tendéncia

indica que temperaturas mais altas promovem processos de difusdo, pois

menos energia € necessaria para que os sistemas micelares se difundam
~ ~ . ~ # #
dentro da solugado. Essa observacao se alinha com redugdes em D, AHd e ASd,

refletindo dindmica micelar aprimorada e maior eficiéncia difusional em
temperaturas elevadas. Em contraste, o sistema nGPC exibe uma inverséo
termodinamica com o aumento da temperatura, como discutido anteriormente.

Isso €& caracterizado por valores de E, negativos e uma tendéncia

monotonicamente crescente em AGZ't (Fig. 37). O sistema também mostra uma

.. .~ # . . . ~
diminuicdo em ASd, indicando reorganizagdo molecular e aumento da

ordenagdo de moléculas de 4agua para solvatar micelas monomeéricas,

pré-agregados micelares, micelas e OEPb-curcumina conforme a temperatura

, . #
aumenta. Os valores exotérmicos de AHd observados com o aumento da

temperatura sugerem que a transferéncia de unimeros, pré-agregados
micelares e OEPb da solugcdo para a formagao de micelas € um processo
termodinamicamente favoravel. Esse fendbmeno € predominantemente
impulsionado pelos segmentos PPO hidrofébicos do copolimero. Esse

mecanismo termodinamico complexo explica os valores monotonicamente

# . . ~
crescentes de AH i conforme o sistema passa por autoassociagcdo e

reorganizagao estrutural, maior energia € necessaria para que esses processos
progridam. Os perfis de transferéncia de massa de difusdo dos sistemas nG e
nGPC revelam comportamentos complexos. As propriedades intrinsecas do
F127, combinadas com a incorporacdo de OEPb-curcumina, amplificam as
forcas motrizes hidrofébicas dentro do sistema. Essas interagdes sao
responsaveis pelas mudangas estruturais observadas e inversbes
termodinamicas, destacando ainda mais a intrincada relagcédo entre arquitetura

molecular, temperatura e dindmica de difusao.



120

76 LA @ nG B @ nGPC
& 79 o <@
754
78+
744 =
5 £ 77
E =
5 734 2
~ ‘8’ 76 o
© 72 4
< 75 4
1=
74 -
70 o
73 -
69 T T T T T T T
205 300 305 310 320 205 300 305 310 315 320
TK TIK

Figura 37. Gréfico de AGZ em fungdo da temperatura para nG e nGPC.

Tabela 9. Parametros termodinamicos do processo difusional para nG e nGPC.

nG nGPC
Paréametro Valor Parémetro Valor
E.q (kJ mol™) 2085,3 E.q (kd mol™) -10,76
AST (kJK™" mol™) 0,31 AST (kJK™" mol™) -0,29
AHZ (kJ mol™) 168,20 AHZ (kJ mol™) -13,30

AGt (kJ mol™") em diferentes temperaturas

Temperatura (K) nG Temperatura (K) nGPC
298,15 75.80 298,15 73,20
303,15 73,60 303,15 75,20
305,15 72,10 305,15 76,60
310,15 69,60 310,15 79,00

6.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura

A técnica MEV tornou-se uma ferramenta essencial para explorar as
complexas paisagens estruturais de formulagbes nano e microestruturadas.
Reconhecida por suas excepcionais capacidades de imagem de alta resolugao,
a MEV desempenha um papel fundamental na caracterizagdo de materiais em
escalas altamente relevantes para formulagcdes farmacéuticas, permitindo uma
compreensao detalhada de suas propriedades e potenciais aplicagdes. Neste

estudo, a analise MEV foi empregada para investigar a morfologia da superficie
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e da secédo transversal dos nanogéis nG e nGPC liofilizado. As micrografias
(Figs. 38A e 387B) revelam que a matriz do nanogel nG exibe uma arquitetura
porosa, apresentando estruturas interconectadas semelhantes a canais,
caracteristicas das cadeias de polimeros reticulados de F127/974P devido a
ligacdo de hidrogénio intermolecular. Essas caracteristicas morfologicas
oferecem insights valiosos sobre as propriedades do nG, sugerindo que sua
rede porosa retém efetivamente a fase liquida contendo moléculas de
OEPb/curcumina, aumentando assim a viscosidade por meio de fortes
interagcdes de ligagdo de hidrogénio com agua. De fato, a incorporagéo de
OEPb/curcumina em nG induz modificagbes morfolégicas notaveis na
nanoformulagdo. As micrografias MEV de nGPC revelam uma textura de
superficie mais aspera, sugerindo que os poros foram preenchidos, como
evidenciado por sua aparéncia menos definida (Figs. 38C-38F). Consistente
com a analise FTIR, as fortes interagdes intermoleculares entre

OEPb/curcumina e as cadeias de polimero PEO dificultam a formagéo de poros

durante o processo de liofilizagao
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Figura 38: Micrografias MEV de nanogéis apds o processo de liofilizagdo: (A) e (B) nG em
ampliagcdes de 1000x e 5000x%, respectivamente; (C), (D), (E) e (F) nGPC em ampliagbes de
200x%, 500x%, 1000% e 2000x, respectivamente.

6.2.6 Analise de Reologia

A analise da curva de fluxo da amostra nGPC, avaliada até uma taxa de
cisalhamento de 1500 s™ a 5 °C, revelou comportamento caracteristico do
fluido newtoniano (Fig. 39A). A curva de tensao de cisalhamento versus taxa de
cisalhamento foi linear, comegando na origem e atingindo 250 a 1500 Pas™.
Notavelmente, as curvas para frente e para tras se sobrepuseram
completamente, indicando a auséncia de histerese. Isso reforga a estabilidade
reoldogica do material e descarta efeitos tixotropicos ou reopéticos. A
viscosidade constante, calculada em 0,167 Pas, sugere que o nGPC mantém
propriedades reologicas uniformes mesmo em baixas temperaturas, como 5 °C.
A 25 °C, a andlise reoldégica da amostra nGPC demonstrou comportamento n&o
newtoniano, contrastando com as caracteristicas newtonianas observadas a 5
°C (Fig. 39B). A curva de tensao de cisalhamento versus taxa de cisalhamento
exibiu comportamento de afinamento de cisalhamento, onde a viscosidade
diminuiu com aumento da taxa de cisalhamento. Isso indica uma estrutura
interna de fluido que se reorganiza sob altas forgas de cisalhamento, uma
caracteristica comum de suspensdes ou nanogéis. A curva para frente mostrou
uma diminuigdo na tens&o de cisalhamento de 200 s~ para 1500 s, sugerindo
respostas viscoelasticas ou tixotropicas, enquanto a curva para tras foi quase
linear, indicando recuperagao estrutural incompleta do fluido. A 32 °C, a
amostra nGPC apresentou comportamento reoldgico caracteristico de sistemas
ndo newtonianos, com um padrao tixotropico pronunciado (Fig. 39C). Durante o
teste, a viscosidade do nanogel diminuiu conforme a taxa de cisalhamento
aumentou, mas nao se recuperou totalmente apdés a remocgao das forgcas de
cisalhamento. Isso sugere que a estrutura interna do nanogel se reorganiza e
se torna mais fluida sob condicdes de alto cisalhamento. Esse comportamento
¢ tipico de materiais onde a viscosidade depende do historico de cisalhamento,
conforme observado em muitos sistemas viscoelasticos ou tixotropicos. A curva
direta exibiu trés picos seguidos por quedas na viscosidade, indicando

mudancas estruturais continuas dentro do nanogel conforme a taxa de
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cisalhamento aumentou. No entanto, a estrutura n&o se restaurou totalmente
apos cada pico. Isso destaca a resposta dindmica do nanogel ao cisalhamento,
tornando-o mais facil de aplicar em altas taxas de cisalhamento, mas com a
viscosidade nao retornando ao seu estado inicial. Por outro lado, a curva
reversa foi quase linear, mas mostrou uma inclinagdo mais ingreme do que os
experimentos conduzidos a 25 °C. Isso indica que apds o cisalhamento, a
amostra permaneceu mais fluida, com wuma estrutura parcialmente
reorganizada que nao retornou inteiramente a sua condi¢ao anterior.

Esse comportamento reoldgico tem implicagdes significativas para as
aplicagdes topicas de nGPC, particularmente em temperaturas que variam de
25 a 32 -C, que correspondem as temperaturas tipicas da pele humana. A
reducdo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento facilita a
aplicacdo do nanogel, aumentando sua espalhabilidade sobre a pele. O
comportamento tixotropico, caracterizado por variagdes no estresse de
cisalhamento, € vantajoso para a liberagao controlada de compostos bioativos,
permitindo uma administracdo terapéutica mais eficaz e gradual. Este perfil é
especialmente desejavel em tratamentos tépicos, pois garante agao prolongada
e direcionada. Além disso, a estabilidade reologica observada sugere que o
nanogel nGPC (Fig. 39D mantém sua eficacia sob condigbes fisiolégicas,
ressaltando seu forte potencial para aplicagdes dermatolégicas onde o

desempenho estavel e controlado € critico sob temperaturas variaveis da pele.
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Figura 39: Comportamento reoldgico da amostra nGPC em temperaturas variaveis: (A)
comportamento do fluido newtoniano a 5°C com uma curva de tensédo de cisalhamento linear
versus taxa de cisalhamento; (B) comportamento de afinamento por cisalhamento a 25°C,
demonstrando diminui¢do da viscosidade com aumento da taxa de cisalhamento; (C) padréo
tixotropico pronunciado a 32°C, com redugdo da viscosidade e recuperagao estrutural
incompleta apés cisalhamento. As curvas demonstram a resposta dindmica do nanogel as
forcas de cisalhamento, destacando sua adequacgao para aplicagdes topicas; (D) imagem real
do nanogel nGPC durante a transi¢cdo sol-gel, mostrando sol a 5°C e gel a 25°C. As curvas
demonstram a resposta dinamica do nanogel as forcas de cisalhamento, destacando sua
adequacao para aplicagées topicas.

6.2.7 Atividade Leishmanicida in vitro do Nanogel

O objetivo principal deste estudo foi avaliar se o potencial terapéutico de
Curcumina e OEPDH, quando incorporados em uma matriz de nanogel
F127/974P, seria preservado em comparagao com suas formas livres em
DMSO como Vveiculo, conforme descrito anteriormente na literatura.
Especificamente, concentracbes dos compostos proximas aos seus valores de
ICs, relatados, quando solubilizados em DMSO, foram selecionadas para esta
investigacao. O estudo teve como objetivo determinar se essas concentragdes
manteriam sua eficacia biolégica quando encapsuladas na matriz de nanogel,
dado que as propriedades da matriz podem influenciar a biodisponibilidade, a
cinética de liberacdo e a eficacia terapéutica geral dos ingredientes
farmacéuticos ativos (APl). E importante considerar que as quantidades de
excipientes usadas na preparacdo de nanogéis podem influenciar
negativamente o potencial citotoxico do API. Isso & particularmente relevante
ao avaliar a faixa de concentracdo do API incorporado nas formulagdes de
nanogel, pois concentragdes mais altas podem levar ao aumento da toxicidade,
comprometendo potencialmente o perfii de seguranca terapéutica da
formulacao final.

Para testar essa hipotese, a eficacia das formulagdes de nanogel,
incluindo nanogéis vazios (nG), aqueles contendo OEPb (nGP) e a combinagao
de ambos os compostos (nGPCICs,), foi avaliada. Esse design experimental
permitiu uma comparagao abrangente dos efeitos de cada formulacao, tanto
isoladamente quanto em combinagdo, fornecendo, assim, insights criticos
sobre o0s potenciais efeitos sinérgicos ou aditivos da combinagéo
curcumina-OEPb. Além disso, essa configuracdo permitiu uma avaliagdo da

influéncia da propria matriz de nanogel na bioatividade dos compostos,
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comparando as formulagbes encapsuladas com os compostos livres em
DMSO. Embora o encapsulamento dos compostos na matriz de nanogel tenha
sido hipotetizado para diminuir a biodisponibilidade imediata de Curcumina e
OEPb devido ao mecanismo de liberagdo controlada inerente ao nanogel,
também foi antecipado que as propriedades de liberacdo sustentada do
nanogel poderiam oferecer vantagens terapéuticas significativas. Ao prolongar
a liberagédo dos compostos ativos ao longo do tempo, o sistema de nanogel
poderia potencialmente aumentar a eficacia terapéutica geral, particularmente
para o tratamento de doengas crbnicas ou recorrentes, como a leishmaniose.
Essa consideracdo dupla de potencial poténcia imediata diminuida versus
eficacia prolongada forma a base da investigacdo sobre a eficacia desses
sistemas de administracdo baseados em nanogel.

O efeito das formulagdes de nanogel na viabilidade das células
promastigotas LLa foi avaliado em trés pontos de tempo diferentes: 24, 48 e 72
h. Curiosamente, o nanogel nG e as formulagdes de curcumina e OEPb
mostraram qualquer atividade antipromastigota em qualquer concentragao ou
ponto de tempo testado. Em contraste, o nanogel nGPC demonstrou atividade
significativa, conforme mostrado na Fig. 40. Na concentracdo mais alta testada
( 50 pyg/mLde OEPb e 17,5 yg/mL de curcumina), a formulagdo combinada
induziu mais de 88% de mortalidade dos promastigotas em todos os pontos de
tempo (24, 48 e 72 h). Esse forte efeito foi observado consistentemente em
cada intervalo de tempo, sugerindo uma agao robusta e sustentada dos
compostos combinados. Na menor concentragdo testada (2,19 pg/mL de
curcumina e 6,25 uyg/mL de OEPb), a formulacdo combinada ainda exibiu
atividade notavel, com taxas de mortalidade de 24,15%, 21,35% e 10,40% em
24, 48 e 72 h, respectivamente. Esses resultados demonstram um efeito
dependente da dose, com concentracdes mais altas da formulacido combinada,
levando ao aumento da mortalidade de promastigotas. Os dados também
sugerem um potencial efeito sinérgico ou aditivo entre os dois compostos, pois
a formulagdo combinada foi mais eficaz do que os compostos isolados
sozinhos. As descobertas indicam que a combinacdo de OEPb e curcumina,
quando incorporada a matriz de nanogel, aumenta significativamente o

potencial terapéutico contra células promastigotas LLa.
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Essas descobertas abrem uma nova via de pesquisa para entender
melhor os potenciais efeitos sinérgicos do curcumina-OEPb. Estudos futuros
terdo como objetivo elucidar os mecanismos subjacentes ao sinergismo
observado entre essas APIs. No entanto, considerando que o Curcumina é um
fotossensibilizador potente, estudos complementares utilizando terapia
fotodindmica (PDT) sdo necessarios. Esses estudos fornecerao insights sobre
o potencial fototerapéutico do sistema nGPC. Essa abordagem pode abrir
caminho para a descoberta de terapias combinadas, explorando a acéao
leishmanicida do nanogel tanto na presenca quanto na auséncia de fontes de
luz. Essa linha de investigagdo pode expandir significativamente as estratégias
terapéuticas para leishmaniose, potencialmente aumentando a eficacia do

tratamento por meio de novas combinagdes ativadas por luz.
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Figura 40: Mortalidade in vitro de células promastigotas LLa em resposta a diferentes
concentragbes da formulagdo de nanogel nGPC em trés pontos de tempo (24, 48 e 72 h). As
concentragdes C1-C4 representam a combinagéo de (curcumina/OEPb) da seguinte forma: C1
= 50:17,5, C2 = 25:8,75, C3 = 12,5:4,38, e C4=6,65:2,19 (ug/mL). Os dados indicam um
aumento dependente da dose na mortalidade celular, com as maiores concentrac¢des induzindo
mais de 88% de mortalidade em todos os pontos de tempo.
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CAPITULO 7

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste trabalho sugerem que o nanogel nGP representa
uma alternativa viavel e ecologicamente correta para o controle de larvas de A.
aegypti, especialmente em concentragdes mais elevadas. A caracterizagéo por
UV-Vis e FTIR confirmou a incorporacao estavel do OEPb dentro da matriz do
nanogel. Os resultados das medicdes de DLS revelaram um didmetro
hidrodinamico (D,) de 30,44 nm e um indice de polidispersidade (IPD) de 0,54,
indicando uma maior dispersao de particulas na solucido. Especificamente, os
ensaios in vitro demonstraram uma taxa de mortalidade entre 96,0-100,0%
apos 24-48h em uma concentragao de 500 pg/mL. Essa eficacia dependente
da concentragdo sugere que uma maior otimizagdo da formulagdo poderia
aumentar sua aplicabilidade pratica em programas de controle de vetores. As
caracterizagdes morfolégicas MEV e AFM também confirmaram a estabilidade
quimica e a integridade estrutural dos nanogeéis, preservando a composi¢cao
bioativa do EOPb apds o processo de nanoencapsulacdo em nGP. A
nanoformulagdo nGP apresentou alta eficacia leishmanicida in vitro, atingindo
taxas de mortalidade acima de 90% em 48h. Os resultados in vivo
demonstraram uma redugdo maxima de edema de 62,7% em duas horas de
tratamento, sugerindo que os nanogéis avaliados possuem potencial como
agentes anti-inflamatérios e podem ser considerados uma alternativa
promissora a medicamentos padrdo como o diclofenaco. Estudos futuros
devem explorar os aspectos mecanicos subjacentes aos efeitos leishmanicidas
e anti-inflamatorios dos nanogéis, bem como conduzir ensaios clinicos e testes
de campo para validar sua eficacia em cenarios do mundo real.

Adicionalmente, a segunda formulagdo desenvolvida nGPC composta
por curcumina e OEPb apresentou-se como uma estratégia terapéutica
promissora contra promastigotas LLa. A caracterizagdo fisico-quimica
confirmou a estabilidade e a termossensibilidade do nGPC, garantindo sua
adequacgao para aplicagao topica. A analise reoldgica revelou uma transi¢ao de
comportamento newtoniano para de afinamento por cisalhamento e tixotrépico,
facilitando sua aplicagdo em tratamento tépico. As avaliagbes biologicas

demonstraram que o nGPC aumentou significativamente a atividade
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antipromastigota em comparagdo com a curcumina e OEPb puros, com mais
de 88% de mortalidade na concentracdo mais alta testada e uma resposta
dependente da dose em concentragdes mais baixas. Essas descobertas
sugerem uma interagdo sinérgica entre Curcumina e OEPb, provavelmente
mediada pela matriz do nanogel, o que melhora a biodisponibilidade e a
eficacia terapéutica.

Os resultados ressaltam o potencial de nGP e nGPC em superar as
limitagbes dos tratamentos convencionais de leishmaniose, particularmente ao
aumentar a estabilidade do medicamento, reduzir a toxicidade e permitir a
liberagdo controlada. Estudos futuros devem se concentrar em elucidar os
mecanismos moleculares subjacentes ao sinergismo observado, bem como

avaliar o impacto da TFD para melhorar ainda mais os resultados terapéuticos.
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10 APENDICE
Apéndice: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI,) Pectis brevipedunculata

(OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI;) Pectis brevipedunculata
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Apéndice: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI,) Pectis brevipedunculata

(OEPb)
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Apéndice: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI,) Pectis brevipedunculata

(OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCI,) Pectis brevipedunculata

(OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCIls) Pectis brevipedunculata
(OEPb).
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Apéndice: Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCl,) Pectis brevipedunculata
(OEPb).
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Apéndice: Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCIls) Pectis brevipedunculata

(OEPb).
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Apéndice: Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCIl,) Pectis brevipedunculata

(OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de ™C DEPT 135 (125 MHz, CDCIl;) Pectis

brevipedunculata (OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de "C DEPT 135 (125 MHz, CDCIl;) Pectis

brevipedunculata (OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de "™C DEPT 135 (125 MHz, CDCIl;) Pectis
brevipedunculata (OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de C DEPT 135 (125 MHz, CDCI;) Pectis

brevipedunculata (OEPD).
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Apéndice: Espectro de RMN de C DEPT 135 (125 MHz, CDCI;) Pectis

brevipedunculata (OEPD).
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Apéndice - Sobreposicdo dos espectros de absor¢cdo UV-Vis de amostras F1
(1% de OEPD), F2 (0,5% de OEPDb), F3 (0,25% de OEPD), F4 (0,125% de
OEPD) e FO (sem OEPD).
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	1.1 Doenças Tropicais Negligenciadas 
	1.2 A Leishmaniose: Causa e Tratamento  
	Figura 1: À esquerda- Flebotomíneo picando um hospedeiro mamífero: Quando um mosquito infectado realiza o repasto sanguíneo a um hospedeiro, os parasitas do gênero Leishmania que estão presentes na sua saliva são injetados na corrente sanguínea. À direita- Ferida cutânea desenvolvida em um hospedeiro e as representações das formas amastigota, arredondada (inferior) e promastigota, flagelada (superior). 
	Figura 2: Representação química das estruturas dos medicamentos Anfotericina B, Glucantime e Pentamidina, utilizados para tratar a Leishmaniose. 

	1.3 Arboviroses Urbanas e o Ciclo de Vida do Aedes aegypti 
	Figura 3: Ciclo de vida do mosquito A. aegypti: O primeiro estágio corresponde à fase ovular, seguida pelo segundo estágio, onde ocorre o desenvolvimento larval. Essa fase larval é subdividida em quatro instares (L1-L4), ao longo dos quais a larva passa por sucessivas mudas antes de atingir o terceiro estágio, que corresponde à fase de pupa. A pupa, por sua vez, evolui para o quarto e último estágio, no qual ocorre a emergência do mosquito adulto. 

	1.4 Flora Maranhense como Fonte de Medicamentos Naturais 
	Figura 4: Fotografias da espécie Pectis brevipedunculata e representações das estruturas químicas de seus principais constituintes, pertencentes à classe dos monoterpenos. 

	1.5 Curcumina um produto natural eficiente no tratamento de DTNs 
	Figura 5: Fotos da esquerda para direita: Curcuma longa, rizoma e extrato de curcuma. Abaixo, a representação química estrutural da molécula de curcumina. 

	1.6 Polímeros em Bloco como Sistemas Drug-delivery 
	Figura 6: Fotografia do nanogel nGPb, acompanhada de uma representação esquemática da estruturação química, bem como das técnicas empregadas na primeira parte deste trabalho para caracterizar a composição química do OEPb e sua incorporação na matriz do gel. Também inclui a representação da avaliação in vitro de seu potencial larvicida contra larvas de Aedes aegypti. 


	CAPÍTULO 2 
	REVISÃO DA LITERATURA 
	2.1 Doenças tropicais negligenciadas (DTNs) 
	2.2 As DTNs no Brasil 
	Figura 7: Coeficiente de incidência de casos prováveis por 100 mil habitantes, no ano de 2024. Dados retirados do portal do ministério da saúde (https://www.gov.br/saude/pt br/assuntos/saude-de-a-a-z/a/aedes-aegypti/monitoramento-das-arboviroses). 

	2.3 A necessidade de novos medicamentos para DTNs 
	2.4 Plantas medicinais como tratamento alternativo de DTNs 
	2.5 Família Asteraceae e o Gênero Pectis 
	Figura 8: Registros de ocorrência da espécie P. brevipedunculata nos estados brasileiros, com destaque para o estado do Maranhão (MA), onde a coleta da espécie foi realizada na capital, São Luís, no campus da Universidade Federal do Maranhão, nas coordenadas geográficas (2°33’20.5”S, 44°18’32.7”W). 

	2.6 Óleo Essencial da Espécie P. brevipedunculata 
	2.7 Curcuma longa L. 
	2.8 Nanoformulações Copoliméricas 
	Figura 9: Representação química estrutural do copolímero F127 e seu processo de auto organização em micelas acima ou próximas dos valores de CMC e/ou TMC. A figura destaca a região central, ou “core micelar”, onde fármacos hidrofóbicos podem se acomodar e ser transportados ao alvo terapêutico. 

	2.9 Polímero Carbopol 974p: Versatilidade e Aplicações Farmacêuticas 
	Figura 10 - Representação química estrutural do polímero 974p. 
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	CAPÍTULO 4 
	Desenvolvimento do Nanogel nGP e Avaliação do seu Potencial Citotóxico contra larvas de Aedes aegypti 
	4.1 Materiais e Métodos 
	4.1.1 Materiais 
	4.1.2 Coleta e identificação do material vegetal 
	4.1.3 Hidrodestilação do OEPb 
	4.1.4 Determinação do Rendimento da Extração OEPb 
	Figura 11: Sequência experimental para o procedimento de extração por hidrodestilação do OE a partir da espécie P. brevipedunculata envolveu as etapas sequenciais de secagem ao ar do material vegetal, trituração e hidrodestilação sob condições controladas. O rendimento do OEPb foi de 0,81%, e o óleo coletado foi armazenado adequadamente para análise subsequente. 

	4.1.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas CG-EM) 
	4.1.6 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
	4.1.7 Desenvolvimento das formulações Nanogéis  
	Figura 12: Ilustração esquemática da sequência experimental para preparação do nGP. Os procedimentos de química verde são apresentados nas etapas experimentais. 

	4.1.8 Ensaios de Estabilidade dos Nanogéis 
	4.1.9 Análise de Espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) 
	4.1.10 Análises Espectroscopia de Absorção Ultravioleta Visível  (UV-Vis) 
	4.1.11 Análise de Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 
	4.2.12 Teste in vitro Frente a Larvas de A. aegypti 
	4.2.13 Análise Estatística 

	4.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
	4.2.1 Determinação do Rendimento do OEPb 
	4.2.2 Caracterização do OEPb por CG-EM 
	Figura 13: Cromatograma obtido por CG-EM do OEPb evidenciando os picos dos componentes majoritários: (A) geranial, (B) citral, (C) α-pineno e (D) limoneno.  
	Tabela 1: Análise de CG-EM de OEPb: Índice de retenção(IR), Fórmula molecular(FM) e porcentagem relativa (%). 
	Figura 14: Monoterpenos encontrados nos óleos de Pectis e sua relação biossintética, envolvendo interconversão por reações de isomerização, ciclização, hidroxilação e aromatização. (1) Nerol, (2) neral, (3) geranial, (4) geraniol, (5) cuminaldeído, (6) perilaldeído, (7) limoneno, (8) p-cimeno, (9) timol, (10) α-pineno, (11) carvona e (12) β-pineno (Massing et al., 2021; Camara et al., 2023). 


	4.2.3 Caracterização do OEPb por RMN 
	Tabela 2- Dados de RMN para 1H e 13C (500,13 e 125,76 MHz, respectivamente; CDCl3) dos compostos majoritários neral e geranial presentes no OEPb e comparação com dados da literatura.  (δ) deslocamento químico. 
	Figura 15: Região ampliada dos espectros de RMN de ¹H, ¹³C (abaixo) adquiridos para o OEPb em CDCl3.  

	Tabela 3 - Dados de RMN para 1H e 13C (500 e 125 MHz, respectivamente; CDCl3) dos compostos majoritários α-pineno e limoneno presentes no OEPb e comparação com dados da literatura. (δ) deslocamento químico. 

	  
	4.2.4 Desenvolvimento dos nanogéis vazios (nG) 
	Tabela 4 - Diferentes composições % (m/m) dos componentes dos nanogéis vazios (nG): plurônico F127, carbopol 974P e água. 
	Figura 16: Fotos das formulações de nanogel preparadas com diferentes composições % (m/m) de F127, 974p, H2O e OEPb de acordo com a Tabela 4. (A) GF1-GF4 apresentam formulações estáveis; (B) GF5 a GF8 exibem separação de fases; (C) GF9 e GF10 mostram separação de fases, e GF11 exibe estabilidade na forma de uma nanoemulsão. (D) O comportamento termorresponsivo foi demonstrado para a formulação GF4. 


	4.2.5 Desenvolvimento de nanogéis carregados com OEPb 
	Tabela 5 - Diferentes composições % (p/p) de OEPb e água foram incorporadas à formulação nG para atingir nGF1 a nGF11. 

	4.2.6 Ensaio de Estabilidade Acelerada das Formulações nGF1−nGF4 
	4.3 Caracterizações do Nanogel nGP  
	4.3.1 Caracterização por CG-EM e UV-Vis 
	4.3.2 Caracterização por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) 
	Figura 17: Espectros de FT-IR dos materiais puros (A) Óleo Essencial da P. brevipedunculata (OEPb), (B) Plurônico F127 (F127), (C) Carbopol 974p (974p) entre 4000-2500 cm-1 e (D) 974p entre 2500 a 690 cm-1. 
	Figura 18 - Espectros de FTIR dos nanogéis (A) nG e (B) nGP. 

	4.3.3 Caracterização por Espalhamento Dinâmico de Luz (DLS) 
	Figura 19: Distribuição do tamanho de partículas em condições de (A) alta diluição, mostrando um Dh de 30,18 nm e PDI de 0,54, e (B) (D) potencial ϑ de -1,6 mV. Em condições de baixa diluição (C) o valor de Dh é alterado para 429,3 nm, e PDI de 0,27 e (D) sem alteração significativa no valor do potencial ϑ. 

	4.3.4 Ensaios in vitro do nGP Contra Larvas de A. aegypti 
	Tabela 6: Eficácia do efeito larvicida do nGP contra larvas de Aedes aegypti em 24 e 48 h pós-tratamento representada em % de mortalidade ± Desvio Padrão (DP) para um n = 10. 
	Figura 20: Concentrações letais CL50 e CL90 para larvas de A. aegypti. Após 24 h de tratamento com o nanogel nGP, a CL50 foi de 199,5 ± 5,6 µg/mL e a CL90 foi de 392,0 ± 16,6 µg/mL, com um R2 de 0,9992. Após 48 h de tratamento, a CL50 diminuiu para 184,5 ± 8,2 µg/mL e a CL90 para 253,4 ± 7,6 µg/mL, com um R2 de 0,9989. 



	CAPÍTULO 5 
	Formulação nanotecnológica incorporando óleo essencial de Pectis brevipedunculata (Asteraceae): uma abordagem ecologicamente correta para terapia leishmanicida e anti-inflamatória. 
	  
	5.1 Materiais e Métodos 
	5.1.1 Materiais 
	5.1.2 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
	5.1.3 Microscopia de Força Atômica (AFM) 
	Figura 21: Curvas de Força AFM. (A) Mapa topográfico da amostra, exibindo contrastes distintos para regiões mais altas (áreas mais claras) e regiões mais baixas (áreas mais escuras). O ponto 1 (Pt 1) corresponde à região específica onde a curva de força foi adquirida. (B) Curva de força representativa obtida do Ponto 1 na imagem A, ilustrando os ciclos de aproximação (azul) e retração (vermelho). Os índices ao longo da curva destacam os estágios distintos da interação sonda-amostra, conforme detalhado nas inserções gráficas: (1) a sonda está distante da superfície da amostra, (2) a sonda estabelece contato com a superfície da amostra, (3) o regime linear da curva durante a indentação, (4) a resistência máxima observada durante a separação sonda-amostra, (5) a sonda se retrai da amostra e (6) o ciclo de aproximação-retração conclusivo. 

	5.1.4 Ensaio in vitro contra promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa) 
	5.1.5  Avaliação in vivo da Atividade Anti-Inflamatória dos Nanogéis 
	Figura 22: Esquema da sequência experimental para avaliação in vivo do potencial anti-inflamatório de nanogéis. 

	5.1.6 Análise Estatística 

	5.2 Resultados e Discussão 
	5.2.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
	Figura 23: Micrografias MEV de nG com ampliação de 1000x (A), 2000x (B) e (C) e 5000x (D) após o processo de liofilização. 
	Figura 24: Micrografias MEV de nGP em uma ampliação de 500x (A), 1000x (B), 2000x (C) e 5000x (D) após o processo de liofilização. As micrografias MEV mostram regiões planas bem definidas com a ausência de poros. 
	Figura 25: Micrografias MEV de nGP em uma ampliação de 1000x (A), 2000x (B) e (C) e 5000x (D) após o processo de liofilização. As micrografias MEV mostram planos espessos organizados em camadas. 

	5.2.2 Análise de Microscopia de Força Atômica (AFM) 
	Figura 26: Mapas topográficos AFM do nanogel nG. (A) Setas amarelas indicam estruturas esféricas formadas por micelas F127, com altura média de 108,74 ± 19,41 nm (n = 19), e setas verdes indicam regiões planas com altura média de 5,92 ± 3,00 nm (n = 15). (B) e (D) Micrografias 3D expandidas mostrando as estruturas esféricas em detalhes. (C) Estruturas micelares cúbicas formadas por processos agregacionais de micelas F127. 
	Figura 27: Mapas de módulo de Young (A) e (B) e mapas de força de adesão (C) e (D) foram adquiridos para os diferentes domínios observados no nG. 
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