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RESUMO

A leishmaniose é uma doenga parasitaria transmitidas pela picada de flebotomineos fémeas
infectadas. As formas principais da leishmaniose sdo a visceral (também conhecida como
calazar), que € a forma mais grave, e a cutdnea, a forma mais comum. E uma doenga com
preocupacio global e geralmente é mais comum em dreas rurais, mas pode ser encontrada em
dreas urbanas, principalmente nas periferias de algumas cidades. Para o tratamento
convencional existe uma série de medicamentos a serem aplicados, € o que vai determinar o
tipo de medicamento serd o tipo de leishmaniose e o estado do paciente. Outro ponto é que os
medicamentos apresentam uma série de desvantagens em termos de segurancga, resisténcia e
disponibilidade. Os medicamentos ndo sao bem tolerados, t€tm que ser tomados por muito
tempo e sdo dificeis de administrar. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e
avaliar nanoparticulas lipidicas sélidas a base de cera de abelha contendo antimoniato de
meglumina, curcumina e 4-nitrochalcona quanto as caracteristicas fisico-quimicas, eficiéncia
de encapsulagcdo, morfologia, propriedades térmicas e atividade leishmanicida in vitro nas
formas promastigota da L. infantum e L. amazonensis. As formulacdes foram preparadas pelo
método de dupla emulsdo (dgua/dleo/dgua) apresentando um tamanho médio na faixa de 211 e
283 nm, boa estabilidade coloidal e eficiéncia de encapsulagdo elevada para a curcumina e 4-
nitrochalcona (valores proximos a 99%), enquanto o antimoniato de meglumina, apresentou
eficiéncia de encapsulacdo relativamente baixa. A andlise por espectroscopia por FTIR
confirmou a presenca dos fairmacos nas nanoparticulas e revelou que ndo houve interacao fisico-
quimica entre os farmacos e a cera de abelha. A andlise morfolégica mostrou uma forma
semiesférica, o que pode favorecer a absorcdo celular. A andlise térmica por DSC e TGA
indicou modificacdes nas propriedades térmicas das nanoparticulas em comparacdo com a cera
de abelha pura, sugerindo uma reorganizacdo molecular durante a formacao das nanoparticulas.
Nos testes de citotoxicidade em macréfagos J774.1, as nanoparticulas e os farmacos individuais
nao demonstraram toxicidade significativa em concentracoes de 1, 5 e 10 uM. Contra as formas
promastigotas de L. infantum e L. amazonensis, apenas as formas livres de curcumina e 4-
nitrochalcona apresentaram redugdo significativa na viabilidade, enquanto as nanoparticulas
nao exibiram efeitos observdveis. Outra abordagem focou-se na preparaciao de nanoparticulas
lipidicas/poliméricas para encapsular antimoniato de meglumina. A introducido do polimero
aumentou a eficiéncia de encapsulacdo para aproximadamente 25,3%, conferindo as
nanoparticulas uma estrutura mais estdvel em comparacdo com as nanoparticulas lipidicas. A
morfologia e o tamanho médio apresentaram-se semelhante as nanoparticulas lipidicas. A
andlise térmica indicou maior estabilidade térmica com a adi¢do do polimero, revelando uma
fusdo menos propensa e decomposicao gradual em temperaturas mais baixas. O teor de gel das
nanoparticulas lipidicas/poliméricas (65-67%) sugeriu uma rede polimérica bem formada,
garantindo estabilidade estrutural ao longo do tempo. O estudo concluiu que as nanoparticulas
lipidicas se mostraram seguras para aplicacdes biomédicas, destacando a necessidade de
investigacdes em modelos mais complexos. Além disso, combinando lipidios e polimeros de
fontes renovdveis, nao apenas melhorou a eficiéncia de encapsulagdo, mas também promoveu
praticas ecologicamente responsdveis. Em resumo, o estudo representou um avanco na entrega
de farmacos, oferecendo uma formulagdo estdvel, com potencial aplicacdo no tratamento de
doencas tropicais negligenciadas, contribuindo assim para avancos no desenvolvimento de
novas terapias.

Palavras-chave: Leishmaniose; Nanoparticulas; Dupla emulsido; Antimoniato de meglumina;

Curcumina; 4-nitrochalcona.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic disease transmitted through the bite of infected female sandflies.
The main forms of leishmaniasis are visceral (also known as kala-azar), the most severe form,
and cutaneous, the most common form. It is a globally concerning disease, predominantly found
in rural areas but also present in urban areas, particularly on the outskirts of some cities.
Conventional treatment involves a variety of medications, with the choice depending on the
type of leishmaniasis and the patient's condition. However, these medications have several
drawbacks in terms of safety, resistance, and availability. They are poorly tolerated, require
prolonged administration, and pose challenges in terms of management. This study aimed to
develop and evaluate solid lipid nanoparticles based on beeswax containing meglumine
antimoniate, curcumin, and 4-nitrochalcone concerning their physicochemical characteristics,
encapsulation efficiency, morphology, thermal properties, and in vitro leishmanicidal activity
against promastigote forms of L. infantum and L. amazonensis. Formulations were prepared
using the double emulsion method (water/oil/water), with an average size ranging from 211 to
283 nm, good colloidal stability, and high encapsulation efficiency for curcumin and 4-
nitrochalcone (close to 99%), while meglumine antimoniate showed relatively low
encapsulation efficiency. FTIR spectroscopy confirmed the presence of drugs in nanoparticles,
indicating no physicochemical interaction between drugs and beeswax. Morphological analysis
revealed a semi-spherical shape, potentially enhancing cellular absorption.DSC and TGA
thermal analyses suggested modifications in nanoparticle thermal properties compared to pure
beeswax, indicating molecular reorganization during nanoparticle formation. Cytotoxicity tests
on J774.1 macrophages showed no significant toxicity for nanoparticles and individual drugs
at concentrations of 1, 5, and 10 uM. Against promastigote forms of L. infantum and L.
amazonensis, only free forms of curcumin and 4-nitrochalcone exhibited a significant reduction
in viability, while nanoparticles showed no observable effects. Another approach focused on
lipid/polymeric nanoparticles to encapsulate meglumine antimoniate. The introduction of the
polymer increased encapsulation efficiency to approximately 25.3%, providing nanoparticles
with a more stable structure compared to lipid nanoparticles. Morphology and average size
remained similar to lipid nanoparticles. Thermal analysis indicated increased thermal stability
with the polymer, revealing less prone fusion and gradual decomposition at lower temperatures.
The degree of cross-linking (65-67%) suggested a well-formed polymeric network, ensuring
structural stability over time. The study concluded that lipid nanoparticles demonstrated safety
for biomedical applications, emphasizing the need for investigations in more complex models.
Furthermore, combining lipids and polymers from renewable sources not only improved
encapsulation efficiency but also promoted environmentally responsible practices. In summary,
the study represented an advancement in drug delivery, offering a stable formulation with
potential applications in treating neglected tropical diseases, thereby contributing to
advancements in new therapies' development.

Keywords: Leishmaniasis; Nanoparticles; Double emulsion; Meglumine antimoniate;

Curcumin; 4-nitrochalcone.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca parasitdria disseminada em dreas tropicais e subtropicais.
Os parasitas de Leishmania sdo transmitidos pela picada de flebotomineos infectados, os quais
os parasitas vivem e se multiplicam intracelularmente nos seus hospedeiros (STEVERDIN,
2017). Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), a leishmaniose é uma das sete
doencas tropicais mais importantes e representa um grave problema de saide mundial que
apresenta amplo espectro de manifestacdes clinicas com desfecho potencialmente fatal.

A doenca pode se manifestar em varias formas dependendo do tipo da espécie da
Leishmania, mas as principais sdo a leishmaniose visceral e a cutanea (ASSOLINI et al., 2022).

O tratamento da leishmaniose hoje é puramente baseado em quimioterapia, e
pouquissimos medicamentos estdao disponiveis para esse fim. Diversos estudos na literatura tém
destacado os desafios e as limitagdes enfrentadas pelos tratamentos convencionais, como
toxicidade, alto custo de producio, eficicia diminuida, dificuldade de administragdo e, mais
importante, o surgimento de cepas resistentes. Houve vdrias tentativas de desenvolver uma
vacina contra o parasita, mas ndo houve avancos nessa drea. Portanto, o método de tratamento
atual € a terapia convencional, ou seja, antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina,
entre outros. Em geral, o tratamento da leishmaniose deve ser adaptado individualmente ao
paciente e ao tipo de leishmaniose, bem como a subespécie do parasita, podendo ser bastante
desafiador o tratamento (OZGOZTASI, 1997, CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011;
BRAGA, 2019; OLIVEIRA et al., 2020; SASIDHARAN; SAUDAGAR, 2021).

Devido aos grandes desafios no tratamento da leishmaniose surgiu a necessidade de
buscar novas alternativas. A nanotecnologia é uma ferramenta promissora em diversas areas, o
que a torna uma excelente aliada na biomedicina.

A 4rea da nanotecnologia surgiu para revolucionar o sistema de entrega de farmacos na
medicina. Diversos sdo os sistemas de nanocarreadores como nanoparticulas lipidicas sélidas,
lipossomas, nanoemulsdo, nanoesferas, nanoparticulas poliméricas, entre outros sistemas
(SALEEM et al., 2019).

Esses sistemas apresentam uma ampla gama de beneficios na medicina, como maior
eficiéncia terapéutica, possibilidade de entrega de farmacos a alvos especificos, liberagdao
controlada e diminuicdo da toxicidade. Essas vantagens tornam as formula¢des contendo

nanotecnologia uma boa estratégia para pacientes com leishmaniose (RAMOS et al., 2020).
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Nanoparticulas lipidicas s6lidas tem sido amplamente estudada e vem ganhando espaco
como sistemas carreadores nanoestruturados. As nanoparticulas lipidicas sdo baseadas em uma
matriz lipidica natural ou sintética, que se encontra no estado sélido a temperatura ambiente e
corporal. A cera de abelha é um lipidio natural que vem sendo utilizado para o desenvolvimento
de diversos sistemas de liberacdo de farmacos na drea farmacéutica, mas pouca atencdo tem
sido dada a sua aplicacdo sendo que pode ser um material com potencial em aplicagdes
farmacéuticas e cosméticas, pois possuem vantagens como sistemas de liberacdo de drogas
devido as suas propriedades fisicas, biodegradabilidade, biocompatibilidade da pele e atividade
antimicrobiana (SOUZA; FREITAS; CAMPOS, 2017; CORDEIRO et al., 2021).

As nanoparticulas poliméricas formadas com diversos materiais poliméricos também sdo
amplamente empregadas no carreamento de drogas, principalmente na industria farmacéutica.
A escolha do polimero desempenha um papel crucial na eficicia e seguranca desses sistemas
de entrega de farmacos, sendo essencial considerar propriedades como biocompatibilidade,
degradacdo controlada e capacidade de encapsulagdo. Em busca de solu¢des mais sustentdveis
e amigdveis ao meio ambiente, a pesquisa tem se voltado para o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas utilizando materiais provenientes de fontes renovaveis (BELLETTI
etal.,2012; MO et al., 2012; SANTINI, 2023).

A utilizacdo da polimeriza¢do via tiol-eno representa uma alternativa promissora na
producdo de polimeros provenientes de fontes renovéveis. Esse método envolve uma
polimerizacdo radicalar mediada por reacdes de transferéncia de cadeia. Uma caracteristica
interessante € a capacidade de produzir nanoparticulas carregadas com compostos bioativos,
seja através de polimeros pré-formados ou por meio da polimerizagdo in situ. No entanto, é
importante observar que a aplicacao da polimerizag¢ao in situ, especialmente na técnica de dupla
emulsdo, ainda é pouco explorada para a polimerizacdo via tiol-eno (TURUNC; MEIER, 2013;
CRAMER et al., 2003).

Nesse contexto, esse estudo busca combinar lipidio e polimeros sustentidveis na
formulacido de nanoparticulas para entrega de farmacos. A estratégia proposta neste trabalho
envolve a utilizacdo da técnica de emulsdo dupla (dgua/dleo/agua), a qual se destaca por
permitir a encapsulacdo tanto de firmacos hidrofilicos quanto hidrofébicos em comparacio
com as técnicas convencionais utilizadas na producdo de nanoparticulas lipidicas sélidas e
poliméricas. Essa caracteristica permite a formulacdo de sistemas de entrega adaptaveis a

diferentes classes de substincias bioativas, ampliando o espectro de aplicagdes farmacéuticas.
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Dessa forma, o estudo concentrou-se na encapsulacdo de antimoniato de meglumina,
curcumina e 4-nitrochalcona em nanoparticulas lipidicas a base de cera de abelha sendo
avaliadas em espécies de L. amazonensis e L. infantum na forma promastigota. Adicionalmente
foram avaliados seu efeito citotdxico in vitro e suas caracteristicas.

Em busca de uma abordagem mais sustentdvel, a pesquisa avangou na producdo de
nanoparticulas lipidicas/poliméricas. O mondmero escolhido, derivado de fontes renovéaveis e
produzido pelo nosso grupo de pesquisa (2-(acriloiloxi)etil undec-10-enoato), foi utilizado na
sintese do polimero. O objetivo principal foi aprimorar a eficicia de encapsulacdo do
antimoniato de meglumina nas nanoparticulas lipidicas/poliméricas, uma vez que esta
substancia € hidrofilica, comparando-as com as nanoparticulas lipidicas convencionais. A
técnica de polimerizacao via tiol-eno, pouco explorada na técnica de dupla emulsdo, foi adotada
para a producao dessas nanoparticulas.

A convergéncia entre nanoparticulas lipidicas e poliméricas, aliada a nossa preocupacao
com fontes renovdveis, destaca-se como uma abordagem promissora, visando ndo apenas a
eficacia terapéutica, mas também a sustentabilidade.

Este estudo ndo s6 amplia o horizonte terapéutico para a leishmaniose, mas também
estabelece um importante precedente para pesquisas futuras na intersecao entre nanotecnologia,
saide e sustentabilidade. Ao unir esfor¢os para desenvolver sistemas terapéuticos mais
eficientes e ecologicamente conscientes, esperamos contribuir significativamente para avangos

na area e inspirar investigacoes adicionais nesse campo inovador.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanoparticulas lipidicas a base de cera de abelha contendo antimoniato
de meglumina, curcumina e 4-nitrochalcona a fim de avaliar a atividade antiparasitaria in vitro
contra diferentes espécies de leishmania e aprimorar a eficicia de encapsula¢do do antimoniato
de meglumina usando nanoparticulas lipidicas/poliméricas com mondmero renovdvel via

polimerizagdo tiol-eno.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Produzir nanoparticulas lipidicas soélidas utilizando a técnica de emulsdo dupla

(4gua/dleo/dgua);

b) Produzir nanoparticulas lipidicas/poliméricas utilizando a técnica de emulsdo dupla e

polimerizagdo tiol-eno;

c¢) Caracterizar as nanoparticulas quanto ao tamanho das particulas, indice de polidispersao,

potencial zeta, morfologia, eficiéncia de encapsulagdo, propriedades térmicas e teor de gel;

d) Avaliar in vitro a acdo leishmanicida do antimoniato de meglumina, curcumina e 4-
nitrochalcona livre e encapsulado nas nanoparticulas lipidicas sélidas contra as formas

promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum;

e) Determinar in vitro a citotoxidade do antimoniato de meglumina, curcumina e 4-
nitrochalcona livre e encapsulado nas nanoparticulas lipidicas sélidas sobre macréfagos da

linhagem J774.1.



15

CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE AS LEISHMANIOSES

As leishmanioses representam um conjunto de enfermidades originadas pela acdo de mais
de 20 variedades de protozodrios pertencentes ao género Leishmania. A propagacdo da
leishmaniose ocorre por meio da picada de flebotomineos fémeas infectadas, pequenos insetos
vetores com 2—3 mm de comprimento (WHO, 2021).

O processo de transmissdo segue o esquema ilustrado na Figura 1, comecando quando as
flebotomineas, através de sua picada, injetam o estdgio infeccioso (promastigotas) por meio de
sua tromba (probdscide) (1). Os promastigotas que alcancam o local da picada sdo fagocitados
por macréfagos (2) e outras células fagociticas mononucleares. Dentro dessas células, os
promastigotas se transformam no estdgio tecidual do parasita (amastigotas) (3), os quais se
reproduzem por divisdo simples, continuando a contaminar outras células fagociticas
mononucleares (4). Ao se alimentarem de um hospedeiro infectado, as flebotomineas adquirem
a infeccdo pela ingestdo de macréfagos contendo amastigotas (5, 6). Nas flebotomineas, os
amastigotas transformam-se em promastigotas, completam seu desenvolvimento no intestino

(7) e migram para a probodscide (8) (CDC, 2020).

Figura 1 - Ciclo bioldgico da transmissdo da leishmaniose
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Diferentes espécies de Leishmania estdo associadas a diversas manifestagdes clinicas,
variando a gravidade da doenca. As trés principais formas de variacdo incluem a leishmaniose
tegumentar ou cutinea (LC), a leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, e
a leishmaniose mucocutanea (LMC). A LC é a manifestacdo mais comum, enquanto a LV
representa a forma mais grave, e a LMC € identificada como a variagdo mais incapacitante da

doenca. (WHO, 2021).

2.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

A leishmaniose tegumentar ou cutanea representa a forma mais comum, manifestando-se
com lesdes na pele no local da picada do inseto apds vdrias semanas a meses. Em casos de
multiplas picadas, podem surgir lesdes multiplas ou dissemina¢do metastdtica. A aparéncia da
lesdo pode variar, come¢ando frequentemente como uma pdpula que cresce gradualmente,
ulcera no centro e forma uma borda eritematosa elevada, onde os parasitas intracelulares se
concentram. Geralmente, as dlceras ndo causam dor e ndo apresentam sintomas sistémicos, a
menos que haja infeccdo secunddria. Em geral, as lesdes de leishmaniose cicatrizam
espontaneamente ao longo de meses, mas podem persistir por anos, deixando uma cicatriz
deprimida, semelhante a uma queimadura. A evolucdo da doenca depende das espécies de

Leishmania envolvidas e do estado imunoldgico do hospedeiro (PEARSON, 2020).

Figura 2 - Diferentes lesdes da leishmaniose cutanea

(a) (b) (c)

(a) Lesdo ulcerada franca, dnica, pequena, com bordas elevadas, infiltradas com hiperemia ao seu redor e fundo

granuloso; (b) Lesdo ulcerada franca, tinica, arredondada, com bordas elevadas, infiltradas e fundo granuloso; (c)
Lesdes cutineas multiplas, ulceradas, com bordas elevadas, infiltradas e fundo granuloso com crosta.

Fonte: Brasil (2017)
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Embora a leishmaniose tegumentar seja um fendmeno estudado ha bastante tempo, ela
continua a representar um desafio significativo para a saide publica em 85 paises, distribuidas
por quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), registrando anualmente entre 0,7 e
1,3 milhdo de novos casos. Reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como uma
das seis doengas infecciosas mais importantes, a leishmaniose tegumentar destaca-se pelo seu
elevado indice de deteccao e pela capacidade de causar deformidades.

Conforme a Figura 3, aqui na regido das Américas, entre os anos de 2001 a 2019,
1.028.054 casos de leishmaniose cutinea (LC) foram notificados a OPAS (Organizacdo Pan-
Americana da Sadde) por 17 dos 18 paises endémicos (com excecdo da Guiana Francesa que
continua a reportar dados diretamente para a Franca), com uma média de 54.108 casos por ano.
Desde 2015, onde se registou o maior pico de nimero de casos (67.949), verifica-se uma
tendéncia decrescente, atingindo em 2019 o menor numero de casos (41.617), o que representa
um decréscimo de 9% em relacdo ao ano anterior, dado pela reducdo do nimero de casos em
12 dos 17 paises (Argentina, Bolivia, Brasil, Coldombia, Costa Rica, Equador, Guiana,
Nicardgua, Panama, Paraguai, Peru e Venezuela). Por outro lado, cinco paises (El Salvador,
Guatemala, Honduras, México e Suriname) tiveram incremento dos casos, com destaque ao

México e El Salvador com aumento de 76% e 360%, respectivamente (OPAS, 2020).

Figura 3 - Nimero de casos de leishmaniose cutanea, Regido das Américas e sub-regides,

2001-2020
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De acordo a Secretaria de Vigilancia em Saidde (2021), em 2019 foram confirmados
15.484 casos novos de LT no Brasil, com coeficiente de deteccao de 7,37 casos a cada 100 mil
habitantes. Conforme a série histdrica apresentada na Figura 4, a doenga se distribui em todo o

territorio brasileiro, com os maiores percentuais de casos registrados na regido Norte (42,8%).

Figura 4 - Estratificagc@o de risco da leishmaniose tegumentar por municipio de infeccao.

Brasil, 2000 a 2019
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Além disso, conforme apresentado no boletim epidemiolégico emitido pela Secretaria de
Vigilancia em Saude no ano de 2021, ilustrado na figura 5, sdo minuciosamente delineadas as
areas de transmissao da leishmaniose em territorio brasileiro, subdivididas em cinco estratos
distintos (muito intenso, intenso, alto, médio e baixo). Esse indicador fundamenta-se no niimero
absoluto de casos novos e no coeficiente de deteccdo da doenca nos ultimos trés anos,
proporcionando uma andlise abrangente da sua distribuicdo geogréfica e intensidade.

Ao considerar a estratificagdo referente ao periodo entre 2017 e 2019, foram identificados
municipios categorizados com transmissdo muito intensa, destacando-se Rio Preto da Eva,
Presidente Venceslau e Manaus, situados no estado do Amazonas; Serra do Navio, no estado
do Amap4; e Teolandia, Valencga, Venceslau Guimardes e Taperod, localizados no estado da
Bahia. Essa segmentagcdo estratégica visa otimizar o direcionamento de recursos e a
implementacdo de acles preventivas, fortalecendo a resposta eficiente contra a leishmaniose

em dreas mais impactadas.
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Figura 5 - Estratificacdo de risco da leishmaniose tegumentar por municipio de infeccao.

Brasil, 2017 a 2019
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2.3 LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV ¢ a forma mais grave de leishmaniose também conhecida como calazar. Se o
tratamento adequado ndo for iniciado em tempo habil, pode evoluir para 6bito em 90% dos
casos (PAHO, 2021).

E uma doenca sistémica cronica que acomete principalmente criancas menores de cinco
anos e suas manifestacdes cldssicas incluem febre, esplenomegalia (inchaco do baco,
manifestado na grande maioria dos pacientes), hepatomegalia (inchaco do figado), palidez
(causada por anemia grave), leucopenia (baixa contagem de glébulos brancos) e perda de peso.
Outros sinais e sintomas incluem problemas respiratorios ou distirbios gastrointestinais
(PAHO, 2021).

A LV € causada por duas espécies de Leishmania, L. donovani ou L. infantum,
dependendo da édrea geografica. L. infantum infecta principalmente criancas e individuos
imunossuprimidos, enquanto L. donovani infecta todas as faixas etarias (CHAPPUIS et al.,

2007).
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Figura 6 - Diferentes periodos de pacientes infectados por leishmaniose visceral

(b)
(a) Fase aguda; (b) Periodo de estado; (c) Periodo final

Fonte: Brasil (2014)

A prevaléncia da leishmaniose ocorre principalmente no Brasil, na Africa Oriental e na
India. Estima-se que entre 50 e 90 mil casos novos de leishmaniose visceral surjam anualmente
ao redor do mundo. No ano de 2020, mais de 90% dos registros recentes notificados a
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) originaram-se em 10 paises: Brasil, China, Etidpia,

Eritreia, India, Quénia, Somalia, Sudao do Sul, Sudio e Iémen (MSF, 2022).

Figura 7 - Numero de casos de leishmaniose visceral com maior nimero de casos, Regido das

Américas, 2001-2019
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No Brasil, considerando a estratificagdo referente ao periodo de 2017 a 2019, o tnico
municipio classificado com transmiss@do muito intensa para LV foi Eldorado dos Carajas,

localizado no estado do Pard. Outros municipios do pais, localizados nos estados de Roraima,
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Para, Tocantins, Maranhdo, Piaui, Ceara, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, foram

classificados com transmissao intensa (Figura 8).

Figura 8 - Estratifica¢do de risco da leishmaniose visceral por municipio de infec¢do. Brasil,

2017 a 2019
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2.4 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS DAS LEISHMANIOSES

No momento o controle das leishmanioses se da pelo uso de cinco medicamentos, no
qual incluem antimoniais pentavalentes, anfotericina B e sua formulacdo lipossomal,
miltefosina, paromomicina e pentamidina. Todas essas substincias possuem atividade
antileishmania, porém também estdo associadas a problemas graves, como toxicidade,
administracdo prolongada e possivel surgimento de resisténcia do parasita (TIWARI et al.,
2018).

Atualmente, hd duas formula¢Ges de antimoniais pentavalentes no mercado internacional,
o antimoniato de meglumina e o estibugluconato de sodio. Essas substancias sdo consideradas
altamente eficazes e sd@o a primeira linha de tratamento para a maioria das formas de
Leishmania. Embora tenham sido relatados em diferentes regides geograficas até 15% de
resisténcia primdria, elas permanecem como o farmaco mais toxico para a maioria das espécies

de Leishmania (UZUN, 2018).
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A anfotericina B € um antibidtico poli€nico, foi aprovado pelo US Food and Drug
Administration em 1965 devido a sua alta eficdcia no tratamento de diversas infec¢des flingicas
disseminadas, como candidiase, aspergilose e criptococose. Além disso, também possui
atividade potente contra o protozodrio parasita Leishmania.spp (ZAIONCS; KHALIL;
MAINARDES, 2017).

Embora o a anfotericina B seja um medicamento antimicético e antileishmania altamente
eficaz, seu uso € limitado devido a sua alta toxicidade, que pode causar sintomas clinicos nos
pacientes, como alteracdes cardiacas, lesdo hepdtica, nduseas, febre e nefrotoxicidade, que pode
resultar em insuficiéncia renal. Nesse sentido, novas formulagdes de anfotericina B tém sido
desenvolvidas, como lipossomas, emulsdes e nanoparticulas, que permitem a liberacdo
controlada do farmaco na corrente sanguinea, reduzindo sua toxicidade e melhorando sua
eficacia terapéutica. Embora seja recomentado pela OMS por sua alta eficdcia e seguranca, hd
um custo maior que limita o acesso do paciente ao tratamento (CHATTOPADHYAY;
JAFURULLA, 2011; OLIVEIRA et al., 2020).

Miltefosina € um andlogo de fosfolipideo sintético originalmente desenvolvido como um
agente antineoplésico. Possui uma estrutura anfifilica, permitindo-lhe atravessar a membrana
plasmatica celular. Em 2002, a miltefosina foi aprovada para uso clinico na India, sendo o
primeiro medicamento oral aprovado para o tratamento de leishmaniose visceral e cutanea. A
miltefosina tem sido usada no tratamento da leishmaniose isoladamente ou em combinag¢do com
outras drogas antileishmania. Em geral, ¢ um medicamento bem tolerado, mas ja foram
observados diversos efeitos colaterais (BRAGA, 2019).

A paromomicina € um aminoglicosideo disponivel em formulac¢des parenterais e topicas,
e a forma topica tem potencial para ser uma excelente opcdo em comparagdo com as aplicacoes
parenterais e intralesionais. No entanto, o medicamento foi considerado menos eficaz ou
ineficaz para algumas formas de LC (OZGOZTASI, 1997).

As pentamidinas fazem parte do grupo das diamidinas aromaticas, sendo uma opg¢ao para
o tratamento da leishmaniose tegumentar em regides endémicas das Américas, Asia e Africa.
Embora seja considerado um medicamento de segunda linha, seu uso como agente
leishmanicida € restrito devido aos seus efeitos adversos moderados e graves, que resultam em
sua alta toxicidade. (OLIVEIRA, 2020).

Apesar dos tratamentos serem eficazes contra as leishmanioses, ¢ bom lembrar que ndo

existe um tratamento unico considerado padrao ou ideal para cada tipo clinico. A resposta do
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tratamento vai variar conforme a espécie do parasita, dosagem aplicada, estado do paciente,
entre outros fatores ligados 4 doenca.
Abaixo (Quadro 1) estdo detalhados todos principais farmacos utilizados no tratamento

das leishmanioses.

Quadro 1 - Medicamentos convencionais para leishmaniose

Via de
Medicamente administr Dose EA Vantagem Desvantagem
acio
Cardiotoxidade, . Fa(.:ﬂ. . Duragdo prolongada
. . . . disponibilida do tratamento, dor
Antimonial IM,IVe 20 mg/kg/dia pancreatite, de (em dreas  durante a injecdo, EA
pentavalente IL por 28-30 dias nefrotoxidade, . . Jeca0,
hepatotoxidade end€micas), toxicos; resisténcia a
P baixo custo droga
0,75-1 .. oo
me/ke/dia por Toxicidade Requer hospitalizagdo
Anfotericina lgS—EO dias renal; reacdes A resisténcia para
B v diariamente 7ou relacionadas a priméria ndo  administrag@o; nefroto
alternadamente injecdo; hipocalemi é comum; xicidade; aquecer; inst
diariamente a abilidade
. Dose tinica 3-5 1 o durante a . ',M.ta . Alto
Anfotericina mg/kg/dose; o . . eficécia; bai . .
B linossomal v dose total de 10-  \miecdo; nefrotoxici < custo; necessidade de
P dade leve - infusdo IV lenta
30 mg/kg toxicidade
EA GI, toxicidade custo; p(?slsti(\)/elmente
Miltefosine Oral 100-150 rng/dla . ’renal c . Eficaz teratogénico; resisténci
por 28 dias hepética; teratogeni .
. a droga; md
cidade ;
conformidade
15 mg/dia por — . Eficécia variada de
Paramomicina (I)ll\l/lt((iLi\CIEZ) 21 dias ou 20 Toxicidade renal, Efi;?rzl;rrﬁiau acordo com a area
P mg/kg por 17 auditiva e hepdtica geogréfica; potencial
(LO) . barato P
dias para resisténcia
3 mg/kg/dia, Hiperglicemia; hipo Curso de Eficécia variada
Pentamidina M alternado tensdo; taquicardia; curta dependendo
diariamente para alteracdo duracdo das espécies
4 injecdes eletrocardiografica necessario de Leishmania

EA — Efeito adverso; LV — Leishmaniose visceral; LC — Leishmaniose cutinea; GI — Gastrointestinal; IL —

Intralesional; IM — Intramuscular; IV — Intravenoso. Fonte: Pradhan er al. (2021).

2.5 ANTIMONIATO DE MEGLUMINA

Disponivel no Brasil desde a década de 1940, o antimoniato de meglumina continua sendo
o unico medicamento Sb(V) autorizado pelo Ministério da Saude para uso no tratamento de
primeira ou segunda linha contra todas as formas de leishmaniose.

O medicamento ¢é apresentado comercialmente sob a forma de solu¢do aquosa
compreendendo complexos com a férmula estrutural mostrada na Figura 9 (FREZARD et al.,

2013).
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Figura 9 - Férmula estrutural proposta para o antimoniato de meglumina em sua forma liquida

comercial (Glucantime)

\
HON' H
OH
. ]‘?"’-ﬂ_ _I‘\.;&&( ) | o+
HO O’S?\() H,N
OH o. 9Hn
OH iy
HO /
I, OH
0 HHO
) HO
_XH, OH

Fonte: Frézard et al. (2013)

Atualmente, o antimoniato de meglumina pertence exclusivamente a Sanofi-Aventis
Farmacéutica Ltda comercializado pelo nome Glucantime® estando disponivel no SUS -
Sistema Unico de Satide (BULASMED, 2021; BRASIL, 2015).

O antimoniato de meglumina € comercializado em frascos de 5 ml, cada um contendo 1,5
g do antimoniato bruto, equivalente a 300 mg/mL, o que corresponde a 405 mg de Sb*>.
Portanto, uma ampola de 5 ml proporciona 405 mg de Sb*>, resultando em uma concentracio
de 81 mg de Sb™ por cada mililitro. Conforme orientado no manual de vigilancia da
leishmaniose tegumentar, o protocolo terapéutico para adultos e criangas varia de 10 a 20 mg
Sb(V)/kg/dia, administrados ao longo de 20 a 30 dias consecutivos, por via intravenosa (IV) ou
intramuscular (IM). O tratamento pode ser repetido conforme necessario, dependendo do estado
do paciente.

A forma de administragdo do antimoniato de meglumina representa uma grande
desvantagem, pois € angustiante para a maioria dos pacientes, principalmente criancas, causa
dor, reacdes locais e uma variedade de outros efeitos adversos em uma proporg¢ao significativa
de pacientes, fatores que provavelmente sdo responsaveis pelo alto nivel de ndo adesdo ao
tratamento (CARVALHO et al., 2019). Os efeitos colaterais tipicos incluem nduseas, vOomitos,
fraqueza e mialgia, cOlica abdominal, diarréia, erupcdes cutianeas e hepatotoxicidade,
juntamente com a cardiotoxicidade mais importante. O aparecimento de resisténcia aos
medicamentos € outro problema importante no tratamento desta doenca (BRASIL, 2017).

Diante dessas limitacdes, a OMS recomenda e apoia fortemente a pesquisa de novas

alternativas de medicamentos e novas formas de aplicacdo contra a leishmaniose.
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2.6 CURCUMINA

A Curcuma longa L., conhecida como acafrao-da-terra, € uma planta rica em substancias
com propriedades farmacoldgicas sendo amplamente utilizada ha séculos na medicina indigena
para o tratamento de uma variedade de condi¢des inflamatérias e outras doencas. Suas
propriedades medicinais tem sido atribuida aos compostos fendlicos denominados
curcumindides, dentre tais a curcumina € o principal componente (AMMON; WAHL, 1991;
JOE; VIJAYKUMAR; LOKESH, 2010).

Devido as diversas atividades bioldgicas, a curcumina (Figura 10) tem ganhado atencdo

em pesquisas em todo o mundo atraindo o interesse dos cientistas ao longo dos anos.

Figura 10 - Estrutura quimica da curcumina
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Fonte: Moghadamtousi et al. (2014)

Diversos estudos antigos e recentes que demonstram que a curcumina possui
propriedades farmacologicas, como atividade anti-inflamatéria (SATOSKAR; SHAH;
SHENQY, 1986; FERGUSON; ABBOTT; GARG, 2021), anticancerigena (KUTTAN et al.,
1985; ZHENG et al., 2021), antioxidante (TODA et al., 1985; PONTES-QUERO et al., 2021),
cicatrizagdo de feridas e efeitos antimicrobianos (SIDHU et al., 1998; NEGI et al., 1999;
SALEHI et al., 2021), sendo um assunto bastante difundido na literatura.

A curcumina também tem mostrado excelentes resultados como agente antiparasitario.
Estudos realizados com o objetivo de avaliar o efeito da curcumina na infec¢io por 7. cruzi,
agente etiologico da doenca de chagas, demonstraram que a curcumina inibiu a invasao do
parasita. O tratamento com curcumina do 7. cruzi em camundongos infectados reduziram a
parasitemia e diminuiram o parasitismo do tecido cardiaco infectado. Isso foi associado a uma
reducdo significativa na infiltracdo de macréfagos e inflamagao no coragdo e no figado; além

disso, os camundongos infectados tratados com curcumina apresentaram uma taxa de
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sobrevivéncia de 100% em contraste com a taxa de sobrevivéncia de 60% comumente
observada em camundongos infectados ndo tratados (NAGAJYOTHI et al., 2012).

A curcumina também vem demonstrando atividade contra agentes causadores de
leishmaniose de diferentes espécies desse parasita apresentando inibi¢do do crescimento. Num
estudo realizado por Saleheen et al. (2002) a curcumina foi submetida a diferentes cepas de
leishmaniose, Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania infantum. A curcumina
mostrou um IC50 médio de 5,3 microM contra promastigotas de vdrias cepas de leishmaniose,
muito menor em comparacdo com a pentamidina, que € um dos tratamentos basicos contra a
leishmaniose.

Outro estudo realizado com a curcumina e seus derivados demonstraram que houve
inibicao do crescimento para cada concentracdo dos agentes de teste. Os valores de IC50 para
curcumina, curcumina de gélio, curcumina de indio, curcumina diacetileno foram 38 pg/ml, 32
pg/ml, 26 pg/ml e 52 pg/ml, respectivamente. A curcumina india com valores de IC50 de 26
pg/ml foi mais eficaz do que outros trés agentes de teste contra Leishmania. A droga de controle
foi utilizada a anfotericina B, no qual apresentou inibicao média de 20 ug/ml (FOULADVAND;
BARAZEZ; TAHMASEBI, 2013).

Sendo assim, a curcumina e seus derivados apresentam diferentes atividades bioldgicas.
Esse conjunto de resultados estudados fazem da curcumina uma excelente substancia para o

desenvolvimento de novas alternativas no tratamento de diferentes enfermidades.

2.7 4-NITROCHALCONA

As chalconas s3o substincias flavondides abundantes em frutas, vegetais, chas,
especiarias € muitas vezes importantes na pigmentacdo das flores (BATOVSKA;
TODOROVA, 2010; MARINOV et al., 2020.

Estruturalmente, as chalconas s@o compostos aromaticos (1,3-difenil-2-propen-1-ona),
nos quais dois anéis aromadticos estdo ligados por um sistema de trés carbonos, um grupo
carbonila e um a,B-insaturado (AHMED et al., 2011).

E fato que as chalconas séo utilizadas na medicina a séculos e além disso muitas pesquisas
demonstraram que as chalconas e seus derivados possuem uma ampla variedade de

bioatividade, incluindo atividades anticancerigenas, anti-inflamatdrias, antidiabéticas,
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antitumoral, antioxidantes, antiparasitdria, antiviral, antimicrobianas, entre outras

(BATOVSKA; TODOROVA, 2010; ZHOU; XING, 2015).

Figura 11 - Estrutura basica das chalconas

Fonte: Marinov et al. (2020)

Em relagdo a 4-nitrochalcona, farmaco utilizado neste trabalho, alguns estudos foram
descritos na literatura sobre sua bioatividade. Cordeiro et al. (2021) preparou nanoparticulas de
cera de abelha encapsulando dietilditiocarbamato de s6dio e 4-nitrochalcona a fim de avaliar in
vitro sua atividade bioldgica em células de melanoma. Seus resultados demonstraram que
quando os farmacos estdo na forma livre e encapsulados separadamente o ICso menor
comparando com as nanoparticulas contendo dietilditiocarbamato de sédio e 4-nitrochalcona
demonstrando um efeito terap€utico sinergético.

Assolini et al. (2020) testaram a atividade antiparasitdria in vitro da 4-nitrochalcona livre
sobre promastigotas e da 4-nitrochalcona encapsulada em cera de abelha sobre macréfagos
infectados por L. amazonensis. De acordo com os resultados a 4-nitrochalcona livre mostrou

efeito anti-promastigota e a encapsulada mostrou efeito nos macréfagos infectados.

2.8 NANOTECNOLOGIA NO TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem sido fundamental no avango do tratamento de
doencas com foco em desenvolver novos sistemas para melhorar a entrega de agentes
terapéuticos, conhecidos como nanocarreadores. Esse campo de estudo tem sido destacado no
desenvolvimento de medicamentos inovadores por apresentar terapias mais promissoras €
melhorar as propriedades farmacocinéticas (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017).

Os sistemas de liberacdo de farmacos baseados em nanotecnologia avancaram de forma

a aumentar a eficiéncia dos medicamentos, tal como diminuir a toxicidade, melhorar a excregao,
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absorc¢do e distribuicdo dos medicamentos, além disso, € possivel direcionar os farmacos para
células especificas e controlar sua liberacao (FARAJI; WIPF, 2009).

Sendo assim, foram desenvolvidos diferentes tipos de nanocarreadores, como carreadores
lipidicos nanoestruturados, lipossomas, nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas sélidas,
niossomas, nanocdpsulas, nanoesferas metdlicas, nanoparticulas poliméricas, entre outros
sistemas estudados, tudo para desencadear uma liberacdo eficiente de drogas para o tratamento
de diversas doengas (ROATT et al., 2020).

Em se tratando da leishmaniose, nos ultimos anos os nanocarreadores foram muito
estudados para melhorar a entrega de agentes terapéuticos antileishmania. Diversas foram as
estratégias de nanocarreadores utilizadas no tratamento, em que foi demonstrado vantagens e
desvantagens (OLIVEIRA et al., 2020).

Como se sabe através das pesquisas, os parasitas de Leishmania infectam exclusivamente
as células fagocitdrias (macréfagos). Os nanocarredores carregados de drogas ao entrar no
corpo sofrem fagocitose pelos macréfagos, os quais liberam a droga agindo diretamente sobre
os parasitas. Isso permite que as drogas atinjam uma concentragdo intracelular eficaz,

juntamente com uma reduc¢do na toxicidade e dosagem da droga (ROATT et al, 2020).

Figura 12 - Representacdo esquematica da acdo de alguns tipos de nanocarreadores

empregadas em macréfagos infectados por Leishmania
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Apesar dos vdrios tipos de nanocarreadores existentes, os mais estudados contra a
leishmaniose sdo os lipossomas e as nanoparticulas poliméricas, devido a rdpida e fécil
internalizacdo por parte dos macréfagos. Os lipossomas apresentam propriedades dnicas, sao
capazes de carregar e entregar drogas hidrofébicas e hidrofilicas por funcionalizagdo de
superficie. Porém, podem apresentar algumas limitacdes, como a instabilidade e toxicidade uma
vez que o farmaco pode vazar para a corrente sanguinea (SALEEM et al, 2019).

As nanoparticulas poliméricas superam algumas limitacdes dos lipossomas oferecendo
tamanho reduzido, baixa toxicidade e custo acessivel para a liberagcdo eficiente de varios
medicamentos. Destacam-se pela capacidade de criar sistemas biodegradaveis, funcionalizar
superficies e apresentam maior estabilidade, evitando o vazamento de drogas na corrente
sanguinea, ao contrario dos lipossomas. (SALEEM et al, 2019).

A nanoemulsdo € destacada como um excelente sistema de liberacao de drogas devido a
sua preparacdo simples, capacidade de solubilizar drogas hidrofébicas e estabilidade fisico-
quimica de longa duracdo, permitindo producdo em larga escala (BILIA et al., 2014).

Outro sistema que vem se destacando sdo as nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS). As
NLS sao constituidas por lipidios s6lidos tanto na temperatura ambiente quanto na corporal.
Seu sistema tem a capacidade de preservar drogas encapsuladas contra instabilidade quimica e
fornecer padrdes de liberacdo controlada quando comparado com as nanoemulsdes. As NLS
fornecem estabilidade por um longo periodo de tempo em comparacdo com lipossomas. Com
excipientes seguros, sua ampla aplicacdo (dérmica, oral, pulmonar, intravenosa) minimiza a
citotoxicidade, diferenciando-se das nanoparticulas poliméricas (BAHARI; HAMISHEHKAR,
2016). Apesar das vantagens, hd desvantagens como crescimento de particulas, tendéncia
imprevisivel de gelificacdo, transi¢cdes polimodrficas e capacidades de incorporacdo
inerentemente baixas devido a estrutura cristalina do lipidio sélido (LOPEZ-GARCIA;
GANEM-RONDERO, 2015; NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015).

Mais tarde foi introduzido os sistemas carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN),
sistemas desenvolvidos como a segunda geracdo das NLS. Diferentemente das NLS, os CLN
consistem em uma matriz lipidica sé6lida e liquida a temperatura ambiente, visando melhorar
possiveis limitacOes das NLS. Esses sistemas aprimoram a estabilidade, capacidade de carga e
previnem a expulsao da droga armazenada nas nanoparticulas, uma desvantagem observada nas
NLS (NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015; COLA et al., 2016).

No Quadro 2 apresenta alguns estudos que abordam o tratamento da leishmaniose com
base na nanotecnologia utilizando os principais sistemas carreadores com os agentes

terapéuticos utilizados nesse estudo.
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Quadro 2 - Alguns estudos utilizando nanoparticulas no tratamento da leishmaniose com a curcumina, antimoniato de meglumina e 4-nitrochalcona

Farmaco

Objetivo

Resultados principais

Referéncia

Antimoniato
Meglumina

de

Preparar nanoparticulas poliméricas de
poliprolactona contendo AM para o
tratamento da leishmaniose

O tamanho das nanoparticulas ficou entre 150 e 200 nm. Testes foram feitos em
camundongos BALB/c infectados ou ndo com L. amazonensis e L. infantum. Para L.
amazonensis os resultados mostraram baixa capta¢do pela lesdo indicando melhor
eficacia para L. infatum, no entanto uma aplicacao mais adequada do que a injecao retro-
orbital poderia melhorar a eficiéncia, como uma formulacao tépica.

Souza-Batista

et al. (2019

Antimoniato
Meglumina

de

Desenvolver e caracterizar
nanocarreadores coloidais poliméricos
de maltodextrina para tratamento tépico
de LC.

Apresentaram alta EE (87 a 92%), Dp entre 245,8 e 272,3 nm e relativamente baixo PdI
(0,163 2 0,195). Teste feitos em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis.
A aplicacdo topica dos nanocarreadores coloidais poliméricos apresentaram eficiéncia
semelhante a injecdo do medicamento de referéncia (Glucantime®). As doses utilizadas
foram 20 mg/Kg/dia para o Glucantime e 100 puL da suspensdo do nanocarreador na area
da infec¢@o sendo uma vez por semana durante cinco semanas.

Horoiwa et al.

(2020)

Antimoniato
Meglumina

de

Preparar uma formulagdo tdpica
lipossomal de  antimoniato  de
meglumina com e sem 4cido oleico e
avaliar os efeitos terapéuticos em
camundongos BALB/c infectados por
Leishmania major

Os lipossomas tiveram EE de 55%, tamanho médio entre 100 nm com PdI de 0,392 a
0,383. Nos estudos in vitro a dose efetiva de 50% do lipossoma de antimoniato com e
sem 4cido oleico contra amastigotas de L. major foi de 46,36 e 41,01 pg/ml
respectivamente. Nos testes in vivo os resultados mostraram que o tamanho da lesdo
ficou significativamente menor em comparacao aos grupos de controle que receberam
lipossomas vazios.

Kalat et al.
(2014)

Antimoniato
Meglumina

de

Foi desenvolvido lipossomas de MA
encapsulada em fosfatidilserina e
analisado a atividade antileishmania in
vitro, propriedades fisico-quimicas e
perfil farmacocinético em camundongo

A formulacdo lipossomal tinha um didmetro interno médio de 114 nm e uma alta
estabilidade no plasma e EE de 14,7% em média. A formulagao foi 23 vezes mais eficaz
in vitro contra macréfagos infectados por Leishmania infantum do que a droga livre,
apresentando IC50 de 2,65 ug/mL e 60,28 pug/mL, respectivamente.

Borborema et

al. (2018).

Antimoniato
Meglumina

de

Avaliar a atividade do antimoniato de
meglumina encapsulado em lipossomas
de estearilamina contra a leishmaniose
cutanea

O tamanho dos lipossomas ficou entre 139 e 760 nm com PdI entre 0,25 e 0,72, os
valores variaram devido ao aumento da concentragdo da estearilamina. A EE variou
entre 43 e 51%. Os resultados dos ensaios de promastigotas e amastigotas de L. major
mostraram toxicidade significativamente aumentada nos lipossomas contendo AM e SA
em comparacao com lipossoma somente com AM. No modelo de camundongos BALB/c
de leishmaniose cutinea, os grupos lipossomais exibiram tamanho de lesdo
significativamente menor em comparagdo aos grupos controle

Moosavian;
Fallah:; Jaafari

(2019)
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Antimoniato de
Meglumina

Desenvolver e caracterizar
nanocépsulas de poli-1 -lactideo (PLA)
de nicleo aquoso contendo AM com o
objetivo de aumentar a eficicia
farmacolégica do composto ativo

Os sistemas poliméricos apresentaram didmetro médio de 300 nm. As nanocdpsulas de
PLA carregadas com AM mostraram uma grande atividade antileishmania em
camundongos infectados com L. infantum em relacdo ao farmaco livre, favorecendo a
diminui¢do dos tempos de administracdo, ambos sendo aplicados na concentracdo de 20
mg/kg.

Cosco et al

(2021)

Antimoniato de

Encapsular o AM na albumina como
carreador de drogas e avaliar o efeito

A citotoxicidade e a inibicdo de drogas foram avaliadas em macréfagos J774 e
promastigotas de L. major. A maior atividade antileishmania foi observada nas

Barazesh et al.

Meglumina antileishmania das  nanoparticulas nanoparticulas preparadas com glutaraldeido (10 pl/ml) com IC50 de 8,35 ug/mL. Além (2018)
preparadas disso, essa formulacao apresentou melhor condi¢do em termos de morfologia e tamanho.
F 1 timi ticulas d . . oo - . .
ormutar e otmizar RANOPArteulas €¢ - q . manho das nanoparticulas foi 215 nm, indice de polidispersidade 0,381, potencial
quitosana manosilada de curcumina A ~ - . Chaubey:
. o . zeta de + 24,37 mV e eficiéncia de encasulacdo de 82,12%. O estudo de captagdo in vivo .
Curcumina direcionadas a macrofagos para . .. . . ) . Patel; Mishra
. a L indicou que a endocitose ocorreu efetivamente dentro dos macréfagos do sistema
melhorar seu potencial terap€utico no . . (2014)
. . . reticuloendotelial.
tratamento da leishmaniose visceral
O tamanho médio e a carga das nanoparticulas de curcumina foram de 182,3 nme -12,7
Sintetizar, caracterizar e avaliar a =+ 0,141 mV, respectivamente, e o Pdl foi de 0,281. A EE foi de 93,27%. Nos testes in
eficicia  antileishmania de uma vitro as NP de curcumina exibiram IC50 de 1,34 e 1,61 pg/ml para promastigotas e Tiwari et al
Curcumina formulacdo de curcumina encapsulada amastigotas, respectivamente. Combinando os farmacos houve efeito sinergético. A 2017 -
em polimero e curcumina combinada curcumina encapsulada sozinha exibiu 71% de inibi¢do da carga parasitdria, enquanto a L7
com miltefosina miltefosina mostrou 55% e a combinagdo (nanocurcumina e miltefosina) mostraram
85% de inibi¢ao parasitdria.
Formular e avaliar sistemas de . ~ . o .
ormu v g Foram desenvolvidas duas formulacdes e ambas apresentaram potencial antileishmania,
liberacdo de drogas autoemulsificantes ~ o .
. . a formulagdo A exibiu IC50 de 0,13 pg/ml e 0,25 pg/ml contra promastigota e Khan et al.
Curcumina carregados com  curcumina  para . . ~
Lo . . - amastigota, respectivamente, enquanto os valores de IC50 da formulacdo B foram 0,18 (2018)
aplicacdo tépica em leishmaniose . . .
A A pg/ml e 0,27 ug/ml contra promastigota e amastigota, respectivamente.
cutanea e mucocutanea
A curcumina foi carregada com sucesso em nanolipossomas com uma eficiéncia de
encapsulamento de 92%. A carga superficial da nanoparticula era neutra e o tamanho da
Curcumina Sintetizar e caracterizar lipossomas nanoparticula era de 176,5 nm. A concentragdo inibitéria de curcumina nanolipossomal Bafghi et al

contendo curcumina contra L. major

(IC50) nas horas 24, 48 e 72 foi de 6,41, 3,8 e 2,33 ug/mL, respectivamente. A
curcumina nanolipossomal preparada mostrou um efeito antileishmania significativo e
induziu um efeito melhor e mais tangivel na sobrevivéncia de promastigotas de L. major.

(2021
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Curcumina

Sintetizar carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLNs) carregados
com curcumina para o tratamento da
leishmaniose cutanea

Os CLNs preparados foram caracterizados quanto ao tamanho de particula (312 + 1,89
nm), eficiéncia de encapsulamento (88 + 2,45%), potencial zeta (—38 + 0,93 mV) ¢
Indice de polidispersidade (0,305 = 0,17). Os testes in vitro das CLNs contra
promastigotas e células semelhantes a amastigotas axénicas (AALCs) demonstrou IC50
de 105ug/ml e 190ug/ml, respectivamente, em comparagdo com a solucio de curcumina
simples, com valores IC50 de 165pg/ml e 243pg/ml contra promastigotas e AALCs,
respectivamente. Os resultados sugeriram que a aplicacdo topica de NLCs carregados
com drogas pode levar a entrega direcionada de drogas antileishmania ao local de a¢ao,
ou seja, macréfagos infectados que residem em camadas mais profundas da pele.

Riaz et al

(2019)

Curcumina

Sinterizar e otimizar noparticulas de
quitosana funcionalizadas com manose
carregadas de curcumina (Cur-MCN)
que superam as limitagdes das drogas
para atingir os locais intracelulares e
estabelecer seu potencial terapéutico na
leishmaniose visceral

A atividade antileishmania in vivo em hamsters mostrou uma supressao
significativamente maior da replicacdo do parasita no bagco com Cur-MCN do que
nanoparticulas de quitosana ndo conjugadas. O estudo de citotoxicidade in vitro contra
a linhagem celular testada demonstrou sua ndo toxicidade comparativa em relacdo as
células macrofagicas. O potencial de Cur-MCN também foi confirmado pela
citotoxicidade minima observada nos estudos in vivo

Chaubey et al.
(2018)

4-nitrochalcona

Avaliar a atividade in vitro da 4-
nitrochalcona livre e encapsulada em
promastigotas e macréfagos infectados
investigando os possiveis mecanismos
de acdo possivelmente envolvidos

Os resultados demonstraram que a 4-nitrochalcona causa alteracdes morfoldgicas e
bioquimicas em promastigotas de L. amazonensis, levando a morte por mecanismo de
apoptose. A 4-nitrochalcona encapsulada foi capaz de ativar o mecanismos dos
macréfagos para reduzir amastigotas intracelulares, aumentando mediadores pré-
inflamatérios e mediadores microbicidas. Além disso, o farmaco encapsuldo reduziu os
efeitos toxicos do farmaco livre em macréfagos murinos e melhorou significativamente
o indice de seletividade in vitro

Assolini et al.

(2020)

4-nitrochalcona

Encapsular simultaneamente
dietilditiocarbamato de sédio (DETC) e
4-nitrochalcona (4NCO), em
nanoparticulas de cera de abelha (BNs)
a fim de avaliar a atividade sinérgica in
vitro contra células de melanoma
(B16F10)

A técnica de dupla emulsdo mostrou-se eficaz para o encapsulamento simultaneo de
DETC e 4NC com eficiéncias de 86,2% e 98,7%. DETC e 4NC carregados em BNs
exibiram uma maior citotoxicidade para células B16F10 do que 4NC e DETC livres.
Este encapsulamento simultidneo levou a um efeito sinérgico de DETC e 4NC nas células
B16F10, diminuindo a viabilidade celular de 46% (DETC BNs) e 54% (4NC BNs) para
64% (DETC+4NC BNs). Esta combinagdo demonstrou ser capaz de gerar um efeito
terapéutico sinérgico in vitro em células B16F10.

Cordeiro et

al. (2021

Fonte: Autor (2024)
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2.9 CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS VIA DUPLA EMULSAO

Atualmente os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) vem sendo desenvolvidos
como uma alternativa as nanoparticulas poliméricas, lipossomas e emulsdes. Além disso, os
carreadores lipidicos nanoestruturados sdo os transportadores lipidicos da segunda geracdo
desenvolvidos para superar os problemas associados as nanoparticulas lipidicas sélidas
(SALVI; PAWAR, 2019).

Devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade, facilidade de preparagdo e aumento
de escala e alta estabilidade, os CLNs tém sido explorados em intmeras abordagens
terap€uticas. Para preparar os CLN existe diversas técnicas relatadas na literatura, que inclui
homogeneizacdo de alta pressdo, microemulsdo, sonicacdo de sonda, difusdo de solvente,
emulsificacdo-evaporagdo de solvente, injecdo de solvente, inversdao de fase e dupla emulsdo
(GOMAA et al., 2021). Apesar dos diferentes métodos serd apresentado a descri¢do detalhada
do método de dupla emulsdo que € técnica utilizado nesse trabalho.

Comumente as emulsdes duplas podem ser classificadas em dois tipos: emulsdes
agua/dleo/agua (A/O/A) e emulsdes 6leo/agua/dleo (O/A/O). Porém, as emulsdes A/O/A sdo
as mais utilizadas no campo farmacéutico (QI; WANG; ZHU, 2010).

O método consiste em primeiramente dissolver o farmaco hidrofilico em solvente aquoso
(fase aquosa interna), e em seguida dispersar na fase lipidica (lipidio fundido + lipidio liquido
+ tensoativo lipofilico) para produzir a emulsdo primério, emulsdo A/O. Em seguida, a emulsao
primdria € dispersa em um grande volume de solucdo aquosa de surfactante seguida de
sonicagdo para formar uma emulsdo dupla (A/O/A). As nanoparticulas lipidicas sdo entdo

purificadas por ultrafiltracdo ou evaporagdo do solvente (CHAUHAN et al., 2020).

Figura 13 - Esquema de preparagdo da dupla emulsdo (A/O/A)

A Composto bicative hidrofilico
A Composto bicative lipofilico
@ Surfactante hidrofilico
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Agua +oleo + Emulsdo A/Q

Agua 50 A/O/,
surfactante lipofilico Surfactante hidrofitico B0

Fonte: Adaptado de Rao; Geckeler (2011) e Salvia-Trujillo et al. (2018)
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Resumidamente, temos na emulsdao dupla goticulas de 4gua dentro da fase oleosa sendo
a fase oleosa estabilizada pelo surfactante hidrofilico (alto HLB, hydrophilic lipophilic balance)
e a fase aquosa pelo surfactante lipofilico (baixo HLB). A estrutura originada na emulsao dupla
apresenta vantagens de encapsular compostos hidrofilicos e hidrofébicos simultaneamente,
onde os compostos hidrofilicos ficam na fase aquosa interna e os lipofilicos na fase oleosa

(SALVIA-TRUJILLO et al., 2018).

2.10 NANOPARTICULAS POLIMERICAS VIA TIOL-ENO

As polimerizacdes tiol-eno sdo reagdes quimicas que ocorrem via radicais livres. Muitas
vezes as polimerizagdes tiol-eno sdo consideradas uma reagdo do tipo “click”, pois podem ser
realizadas em condi¢des suaves e normalmente fornecem alto rendimento e geragdo de
subprodutos inofensivos (MACHADO; SAYER; ARAUJO, 2017). Além disso, os polimeros
desenvolvidos por esta reacdo tnica demonstram excelente desempenho, incluindo menor
encolhimento e estrutura de reticulacdo uniforme (XUE et al., 2021).

Geralmente, a reagdo tiol-eno s@o induzidas fotoquimicamente. Sob tais condi¢des, ela
prossegue por meio de um processo tipico em cadeia com etapas de inicia¢do, propagagao e

terminacdo (Figura 14).

Figura 14 - Mecanismo de polimerizacdo de crescimento em etapas de tiol-eno
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Fonte: Machado; Sayer; Aratijo (2017)
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A iniciac¢do envolve o tratamento de um tiol com fotoiniciador, sob irradiagdo, resultando
na formac¢do de um radical tiil, porém a simples energia térmica também pode gerar radicais
tiil. A propagacao € um processo de duas etapas envolvendo primeiro a adi¢cdo direta do radical
tiil a ligacdo dupla do grupo eno produzindo um radical intermedidrio no carbono central da
cadeia seguido pela transferéncia da cadeia para uma segunda molécula de tiol para dar o
produto de adi¢do tiol-eno com a geragdo concomitante de um novo radical tiil reiniciando o
ciclo. Possiveis reagdes de terminac¢do envolvem processos tipicos de acoplamento radical-
radical (LOWE, 2010).

Devido as suas multiplas vantagens, a polimeriza¢ao do tiol-eno vem ganhando grande
importancia no campo cientifico e tecnoldgico com interesse crescente no desenvolvimento de
biomateriais visando aplicacdes em sistemas de administracdo de farmacos, engenharia de
tecidos e para tratar de questdes ambientais devido as suas caracteristicas ndo toxicos,
biodegradabilidade e propriedades adesivas (ORTIZ et al., 2009).

Nesse contexto sdo relatados na literatura diversas contribuicdes apresentando a
polimerizacdo tiol-eno como uma ferramenta na sintese de micro e nanoparticulas poliméricas
como alternativa em sistemas de liberacdo de farmacos.

Zou et al. (2011) obtiveram nanoparticulas e nanocdpsulas biodegradaveis por reticulagdo
de tiol-eno induzida por UV de polimeros precursores a base de polilactideo (PLA) pré-
montados em miniemulsdes transparentes. As nanoparticulas apresentaram alto potencial de
aplicabilidade como biomaterial devido ao seu rdpido comportamento de degradacao
confirmando a biocompatibilidade das nanoparticulas.

Amato et al. (2015) também realizaram a sintese de nanoparticulas via fotopolimerizacao
tiol-eno em miniemulsdo usando homogeneizacdo de alta pressdo. No trabalho os autores
avaliaram os efeitos na formulacdo conforme diferentes pardmetros. Como resultado foram
obtidas nanoparticulas com tamanho médio de 46 nm, além do esfor¢co em demonstrar o
potencial do uso das nanoparticulas via polimerizacdo tiol-eno, os autores exploraram o
mecanismo radical de crescimento gradual da fotopolimerizagao de tiol-eno sob condi¢des nao
estequiométricas para fabricar nanoparticulas funcionais que expressam excesso de tiol ou
alceno na superficie da particula.

Machado et al. (2017) realizaram a sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de
poli(tioéter-éster) via polimeriza¢do em miniemulsdo de tiol-eno usando um mondmero a,®-
dieno-diéster de base bioldgica, chamado dianidro- d -glicitil diundec-10-enoato. A cumarina
foi encapsulada nas nanoparticulas poliméricas com alta eficiéncia, no foi feito aplicacao

biomédica das nanoparticulas as quais apresentaram biocompatibilidade em células de



48

fibroblastos murinos (L.929) e de cancer de célon uterino sugerindo potencial uso no tratamento

do cancer de cdlon uterino.
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CAPITULO 3

3 DESENVOLVIMENTO E EVALIACAO IN VITRO DE NANOPARTICULAS DE
CERA DE ABELHA CONTENDO ANTIMONIATO DE MEGLUMINA, CURCUMINA
E 4-NITROCHALCONA EM PROMASTIGOTAS DE L. INFANTUM E L.
AMAZONENSIS

3.1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenga parasitaria transmitida pela picada de flebotomineos fémeas
infectadas, causadas por diferentes espécies de protozodrios do género Leishmania
(STEVERDIN, 2017). Classificada como uma das doencas tropicais mais importante, ela
representa um grave problema de saide mundial conforme descrito pela Organizacao Mundial
da Satude (OMS).

A leishmaniose pode assumir diferentes formas clinica, como leishmaniose cutinea,
cutanea difusa, mucocutanea e visceral. A leishmaniose cutinea e a visceral sdo as duas formas
principais. Embora a visceral seja mais grave, a cutanea € a que mais prevalece no mundo. A
leishmaniose cutianea produz tulceras na pele em partes do corpo, como brago, pernas e rosto
deixando o paciente com cicatrizes permanentes, ja a visceral afeta os 6rgdos internos causando
inchaco no baco, figado, além de outras complicacdes (IRSHAD; KHALID, 2022).

Na regido das Américas, entre 2001 a 2019, 1.028.054 casos de leishmaniose cutinea
(LC) foram notificados a OPAS (Organizacdo Pan-Americana da Sadde), enquanto a visceral
foi registrada 65.934 casos, o que representa um importante problema de saude publica.

Atualmente o tratamento da leishmaniose representa um grande desafio, pois os
medicamentos usualmente disponiveis como antimoniais pentavalente, anfotericina B,
miltefosine, paramomicina e pentamidina apresentam eficiéncia variada, além disso, também
estdo associadas a problemas graves como toxicidade, alta dosagem e possivel resisténcia do
parasita. Entretanto, € bom lembrar que ndo existe um tratamento padrdo, o tratamento vai
depender da espécie do parasita, estado do paciente, entre outros fatores (SUNDAR;

CHAKRAVARTY, 2015; TIWARI et al., 2018).
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Diante desse contexto, com o objetivo de reduzir as limitacdes dos medicamentos,
pesquisas tem se concentrado em procurar novas alternativas ou melhorar os medicamentos ja
existentes para o tratamento da leishmaniose.

A nanotecnologia é uma ferramenta inovadora na entrega de medicamentos, com diversos
nanocarreadores que oferecem beneficios como eficiéncia no tratamento, direcionamento a
alvos especificos, controle da liberacao e redu¢do da toxicidade (RAMOS et al., 2020).

O sistema de carreador lipidico nanoestruturado tem sido amplamente estudado e vem
ganhando espago como sistemas carreadores. Esse tipo de sistema é baseado em uma matriz
lipidica natural sélida e liquida, a temperatura ambiente e corporal. A cera de abelha é um
lipidio natural que vem sendo utilizado para o desenvolvimento de diversos sistemas de
liberacdo de farmacos na drea farmacéutica, mas pouca aten¢do tem sido dada a sua aplicacao
sendo que pode ser um material com potencial em aplicacdes farmacéuticas e cosméticas, pois
possuem vantagens como sistemas de liberacdao de drogas devido as suas propriedades fisicas,
biodegradabilidade, biocompatibilidade da pele e atividade antimicrobiana (SOUZA;
FREITAS; CAMPOS, 2017; CORDEIRO et al., 2021.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar o efeito de
nanoparticulas a base de cera de abelha em espécies de L. amazonensis e L. infantum na forma
promastigota. As nanoparticulas lipidicas foram desenvolvidas pelo método de dupla emulsdo
(4gua/dleo/dgua), encapsulando antimoniato de meglumina, curcumina e 4-nitrochalcona. Além
disso, as nanoparticulas foram caracterizadas e avaliadas quanto ao seu efeito citotoxico in

vitro.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Materiais

A cera de abelha branca (GM Ceras, Brasil) foi obtida da Chemical Alpha e o 4cido
caprilico (Crodamol GTCC, Alpha Quimica, Brasil) da Croda Brasil, ambas substancias
utilizadas como matriz lipidica. Lecitina de soja (Alfa Aesar, Alemanha) e monooleato de
polioxietileno-20-sorbitano (Tween 80, Vetec, Brasil) foram utilizados como surfactantes.
Antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda) foi utilizado
como farmaco hidrofilico. A curcumina (Neon) e a 4-nitrochalcona (Sigma-Aldrich) foram

utilizadas como farmacos lipofilico.
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3.2.2 Encapsulamento do antimoniato de meglumina, curcumina e 4-nitrochalcona

Foram desenvolvidas seis formulacdes de nanoparticulas utilizando a técnica de emulsdo
dupla A/O/A, seguindo metodologias previamente estabelecidas em estudos anteriores
conduzidos por nosso grupo de pesquisa (CORDEIRO et al., 2021; MAZUR et al., 2019). A
primeira formulagao consistiu em nanoparticulas brancas, sem a presenca de antimoniato de
meglumina, curcumina ou 4-nitrochalcona. A preparacio das nanoparticulas estd ilustrada na

Figura 15 e descrita logo abaixo.

Figura 15 — Etapas da preparacdo das nanoparticulas lipidicas s6lidas branco

o 0,4 mL
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A — Primeira emulsdo (A/O); B — Segunda emulsdo (A/O/A); C — Separagdo das nanoparticulas.

Fonte: Autor (2024)
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A metodologia se dividiu em trés etapas, emulsdo A/O, emulsdao A/O/A e separacdo das
nanoparticulas. Para preparacdo da emulsdo A/O foi preparado a fase lipidica fundindo 450 mg
de cera de abelha a 70°C, juntamente com 45 mg de lecitina de soja e 0,42 mL de crodamol sob
agitacdo magnética por 2 minutos.

Como fase aquosa interna foi utilizada 0,4 mL de 4gua a fase lipidica sob agitacdo
magnética a 50 rpm, sendo mantida essa agitacdo por mais 5 minutos. A mistura resultante foi
submetida a ultrassom (modelo 500 Sonic Dismembrator, Fisher Scientific) por 15 segundos a
uma amplitude de 45%, formando assim a primeira emulsdao A/O. Em seguida, 9 mL da fase
aquosa externa, composta por uma solucdo de Tween 80 (9 mg/mL), foram introduzidos na
emulsdo A/O, sendo agitados a 400 rpm por 10 minutos a 70°C. A emulsdo inicial foi
novamente submetida a ultrassom por 1 minuto (15 segundos ligado, 10 segundos desligado) a
uma amplitude de 70%, originando a emulsdo dupla A/O/A. Por fim, a emulsdo dupla foi
transferida a 35 mL de 4gua destilada a 7°C, sob agitacdo magnética a 400 rpm por 5 minutos,
promovendo o rdpido resfriamento das nanoparticulas lipidicas. Como resultado, obteve-se
aproximadamente 45 mL da emulsao diluida.

Com pequenas alteragdes e seguindo o mesmo procedimento na preparagdo das
nanoparticulas branca, foram preparadas nanoparticulas com adicdo de antimoniato de
meglumina, curcumina, 4-nitrochalcona e a mistura das substancias. Nas formulac¢des contendo
antimoniato de meglumina, no lugar da dgua na fase aquosa interna foi utilizado uma solucao
aquosa de antimoniato de meglumina (300 mg/mL), e nas formulagdes contendo a curcumina e
4-nitrochalcona, no lugar do crodamol puro foram preparadas solucdes de curcumina e 4-
nitrochalcona em crodamol (50 mg/mL e 10 mg/mL, respectivamente).

Ap6s o preparo final da emulsdo, as mesmas foram centrifugadas (MiniSpin, Eppendorf,
Alemanha) a 10000 rpm por 30 minutos afim de promover a separagdo das nanoparticulas no
meio aquoso, o liquido foi removido com o auxilio de uma seringa, transferido para outro
eppendorf e centrifugado novamente sob as mesmas condi¢des. As nanoparticulas foram
separadas do meio aquoso seguindo o mesmo procedimento anterior e dispersas em solucao
aquosa de D-(+)-Trealose a 10%, congeladas a -80°C por 48 horas e liofilizadas (L.101, Liotop,

Brasil) por 48 horas. Na Tabela 1 sdo apresentadas as formulacdes preparadas.



62

Tabela 1 - Formulagdes preparadas pelo método de dupla emulsao A/O/A

Fase
. s Fase aquosa
Fase lipidica . aquosa
interna
Formulacao externa
Sol. CUR  Sol. 4NC Sol. AM Sol. T80
CA LS CRO 50 (10 (300 AD (9m.g/mL)
mg/mL) mg/mL) mg/mL)
NP BRANCO 44 04 4,1 - - - 3.9 87,2
NP AM 44 04 4,1 - - 3.9 - 87,2
NP CUR 44 04 - 4,1 - - 3.9 87,2
NP 4NC 44 04 - 4,1 3.9 87,2
NPAM+CUR 44 04 - 4,1 - 3.9 - 87,2
NPAM+4NC 44 04 - - 4,1 3.9 - 87,2

Valores expresso em porcentagem da emulsdao A/O/A m/m (%); CA: Cera de abelha; LS: Lecitina de soja; CRO:
Crodamol; Sol.: Solugdo; T80: Tween 80; AD: Agua destilada; AM: Antimoniato de meglumina; CUR:

3.2.3 Diametro médio

Curcumina; 4NC: 4-nitrochalcona. Fonte: Autor (2024)

O tamanho médio em intensidade das nanoparticulas foi determinado no Laboratério de

Controle e Processos de Polimerizagdao (LCP) na Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSC) através da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) utilizando o equipamento

Zetasizer Nano S da Malvern Instruments®, U.K. Foram preparadas amostras de 0,5 mL da

emulsdo final, as quais foram subsequentemente diluidas em 1,5 mL de 4gua destilada. Todas

as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em termos de Dp e

PdI, que indicam, respectivamente, o tamanho médio das nanoparticulas e o indice de

polidispersdo.

3.2.4 Potencial zeta

O potencial zeta oferece informacdes sobre a estabilidade das nanoparticulas,

considerando as cargas em sua superficie. As andlises foram conduzidas em triplicata no

Laboratério Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN) na

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) utilizando o Zetasizer Nano ZS da Malvern

Instruments®, Reino Unido, através da técnica de espalhamento eletroforético de luz (ELS).
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Amostras de 0,5 mL em pH 7 da emulsao final foram preparadas e, posteriormente, diluidas em

1,5 mL de dgua destilada para as anélises.

3.2.5 Curva de calibracao da curcumina e 4-nitrochalcona

Para determinar a concentra¢do de curcumina e 4-nitrochalcona e avaliar a efici€éncia de
encapsulacdo, elaboraram-se curvas de calibragao no Laboratério de Controle e Processos de
Polimerizacdo (LCP) na Universidade Federal de Santa Catarian (UFSC). Solucdes padrao,
contendo concentragdes conhecidas de curcumina e 4-nitrochalcona, foram preparadas e
analisadas em um intervalo de comprimento de onda de 190 a 500 nm. A absorbancia mdxima
da curcumina ocorre em 425 nm, enquanto a da 4-nitrochalcona a 324 nm. Metanol foi utilizado
para dilui¢des da curcumina, e dgua destilada foi empregada para a 4-nitrochalcona.

As andlises, realizadas em triplicata, foram médias desses pontos usando um
espectrofotometro UV-Vis (Hitachi, U-1900). Apds a andlise, a curva de calibragdo foi gerada,
relacionando concentragdes (ug/mL) no eixo x com valores de absorbincia no eixo y. A
linearidade foi estabelecida por meio de regressao linear, e a qualidade do ajuste do modelo foi

avaliada através da analise de variancia.

3.2.6 Eficiéncia de encapsulacio do antimoniato de meglumina, curcumina e 4-

nitrochalcona

A eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas contendo curcumina, antimoniato de
meglumina, 4-nitrochalcona e a mistura das substancias foi quantificada em relacdo aos
farmacos nao encapsulados. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

As andlises da eficiéncia da curcumina e 4-nitrochalcona foram feitas no Laboratério de
Controle e Processos de Polimerizagao (LCP) na Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Todas as nanoparticulas na emulsao final foram centrifugadas (MiniSpin, Eppendorf,
Alemanha) utilizando filtro de Limite de Peso Molecular Nominal de 100 kDa (Amicon® Ultra,
Millipore). Aliquotas de 0,5 mL das amostras foram adicionadas nos filtros e centrifugadas a
10000 rpm por 30 minutos.

O filtrado das nanoparticulas que continham curcumina foram diluidas em 1,5 mL de
metanol e os que continham 4-nitrochalcona foram diluidos em 1,5 mL de 4dgua destilada e
quantificados por espectroscopia UV/Vis a 425 nm e 324 nm respectivamente, usando um

espectrofotometro Hitachi (U-1900). A concentragdo da curcumina e 4-nitrochalcona foi
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calculada utilizando as curvas de calibracdo previamente preparada e a efici€éncia de

encapsulacdo (EE) calculada utilizando a Equacdo 1,

EE(%) = (Clc;cz) 100  (Eq 1)

1

onde C; € a concentragao total do farmaco na emulsao A/O/A no final do processo e Cz é
a concentracao do farmaco livre no filtrado.

Para a quantificagdo do antimoniato de meglumina ndo encapsulado, a amostra filtrada
foi adiciona em uma solu¢do de 4cido nitrico e aquecida até secar. Essa etapa foi repetida até a
completa digestdo do material organico. O produto seco final foi redissolvido em uma mistura
de 1:1 de 4cido cloridrico concentrado e dgua e fervido por 1 h (FREZARD et al., 2000). No
final a concentragdo de antimonio foi determina num espectrometro de absor¢do atomica Perkin
Elmer modelo PINAACLE 900T em forno de grafite localizado na Central de Anélises no

Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
3.2.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros de absor¢do das nanoparticulas lipidicas sdlidas liofilizadas foram obtidos
utilizando um espectrofotometro Shimadzu (IRPrestige21) pelo método convencional de
pastilha de KBr. As amostras foram moidas e comprimidas com KBr anidra obtendo-se a
pastilha. A faixa de varredura foi de 400-4000 cm™! e a resolucdo de 4 cm™!. As andlises foram
feitas na Central de Anélises no Departamento de Engenharia Quimica do Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia Quimica (PosENQ) da Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSQO).
3.2.8 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A avaliacido da morfologia das nanoparticulas foi conduzida utilizando um microscépio
eletronico de transmissao modelo JEM-1011 operando a 100 kV localizado no Laboratério

Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Para a preparagdo da amostra, a emulsdo final foi diluida até atingir uma concentracdo de
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sOlidos de 0,5%. Posteriormente, uma gota da amostra foi aplicada sobre uma grade revestida
de carbono e deixada secar por 24 horas. Em seguida, a grade foi submetida a um processo de

revestimento com carbono antes da realizacao da andlise.

3.2.9 Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A andlise das amostras de cera de abelha pura e nanoparticulas de cera de abelha foram
conduzidas através da calorimetria exploratoria diferencial (DSC) utilizando o modelo JADE
da Perkin Elmer. O equipamento operou em condi¢des de atmosfera inerte (N2, 20 mL/min) em
uma faixa de temperatura que variou de -30 a 150°C, com uma taxa de aquecimento de
10°C/min. As andlises foram feitas na Central de Andlises no Departamento de Engenharia
Quimica do Programa de P6s-Graduacao em Engenharia Quimica (PosENQ) da Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.2.10 Analise termogravimétrica (TGA)

Foram realizadas andlises termogravimétricas (TGA) no Laboratério de Controle e
Processos de Polimeriza¢do (LCP) na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) para
caracterizar amostras de cera de abelha pura e nanoparticulas de cera de abelha, utilizando o
equipamento STA 449 F3 Jupiter da NETZSCH. As amostras foram colocadas em uma panela
de platina e submetidas a anélise em uma faixa de temperatura de 25 a 600 °C, com uma taxa

de aquecimento de 10 °C/min e uma vazao de 60 mL/min, sob atmosfera de nitrogénio.

3.2.11 Analise da atividade leishmanicida in vitro nas formas L. amazonensis e L. infantum

3.2.11.1 Manutenc¢do das formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum

As  formas  promastigotas da  Leishmania  (Leishmania)  amazonensis
((MHOMY/BR/Josefa) e Leishmania (Viannia) infantum (MCAN/BR/97/p142) provenientes da
Universidade Estadual de Maringd, foram cultivadas em um meio de cultura composto por 199
(GIBCO Invitrogen, EUA), ao qual foram adicionados 10% de soro bovino fetal (SBF) (GIBCO
Invitrogen, EUA), uma solu¢do de HEPES 1M, 1% de urina humana, 1% de L-glutamina,
estreptomicina e penicilina (GIBCO, Invitrogen) e 10% de bicarbonato de s6dio. As culturas

celulares foram incubadas na estufa B.O.D a 25° C, usando frascos de cultura de 25 cm?. Para
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todos os experimentos, promastigotas na fase de crescimento estaciondria (cultura de 5 dias)

foram utilizadas.

3.2.11.2 Viabilidade das formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum por

AlamarBlue®

A viabilidade das formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum foi mensurada
pelo método fluorimétrico AlamarBlue® no Laboratério de Imunoparasitologia de Doengas
Negligenciadas e Cancer da Universidade de Londrina (UEL). Esse método detecta a atividade
metabolica de células através da reducdo da resazurina (7-hidroxi-3 H-fenoxazina-3-ona 10-
0x1do) a resorufina (forma reduzida) por enzimas mitocondriais (Zachari et al., 2013). Formas
promastigotas de L. infantum (106 parasitos/mL) foram tratadas com concentragdes de 20, 30
e 40 uM e as formas promastigotas de L. amazonensis (10° parasitos/mL) foram tratadas com
concentracoes de 25, 50 e 100 uM com a CUR livre, 4NC livre e as nanoparticulas produzidas.
O tratamento foi feito em placas de 96 pogos e incubadas por 24 h em estufa B.O.D 25° C.
Como controle negativo, utilizou-se promastigotas mantidas em cultura sem tratamento (meio
199), como controle positivo utilizou-se antimoniato de meglumina e nanoparticula branco na
concentracdo de 100 uM. Em seguida foi adicionado 1 pL de AlamarBlue (2000 uM) e
incubado por 2 h. Ao final, a placa foi lida em espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan,
USA) a 570 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de viabilidade em
comparacdo com o grupo controle e calculada com a seguinte férmula: % (promastigotas

vidveis) = amostra do grupo tratado/média do controle ndo tratado) x 100.

3.2.11.3 Cultura celular

J774.1 (ATCC®TIB-67™) ¢ uma linhagem celular de macrofago isolada da ascite de
camundongo com sarcoma de células reticulares. As células foram cultivadas em meio RPMI-
1640 (GIBCO, Invitrogen) contendo 1% de L-glutamina, 10% de bicarbonato de sédio, 5% de
SBF, 10 uw/mL de penicilina e 10 ug/mL de estreptomicina (GIBCO, Invitrogen). As células

foram mantidas em frascos de cultura de 75 cm? em estufa (37° C, 5% CO»).
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3.2.11.4 Viabilidade de macréfagos J774.1

O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio) (MTT;
Sigma-Aldrich, EUA) baseia-se na mensuracdo da atividade metabdlica da mitocondria
conforme descrito por Mosmann, 1983. Os testes foram feitos no Laboratério de
Imunoparasitologia de Doencas Negligenciadas e Cancer da Universidade de Londrina (UEL).

Macréfagos J774.1 (3 x 10* células/mL) foram semeadas em placas de cultura de 96
pocos (Kasvi, Brasil) e incubadas com diferentes concentragdes de 4NC livre, CUR livre, NP
4NC, NP 4NC + AM, NP CUR, NP CUR + AM e NP AM (1,5 e 10 uM) por 24 h a 37° C em
5% de CO,. As células foram lavadas e MTT (0,33 mg/mL) foi adicionado durante 4 h. O
produto MTT (cristais de formazan) foi solubilizado em 100 pg/mL de DMSO (Sigma-Aldrich,
EUA) e lido em espectrofotometro (Thermo Scientific, Multiskan, EUA) a 550 nm de
absorbancia. Células contendo apenas meio RPMI-1640 foram utilizadas como controle
negativo e 0,4% de H>O> como controle positivo. Os resultados foram expressos como
porcentagem de viabilidade em comparac@o com o grupo controle e calculada com a seguinte

formula: % (células vidveis) = amostra do grupo tratado/média do controle ndo tratado) x 100.

3.2.11.5 Analise Estatistica

Para as andlises estatisticas, foi empregado o método ANOVA, seguido pelo teste de Tukey
para realizar comparacdes entre grupos. Trés conjuntos de experimentos independentes foram
conduzidos, cada um com dados replicados trés vezes. Os resultados foram apresentados como
a média + erro padrio da média. A anélise estatistica foi conduzida utilizando o software
estatistico GraphPad Prism (GraphPad Software, EUA). Um valor de p < 0,05 foi considerado

como indicativo de significancia estatistica.
3.3 RESULTADO E DISCUSSAO
3.3.1 Tamanho das nanoparticulas e potencial zeta
Na Tabela 2, sdo apresentados os diametros médios, indice de polidispersao e o potencial

zeta das nanoparticulas lipidicas sélidas, as quais foram preparadas através do método de dupla

emulsao.
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Essas caracteristicas fisico-quimicas exercem influéncia direta sobre as nanoparticulas
lipidicas sélidas, impactando aspectos como estabilidade durante o armazenamento, perfil
toxicoldgico, absorcdo celular e biocompatibilidade nas dreas bioldgicas e farmacéuticas

(PRESTIDGE; RAO; TAN, 2013; CAMPOS et al., 2020).

Tabela 2 - Caracterizag¢ao das nanoparticulas em relagao ao tamanho médio (Dp £ S), indice

de polidispersao (PdI + S) e potencial zeta (§ + S)

Formulacoes Dp £ S (nm) Pdl £S E+xS (mV)

NP Branco 211,83 £2,76 0,205 + 0,013 -32,38 £ 1,17
NP AM 212,43 + 3,61 0,167 £ 0,015 -36,94 £ 0,92
NP CUR 227,93 +4,57 0,243 £ 0,007 -39,33 + 1,53
NP 4NC 251,33 £0,91 0,256 + 0,006 -35,64 £ 0,72
NP AM + CUR 283,70 £ 1,39 0,254 + 0,007 -32,78 £ 0,98
NP AM + 4NC 260,27 £ 3,06 0,249 + 0,009 -40,14 £ 0,76

NP: Nanoparticula; AM: Antimoniato de meglumina; CUR: Curcumina; 4NC: 4nitrochalcona.

Fonte: Autor (2024)

Conforme destacado por Assolini ef al. (2022), embora a literatura ainda ndo fornega uma
faixa de tamanho ideal para a absorcdo celular, observa-se uma preferéncia por dimensdes na
faixa submicrométrica. A preferéncia estd intimamente relacionada a capacidade desejada das
nanoparticulas de atravessar barreiras bioldgicas, como os vasos sanguineos altamente
permedveis. Nanoparticulas entre 10 a 500 nm sdo estrategicamente escolhidas para possibilitar
a eficiente passagem através desses vasos, uma caracteristica crucial para alcancar dreas
especificas, como tumores em crescimento. Essa selecdo de tamanho visa otimizar a capacidade
das nanoparticulas de circular de maneira eficaz na corrente sanguinea, favorecendo a entrega
direcionada a células-alvo e tecidos especificos. Ainda, devemos lembrar que a interacio das
nanoparticulas com as células alvos vai depender de cada tipo de célula e das diferentes rotas
de internaliza¢do, mas normalmente a distribui¢cao de tamanho € de aproximadamente 200 nm
na area biomédica (LINCE et al., 2011; AUGUSTINE et al., 2020).

Outro ponto relevante € que nanoparticulas com dimensoes inferiores a 100 nm tendem a
se acumular no figado e em outros tecidos, indicando uma correlac@o entre tamanho reduzido

e toxicidade (ASSOLINI et al., 2022).
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Portanto, os didmetros obtidos das nanoparticulas lipidicas sé6lidas estdo alinhados com
aplicacdes biomédicas, uma vez que os valores médios estdo dentro da faixa de 211 a 283 nm.
Ademais, as nanoparticulas exibem um indice de polidispersao (PdI) satisfatério, uma vez que,
em aplicacdes de entrega de farmacos utilizando transportadores a base de lipidios, um PdI
menor ou igual a 0,3 é considerado aceitdvel mesmo sendo a distribuicdo de tamanho
relativamente larga para PdlI entre 0,2 e 0,3 (DANAEI et al., 2018).

Além disso, as nanoparticulas demonstram boa estabilidade, conforme evidenciado pelos
resultados de potencial zeta, apresentando uma carga negativa inferior a -30 mV. Valores de
potencial zeta entre -10 e +10 mV sdo considerados aproximadamente neutros, enquanto
potenciais zeta maiores que +30 mV ou menores que -30 mV indicam uma estabilidade coloidal
eficaz devido a maior repulsdo eletrostatica entre as particulas, prevenindo a formacio de

agregados (CLOGSTON; PATRI, 2011).

3.3.2 Curva de calibraciao da curcumina e 4-nitrochalcona

As curvas de calibracao foram construidas considerando a média das trés curvas obtidas

com 10 pontos para a curcumina (Tabela 3) e 8 pontos para a 4-nitrochalcona (Tabela 4).

Tabela 3 — Dados obtidos para a curva de calibracdo da curcumina em metanol

Concentracao (ug/mL) Absorbancia média £ S (nm)

9 1,060 + 0,081
8 0,972 £ 0,088
6 0,746 £ 0,074
4 0,503 + 0,046
2 0,248 + 0,030
1 0,123 £0,016
0,5 0,064 = 0,004
0,25 0,033 £ 0,002
0,1 0,015 0,001
0,05 0,0087 £ 0,003

Fonte: Autor (2024)
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Tabela 4 — Dados obtidos para a curva de calibragcdo da 4-nitrochalcona em dgua destilada

Concentracao (ug/mL)  Absorbancia média + S (nm)

9 0,923 £ 0,072
6 0,611 0,026
3 0,311 £ 0,061
1 0,107 £ 0,012
0.4 0,045 + 0,006
0,3 0,039 £ 0,001
0,2 0,014 £ 0,003
0,1 0,007 £ 0,003

Fonte: Autor (2024)

As curvas de calibracdo para quantificar a curcumina e a 4-nitrochalcona estdo

apresentadas na Figura 16 e 17. Conforme os resultados, ambas as curvas de calibracdo

apresentaram o coeficiente de determina¢ao (R2?) de 0,99, o que indica que a concentragdo e a

absorbancia estdo com elevado indice de proporcionalidade.

Figura 16 - Curva de calibra¢do da curcumina em metanol

y =0,1199x + 0,0069
R?=0,9991
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Fonte: Autor (2024)



Figura 17 - Curva de calibrag@o da 4-nitrochalcona em dgua destilada
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Fonte: Autor (2024)
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A partir das curvas de calibragdo da curcumina e 4-nitrochalcona foram obtidas as

Equagdes 2 e 3, onde CCUR ¢€ a concentracdo da curcumina entre 0,05 a 9 ug/mL e C4NC € a

concentragdo da 4-nitrochalcona entre 0,1 a 9 ug/mL e Abs € a absorbancia.

Abs =0,1199.CCUR -0,0069  (Eq?2)
Abs =0,1022.C4NC - 0,0015  (Eq 3)

3.3.3 Eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulacdo dos farmacos individuais e simultaneos estao apresentados

na Tabela 5. Conforme os resultados podemos observar que o método de dupla emulsdo

(A/O/A) demonstrou ser eficiente na encapsulagdo dos farmacos hidrofébicos.

Tabela 5 - Eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas lipidicas sélidas preparadas pelo

método de dupla emulsdao (A/O/A)

Eficiéncia de encapsulacido + S (%)

Formulacao M CUR ANC
NP AM 20,1 £0,25 - -
NP CUR - 99,25 + 0,45 -
NP 4NC - - 99,48 + 0,30
NP AM + CUR 18,8 £0,8 99,28 + 0,20 -
NP AM + 4NC 19 £ 0,65 - 97,75 £ 1,30

Fonte: Autor (2024)
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Mesmo com a adicao simultanea do farmaco hidrofilico e do hidrofébico, a eficiéncia de
encapsulacdo apresentou ser muito proxima das nanoparticulas com os farmacos hidrofébicos
encapsulados individualmente, com valores de eficiéncia préximas a 99%.

Conforme descrito por Cordeiro et al. (2021), valores similares da eficiéncia de
encapsulacio foram encontrados. Em seu trabalho foi observado eficiéncia de encapsulacdo de
99% para a 4-nitrochalcona em cera de abelha pelo método de dupla emulsdo (A/O/A). Em
outro trabalho, Riaz et al. (2019) estudou a encapsula¢do da curcumina em carreadores lipidicos
nanoestruturados obtendo eficiéncia de encapsulagdo de 88%, porém utilizando outra técnica
de preparo.

As formulagdes contendo antimoniato de meglumina apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo relativamente baixa, conforme observado na Tabela 5. Na formulacdo contendo
somente antimoniato de meglumina a eficiéncia atingiu 20,1%. Ao combinar o antimoniato de
meglumina com a curcumina e 4 nitrochalcona, apresentaram eficiéncia de 18,8% e 19%,
respectivamente, mostrando tendéncia similar a formulacdo contendo somente antimoniato de
meglumina. Ao contrério, a curcumina e a 4-nitrochalcona atingiram eficiéncia de encapsulagdo
elevada de 99,28% e 97,75%, respectivamente.

A baixa eficiéncia de encapsulacdo do antimoniato de meglumina em comparag¢do com
os outros farmacos pode ser atribuida a sua natureza hidrofilica. O antimoniato de meglumina
€ uma substancia mais polar e solivel em dgua, o que pode dificultar sua incorporacdo eficaz
nas nanoparticulas lipidicas, que sdo estruturas predominantemente lipofilicas.

As nanoparticulas de cera de abelha sao compostas por uma fase lipidica, que proporciona
um ambiente mais propicio para farmacos lipofilicos. No entanto, para substancias hidrofilicas
como o antimoniato de meglumina, a afinidade com a fase lipidica pode ser reduzida,
impactando diretamente na eficiéncia de encapsulagdo.

Ainda € importante lembrar que uma das varidveis a serem consideradas € a concentra¢ao
do farmaco a ser encapsulado. No caso deste estudo, a concentracdo de antimoniato de
meglumina utilizada foi de 300 mg/mL, concentragdo minima utilizada nos tratamentos
convencionais. Certamente, é védlido questionar se a alta concentragdo de antimoniato de
meglumina poderia ter saturado o processo de encapsulamento, levando parte do farmaco para
a fase externa das nanoparticulas. Conforme descrito por Jyothi (2010) quanto maior a
concentracdo de farmaco na fase dispersa, menor a eficiéncia de encapsulacdo. Esse fendmeno

pode ter limitado o aumento na efici€éncia de encapsulagdo observada, uma vez que a alta
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concentracdo do antimoniato de meglumina pode ter dificultado a encapsulacio na matriz
lipidica. Parte do farmaco pode ter excedido a capacidade de encapsulamento das
nanoparticulas, resultando em uma fra¢do do antimoniato de meglumina sendo exposta a fase
externa das particulas.

Sendo assim, os resultados obtidos para os farmacos hidrofébicos concordam com outros
trabalhos simulares descritos anteriormente, porém a baixa eficiéncia observada para o
antimoniato de meglumina sugere a necessidade de otimizacdo das condicdes de formulagdo

para melhorar sua incorporagdo nas nanoparticulas lipidicas.

3.3.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 18 estio apresentados os espectros de FTIR para o antimoniato de meglumina,
4-nitrochalcona, curcumina, crodamol, cera de abelha e das nanoparticulas lipidicas sélidas
preparadas.

O antimoniato de meglumina livre apresentou absor¢iio na regiio de 2300 a 3000 cm™
sendo atribuida ao estiramento NH>" presente no fairmaco. Além disso, as bandas em 1632 e
1049 cm! sdo devidas as vibragdes de estiramento C—O e Sb—O—C, respectivamente, indicando
que sdo picos caracteristicos do antimoniato de meglumina (DEMICHELI et al., 1999;
NAVAEI et al., 2013).

No espectro da curcumina livre podemos encontrar a vibragcdo de estiramento fendlico O-
H em 3507 cm™’. Ainda, bandas de absor¢do em 1602 cm™! devido a vibragdes de estiramento
do anel benzénico, 1508 cm™ devido as vibragdes C=0e C=C, 1426 cm! devido a vibragao
de flexdo olefinico C—H, 1277 cm™ devido a vibracdo de estiramento C—O aromdtico e

1028/857 cm! devido a vibragdes de estiramento C—-O—-C (DARANDALE; VAVIA, 2013).
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Figura 18 — Espectros de FTIR do AM livre (A), CUR livre (B), 4NC livre (C), CRO (D),
cera de abelha pura (E), NLS com AM (F), com 4NC (G), com CUR (H), com AM + 4NC (I)

e com AM + CUR (J)
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Fonte: Autor (2024)

A 4-nitrochalcona livre apresentou picos caracteristicos em 3100 e 2933 cm’
correspondente ao estiramento aromatico e alifatico. Além disso, apresentou picos em 1659 cm”
! referente ao estiramento C=0, 1607-1570 cm™! ao estiramento C=C, 1513 cm™" ao estiramento
NO; e 1337 cm™! ao estiramento C=C-NO;. (AREVALO etal.,2019; CORDEIRO et al., 2021.

No espectro do crodamol podemos observar picos em 1743 cm’! referentes ao estiramento
C=0, 1160 cm™ e 1106 cm™" referente ao estiramento C-O-C e na regido de 2930 e 2854 cm’!
em relacdo as bandas dos grupos CHj3 presentes na molécula (YE ez al., 2016).

A cera de abelha apresentou bandas de absor¢cao de hidrocarbonetos com vibragdes de

estiramento assimétricos de grupos CH3; em 2956 cm™!, vibracdes de estiramento assimétricos e
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simétricos de grupos CH em 2920 e 2850 cm™, e vibragdes de deformacdo em tesoura e
vibracdes de balanco dos grupos CHzem 1465 e 720 cm™'. Além disso, vibracdes de estiramento
C=0em 1737 ¢ 1171 cm™' e vibracdes de flexio C—H em 1172 cm™' foram observadas como
bandas de absorcdo caracteristicas para os monoésteres da cera de abelha (TANNER;
LICHTENBERG-KRAAG, 2019).

Sendo assim, ao observar os espectros das nanoparticulas com os farmacos encapsulados
podemos ressaltar que as nanoparticulas lipidicas apresentam os mesmos picos caracteristicos
no espectro da cera de abelha, com exce¢do de alguns picos referentes ao crodamol. Isto indica

que ndo houve interacdo fisico-quimica entre os firmacos e a cera de abelha.

3.3.5 Morfologia

Foi possivel obter informacdes precisas sobre a morfologia e estrutura das nanoparticulas
através da utilizacdo da técnica de microscopia eletronica de transmissao (TEM). Observou-se
que as nanoparticulas apresentam uma forma semiesférica e um tamanho submicrométrico.

A forma das nanoparticulas é de grande importincia para o aumento da absor¢ao celular,
e quanto mais proxima da esfericidade maior a absor¢ado pela célula. Isso ocorre porque quando
a diferenca entre o didmetro maior € 0 menor € menor, a capacidade de interagdao com as células
¢ aprimorada. Esse fenomeno € extremamente desejdvel em aplicagdes que envolvem a entrega
de substancias terapéuticas, pois aumenta a eficiéncia na penetragdo das nanoparticulas nas
células alvo, possibilitando uma maior absorcao dos medicamentos e, consequentemente, um

melhor resultado terapéutico (VILLANUEVA-FLORES et al., 2020).
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Figura 19 - Imagem do TEM das nanoparticulas de cera de abelha

Fonte: Autor (2024)

3.3.6 Estudo Térmico

As caracteristicas térmicas de diferentes materiais proporcionam informagdes importantes
acerca de seus comportamentos em variadas condi¢des de temperatura. A seguir, sdo
apresentados os resultados obtidos a partir da anélise de calorimetria diferencial de varredura
(DSC) e termogravimétrica (TGA) para a cera de abelha pura e a nanoparticula lipidica sélida.

Nas Figuras 20 e 21, observam-se os perfis endotérmicos e exotérmicos derivados das
andlises de DSC, enquanto a Tabela 6 detalha os dados extraidos desses graficos os revelam

informacdes sobre as propriedades térmicas desses materiais.

Tabela 6 - Dados obtidos a partir das curvas de DSC

Amostra Tm (°C) AHm (J/g) Tc(°C) AHc(J/g)
Cera de abelha pura 54,72 173,44 44.48 -180,62
NP lipidica 49,04 74,85 41,94 -86,07

Fonte: Autor (2024)
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Figura 20 - Termograma endotérmico de calorimetria diferencial de varredura (DSC) para a

cera de abelha pura (a) e nanoparticula lipidica (b)
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Fonte: Autor (2024)

Figura 21 - Termograma exotérmico de calorimetria diferencial de varredura (DSC) para a

cera de abelha pura (a) e nanoparticula lipidica (b)
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Fonte: Autor (2024)

A temperatura de fusdo (Tm) da cera de abelha pura é marcada por um valor de 54,72°C,
caracterizando sua consisténcia sélida em condi¢des ambientais normais. Essa elevada Tm
sugere uma estrutura molecular complexa, com ligacdes fortes, demandando uma quantidade

de energia considerdvel para romper essas interagdes durante o processo de fusdo. A
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temperatura de cristalizagdo (Tc) foi de 44,48°C, representando o ponto de transicdo da fase
liquida para a fase s6lida. A cera também nao apresenta uma temperatura de transicao vitrea,
indicando uma transicdo mais gradual entre o estado vitreo e o estado sélido.

Ao analisar as nanoparticulas lipidicas, observou-se uma reducio tanto na temperatura de
fusdo (Tm) quanto na temperatura de cristalizagdo (Tc) em comparacdo com a cera de abelha
pura, sendo registrada a 49,04°C e 41,94°C, respectivamente. Este fendmeno sugere uma
modifica¢do na organizacao molecular das nanoparticulas, tornando as transi¢des de fase menos
energéticas.

A comparagdo desses dados evidencia que a nanoestruturacdo da cera de abelha pura
altera as suas propriedades térmicas. As diferencas nas temperaturas de fusdo e cristalizacao,
bem como nas energias associadas, indicam modifica¢des na organiza¢do molecular durante o
processo de formagdo das nanoparticulas, porém devemos lembrar que nao sdo modificacoes
acentuadas pois nas nanoparticulas de cera de abelha hd a presenga de surfactante e outras
substancias.

Na Figura 22 estio apresentados os grificos de TGA e DTG dos materiais estudados, os
quais foram investigados a estabilidade térmica. A partir dos dados (Tabela 7) extraidos dos
graficos, observamos uma temperatura inicial de decomposi¢do (Ti) de 240 °C e uma
temperatura final (Tf) de 480 °C para a cera de abelha pura, a qual resistiu antes de entrar em
processo de decomposicdo indicando que mantém sua estabilidade estrutural nesta faixa de
temperatura.

Para as nanoparticulas lipidicas sélidas observou-se uma temperatura inicial de
decomposicdo (T1) de 220 °C e final (Tf) de 490°C sendo notavel que a substancia possui uma
estabilidade térmica semelhante a cera de abelha pura. A auséncia de residuo em ambas
substancias analisadas sugere uma completa decomposicdo das amostras no intervalo de
temperaturas analisado.

Ambas as amostras exibiram uma faixa de temperaturas de decomposicdo ampla,
indicando a formacdo de diversos constituintes volateis. A semelhanca nas temperaturas de
inicio e fim sugere que a formacao das nanoparticulas lipidicas nao alterou significativamente

as caracteristicas térmicas da cera de abelha.
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Figura 22 - Termogramas da andlise termogravimétrica (TGA) da cera de abelha pura e

nanoparticula lipidica
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Fonte: Autor (2024)
Tabela 7 - Dados obtidos a partir das curvas de TGA e DTG
TGA DTG
o o Perda de massa Etapas da o
Amostra Ti (°C) Ti(°C) (%) degradaciio Tmax (°C)
Etapa 1 370
Cera de abelha pura 240 480 100
Etapa 2 410
o Etapa 1 380
NP lipidica 220 490 100
Etapa 2 410

Fonte: Autor (2024)

3.3.7 Atividade leishmanicida

Devido aos tratamentos limitados para a leishmaniose e a toxicidade elevada do fairmaco

convencional, a busca por alternativas terapéuticas faz-se necessdrio e € de grande interesse por

alguns pesquisadores (FATIMA et al., 2016). Desse modo, o presente estudo fornece

informacdes sobre a seguranca e a potencial eficicia das formulagdes testadas em células in

vitro.

Primeiramente, avaliamos a possivel citotoxicidade da 4NC, NP 4NC, NP 4NC + AM, NP

AM, CUR, NP CUR, NP CUR + AM e Branco em macréfagos da linhagem J774.1. Das

concentracoes testadas (1, 5 e 10 uM) nenhuma demonstrou toxicidade para as células

conforme demonstrado na Figura 23.
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Figura 23 - Macréfagos de linhagem J774.1 foram tratados com diferentes concentracdes (1, 5
e 10 uM) de 4NC, NP 4NC, NP 4NC + AM, CUR, NP CUR, NP CUR + AM. Também foram
tratados com RMPI (controle), NP branco (controle positivo) e H2O> (controle positivo). A
proliferagcdo dos parasitos foi analisada pelo método de resazurina no tempo de 24 h. A partir
do ensaio de proliferacdo, foi calculada as concentracdes que inibiam 50 % das formas
promastigotas nesse mesmo tempo. Os valores representam a média + SEM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. **** Diferenca significativa comparado

com o grupo controle (p <0,0001)
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E relevante destacar que estudos anteriores realizados por Assolini et al. (2020)
evidenciaram citotoxicidade da 4NC livre em concentracdes de 10 e 50 uM em macréfagos
peritoneais, linhagem diferente da testada nesse trabalho. No entanto, € interessante observar
que, quando a 4NC foi utilizada em sua forma nanoparticulada (NP 4NC), ndo foi observada
citotoxicidade. Isso pode sugerir que a nanoparticula lipidica pode ter influenciado
positivamente a seguranca da 4NC em relacdo as células testadas alterando a toxicidade da
substincia e como consequéncia reduziu a citotoxidade nas condicdes testadas
(AZARNEZHAD et al., 2020).

Em relacdo a CUR, Chaubey et al. (2018) conduziram estudos que nao identificaram

qualquer citotoxicidade, tanto na forma livre quanto na forma nanoparticulada utilizando
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quitosana. A auséncia de toxicidade em concentracdes de 1, 5 e 10 uM nos testes realizados
reforca a seguranca potencial da CUR na sua forma livre. Esses resultados diferem da
observacao de citotoxicidade da 4NC estudada por Assolini er al. (2020), indicando que
diferentes compostos podem responder de maneiras diferentes.

Outro ponto a destacar ¢ que a utilizacdo da cera de abelha na formulacdo das
nanoparticulas pode ter influenciado na baixa citotoxidade nos macréfagos da linhagem J774.1
preservando a viabilidade celular conforme observado na Figura 23. A escolha desse material
foi estratégica uma vez que a cera de abelha é conhecida por suas propriedades biocompativeis
e biodegradaveis, sugerindo que as nanoparticulas podem interagir de maneira suave com as
células, minimizando potencialmente respostas negativas (SUBHA et al., 2018).

Por fim, a analise das concentragdes das nanoparticulas produzidas testadas (1,5 e 10 uM)
destaca a seguranca em relacdo aos macréfagos J774.1 utilizados no presente estudo. Essa
informacdo € crucial ao considerar possiveis aplicagdes terapéuticas ou biomédicas dessas
substancias, uma vez que a preservagao da viabilidade celular € um indicativo positivo de baixa
citotoxicidade.

A partir dos experimentos realizados, investigamos também a atividade direta da 4NC,
NP 4NC, NP 4NC + AM, CUR, NP CUR, NP CUR + AM, NP AM e AM, sobre as formas
promastigotas de L. infantum e L. amazonensis.

Observamos que todas as concentracdes de 4 NC na sua forma livre apresentaram uma
reducgdo significativa na proliferacdo de L. infantum e L. amazonensis em comparagdo com O
grupo controle (Figura 24 e 25) (p < 0,0005).

Os resultados obtidos para a CUR seguiram um padriao semelhante aos encontrados com
a 4 NC, tanto para a espécie L. infantum como a L. amazonensis. Apenas a forma livre da
curcumina nas concentragoes testadas demonstraram uma reducao significativa na viabilidade
das promastigotas (p < 0,0001).

Além disso, notamos que enquanto a forma livre da 4NC e CUR exibiram efeito nas
promastigotas, as nanoparticulas produzidas ndo exibiram efeito bem como também o AM na
sua forma livre.

Em relagdo as pesquisas anteriores com 4 NC em modelos experimentais de leishmaniose,
observa-se uma lacuna na literatura. Boeck er al. (2006) demonstraram que chalconas
nitrosiladas tém efeito antiamastigota e promastigota in vitro e sdo capazes de reduzir a infeccao
murina por L. amazonensis. Estudo conduzido por Assolini et al. (2020), mostraram também

uma reducdo da viabilidade apenas na forma livre da 4NC sobre a forma promastigota de L.
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amazonensis em todas as concentracdes testadas (0,1 - 100 uM), porém ao testar na forma

nanoparticulada foi observado que nao houve reducao da viabilidade celular.

Figura 24 - Formas promastigotas de Leishmania infantum foram tratadas com diferentes
concentragdes (20, 30 e 40 uM) de 4NC, NP 4NC, NP 4NC + AM, CUR, NP CUR, NP CUR +
AM e NP AM. Também foram tratados com M 199 (controle), DMSO (veiculo), AM (controle
positivo) e nanoparticula branco (controle positivo). A proliferacao dos parasitos foi analisada
pelo método de resazurina no tempo de 24 h. A partir do ensaio de proliferacao, foi calculada
as concentragdes que inibiam 50 % das formas promastigotas nesse mesmo tempo. Os valores
representam a média + SEM de trés experimentos independentes realizados em triplicata. **

Diferenca significativa comparado com o grupo controle (p <0, 001) e *** (p < 0,0005).
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Em outra abordagem, Akbari et al. (2023) utilizaram nanoparticulas lipidicas sélidas
(SLNSs) carregadas com artemisinina, um metabodlito secundério derivado da Artemisia annua
amplamente utilizado na fitoterapia tradicional chinesa. Os resultados revelaram a atividade
direta da artemisinina livre na inibi¢do do crescimento e proliferacdo de formas promastigotas
de L. infantum. No entanto, a forma nanoparticulada ndo exibiu efeito toxico direto, o que
reforcga a limitada eficdcia das nanoparticulas sobre as formas promastigotas.

Conforme Akbari et al. (2023) a eficécia terapéutica das nanoparticulas lipidicas s6lidas
s6 foi observada em macréfagos infectados e no modelo experimental de infeccdo em

camundongos BALB/c. Os autores atribuiram esse aumento de eficidcia ao aumento da
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biodegradabilidade e biodisponibilidade das nanoparticulas, sendo fagocitadas por macréfagos
residentes. As nanoparticulas possuem a capacidade de se decompor ou serem metabolizadas
dentro do ambiente bioldgico, no caso os macréfagos, e isso pode facilitar a liberagdo
controlada e gradual do farmaco ativo, garantindo uma exposicdo prolongada as formas
promastigotas do parasita. Quando as nanoparticulas sdao fagocitadas por macréfagos, elas se
tornam efetivamente internalizadas e podem direcionar a carga terapéutica para o interior das
células parasitadas oferecendo maior biodisponibilidade do farmaco. Essa internaliza¢dao dos
macréfagos € muito importante pois o parasita reside no interior da célula do sistema
imunolégico. A fagocitose das nanoparticulas pelos macréfagos oferece uma rota eficaz para a
entrega localizada do agente terapéutico nas proximidades das células parasitadas. Esse
direcionamento preciso aumenta a eficdcia terapéutica ao concentrar a a¢do do farmaco nas
regides onde o parasita estd ativo. Quando as nanoparticulas sdo aplicadas diretamente nas
formas promastigota possivelmente precisa ser metabolizada intracelularmente para manifestar
seu efeito terapéutico, se as formas promastigotas nao possuirem as condi¢des adequadas para
essa ativacdo intracelular, a eficicia das nanoparticulas pode ser comprometida.

Ainda, neste modelo testado pelos autores os resultados sugerem que as nanoparticulas
de artemisina além da eficdcia em reduzir a carga parasitaria houve também a diminui¢do da
inflamacdo nos 6rgaos afetados, como o baco e figado, o que € bom para reduzir dano a esses
orgdos contribuindo para a recuperacdo do paciente. Em contraste, a artemisina na sua forma
livre eliminou vestigios de parasitas do bago e figado, mas causou uma resposta inflamatdria
mais intensa (AKBARI et al., 2023).

Embora a eficdcia da curcumina livre seja reconhecida na literatura para diferentes cepas
de Leishmania, como L. donovani, L. major e L. tropica (DAS et al., 2008; SALEHEEN et al.,
2002), seu uso pratico € limitado devido a rapida degradagdo, baixa disponibilidade oral e
solubilidade aquosa limitada. A combinacdo da CUR com nanomateriais tem sido proposta
como uma estratégia para melhorar suas propriedades como a solubilidade, proteger contra a
degradacao, aumentar a biodisponibilidade e entrega controlada a alvos especificos (AMINI et
al., 2023).

Em relagdo a eficdcia das formulagdes nanoparticuladas de curcumina frente as formas
promastigotas, nenhum dos niveis de concentracdo testados apresentou resultados positivos.
Esses achados sao diferentes do encontrado na literatura existente, onde nanoparticulas de ouro
revestidas com curcumina, curcumina lipossdmica e curcumina nanotizada demonstraram
efeito anti-Leishmania contra diferentes espécies na forma promastigota, como L. major, L.

major e L. donovani, respectivamente. Esses resultados podem ser atribuidos a diversas
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variaveis que precisam ser estudadas detalhadamente para entender a influéncia nos resultados
observados na literatura como a composi¢do das nanoparticulas, suas propriedades fisicas e
quimicas especificas, assim como sua capacidade de penetracdo celular e interacdes com as
células parasitdrias. (AMINI et al., 2023; BAFGHI et al., 2021; TIWARY et al., 2017).
Conforme descrito anteriormente, somente os resultados obtidos com a 4NC e a CUR em
sua forma livre apresentaram redugdo significativa na viabilidade das formas parasitdrias em
estudo, enquanto as nanoparticulas nao resultaram em nenhum efeito. Esse efeito pode ser
atribuido a possivel resposta xenobidtica desencadeada pela presenca direta dessas substincias
nas células parasitadas, ja que a exposi¢do das formas promastigotas a substancias quimicas
estranhas, como a 4NC e CUR, pode induzir estresse celular e ativar mecanismos de resposta
celular. Esse estresse celular pode levar a ativacao de vias de sinalizagdo de defesa, levando a

alteracoes na viabilidade celular e na capacidade replicativa (GOETZ et al., 2016).

Figura 25 - Formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram tratadas com diferentes
concentragdes (25, 50 e 100 uM) de CUR, NP CUR, NP CUR + AM, 4NC, NP 4NC, NP 4NC
+ AM e NP AM. Também foram tratados com M 199 (controle), etanol (veiculo), AM (controle
positivo) e nanoparticula branco (controle positivo). A proliferacido dos parasitos foi analisada
pelo método de resazurina no tempo de 24 h. A partir do ensaio de proliferacao, foi calculada a
concentracdo que inibiu 50 % das formas promastigotas nesse mesmo tempo. Os valores
representam a média + SEM de trés experimentos independentes realizados em triplicata. **

Diferenca significativa comparado com o grupo controle (p < 0,001) e **** (p <0,0001).
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No que diz respeito ao antimoniato de meglumina, apesar de seu amplo uso clinico no
tratamento da leishmaniose, seus mecanismos farmacoldgicos e toxicoldgicos permanecem
incertos. Estudos iniciais sugeriram que o antimonio interfere na -oxidacao de dcidos graxos
e na glicdlise do parasita. A interrupc¢ao dessas vias metabdlicas criticas resultaria na deple¢ao
dos niveis intracelulares de ATP no parasita. O ATP € a principal moeda de energia nas células,
e a sua falta compromete fungdes vitais, levando a diminui¢do da capacidade de sobrevivéncia
e replicacdo do parasita. Outra hipStese propde que o antimonio (SbY) age como um pré-
farmaco, sendo convertido intracelularmente na forma trivalente mais toxica, o antimonio
trivalente (Sb'™). Esta forma é associada a toxicidade do antimonio e acredita-se ser responsavel
pelos efeitos terapéuticos (BERMAN et al., 1987; DEMICHELI et al., 2002).

Por fim, nossa interpretagdo sugere que as nanoparticulas produzidas podem nao ter um
efeito direto como explicado anteriormente, mas, em vez disso, age como um veiculo para
manter os principios ativos protegidos, preservando suas propriedades quimicas e bioldgicas de
maneira a ser metabolizada intracelularmente. Além disso, acreditamos que a nanoparticula
desempenha um papel crucial na distribui¢dao controlada do composto no local alvo, permitindo
liberacdo gradual e minimizando a toxicidade, conforme sugerido por Alanazi e Said (2022).
Contudo, para uma compreensdo mais completa, sdo necessdrios estudos adicionais,
especialmente in vivo, para analisar a absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo da

formula¢do nanoparticulada.

3.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo destacam a relevancia das nanoparticulas lipidicas
sOlidas a base de cera de abelha como promissores veiculos de entrega para compostos
terapéuticos, especialmente no contexto do tratamento da leishmaniose. As caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas lipidicas sélidas, incluindo tamanho, potencial zeta e
estabilidade térmica, foram cuidadosamente avaliadas e demonstraram estar alinhadas com os
requisitos desejados para aplicagdes biomédicas.

A andlise do tamanho das nanoparticulas revelou didmetros médios dentro da faixa
submicrométrica, uma escolha estratégica para otimizar a eficiente circulacdo na corrente
sanguinea e favorecer a entrega direcionada a células-alvo. A estabilidade coloidal eficaz,
evidenciada pelo potencial zeta negativo, sugere a prevencdo da formacdo de agregados,
contribuindo para a seguranca e eficicia das nanoparticulas durante o armazenamento e

administracao.
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A caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) proporcionou uma compreensao detalhada das interagdes moleculares nos componentes
das nanoparticulas, confirmando a auséncia de interacdes fisico-quimicas indesejadas entre os
farmacos e os constituintes das nanoparticulas lipidicas sélidas.

Os estudos térmicos, por meio de andlises de calorimetria diferencial de varredura (DSC)
e termogravimetria (TGA), ofereceram informacdes importantes sobre as propriedades térmicas
das nanoparticulas lipidicas sdlidas. A reducao nas temperaturas de fusdo e cristalizacao indicou
modificagdes na organizacao molecular das nanoparticulas, sugerindo transicdes de fase menos
energéticas e potencialmente contribuindo para uma liberacdo controlada dos compostos
terapéuticos.

Além disso, os ensaios de atividade leishmanicida forneceram evidéncias sobre a eficicia
das formulagdes testadas em células in vitro. A auséncia de citotoxicidade nas concentragdes
estudadas para macréfagos J774.1 indica um perfil de seguranca favordvel, destacando a
biocompatibilidade das nanoparticulas e a preservacado da viabilidade celular.

A andlise da atividade direta sobre as formas promastigotas de Leishmania revelou que
as nanoparticulas, apesar de ndo exibirem efeito toxico direto, podem atuar como veiculos
eficazes para os farmacos, possibilitando uma liberacdo controlada e gradual dos principios
ativos no ambiente intracelular. Essa estratégia pode contribuir para a eficicia terapéutica ao
concentrar a agdao do farmaco nas regides onde o parasita esta ativo.

Embora os resultados in vitro sejam promissores, € importante destacar a necessidade de
estudos adicionais, especialmente in vivo, para aprofundar a compreensdo da absorc¢ao,
distribuicao, metabolismo e excrecao da formulagdo nanoparticulada. Esses estudos poderiam
corroborar e expandir as descobertas deste trabalho, fornecendo uma base sélida para a

potencial aplicacdo clinica das nanoparticulas produzidas no tratamento da leishmaniose.
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CAPITULO 4

4  ENCAPSULACAO DO ANTIMONIATO DE MEGLUMINA EM
NANOPARTICULAS LIPIDICAS/POLIMERICAS

4.1 INTRODUCAO

Nos altimos anos, a nanotecnologia tem emergido como uma poderosa ferramenta no
campo da entrega de farmacos, oferecendo solucdes inovadoras para os desafios associados a
administracio de medicamentos. A utilizacdo de nanoparticulas para encapsular agentes
terapéuticos representa uma drea de intensa pesquisa, especialmente no contexto de terapias
para doencgas infecciosas, cancer e condi¢des cronicas.

No cendrio farmacéutico, a eficiéncia de encapsulacdo de principios ativos em
nanoparticulas desempenha um papel crucial na determinacao da eficicia terapéutica, pois esta
diretamente relacionada a farmacocinética, aumentando a solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade do medicamento, além de minimizar os efeitos colaterais (MALIK.
MUHAMMAD; WAHEED, 2023).

O antimoniato de meglumina, uma substancia essencial no tratamento de doencas
tropicais negligenciadas como a leishmaniose, possui propriedades terapéuticas notdveis, mas
sua eficdcia € intrinsecamente vinculada a sua forma de administracio (BRASIL, 2014;
BRASIL, 2017).

As nanoparticulas lipidicas t€ém sido investigadas extensivamente como veiculos de
entrega de farmacos devido as suas propriedades de biocompatibilidade, biodisponibilidade e
capacidade de encapsulacdo eficiente. No entanto, a busca pela otimizacdo dessas
nanoparticulas levou ao desenvolvimento de formula¢des hibridas, combinando componentes
lipidicos e poliméricos para explorar sinergias que podem melhorar a eficicia do
encapsulamento e, por conseguinte, a eficacia terapéutica (PURI ez al., 2009; SIVADASAN et
al.,2021).

A necessidade de avancar ndo apenas na eficiéncia de encapsulagdo, mas também na
sustentabilidade desses sistemas, levou a um interesse crescente na quimica verde e em métodos
de producdo de polimeros a partir de fontes renovaveis. O uso de polimeros derivados de 6leos

vegetais € uma abordagem inovadora que nao apenas reduz nossa dependéncia de recursos ndo-
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renovaveis, como o petréleo, mas também aborda o problema da degradabilidade dos materiais
poliméricos (SANTIN, 2023).

Diante desse contexto, este estudo propde aprimorar a eficicia de encapsulagdo do
antimoniato de meglumina em nanoparticulas lipidicas/poliméricas em comparagcdo com as
nanoparticulas lipidicas estudadas no capitulo anterior. Além disso, a ideia € adotar uma
abordagem sustentdvel ao utilizar polimeros derivados de fontes renovdveis. A andlise
comparativa entre essas formulagdes nao apenas podera fornecer informagdes importantes
sobre a eficidcia do encapsulamento, mas também poderd revelar informacdes sobre as
caracteristicas das nanoparticulas.

Ao combinar a utilizacdo de lipidios e a polimerizacio de mondmeros de fontes
renovaveis na producdo de nanoparticulas, este estudo ndo apenas contribui na ciéncia da
entrega de farmacos, mas também representa o caminho em dire¢do a praticas mais

ecologicamente responsdveis na nanomedicina.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Materiais

A cera de abelha branca (GM Ceras, Brasil) foi obtida da Chemical Alpha. Os mondmeros
utilizados foram o tetraquis (3-mercaptopropionato de pentaeritritiol) adquiridos da Sigma-
Aldrich e 0 mondmero diénico 2-(acriloiloxi)etil undec-10-enoato sintetizado pelo nosso grupo
de pesquisa (SANTIN, 2023). Como iniciador foi utilizado 2,2- dimet6xi-2-fenilacetofenona
da Sigma-Aldrich. Lecitina de soja (Alfa Aesar, Alemanha) e monooleato de polioxietileno-20-
sorbitano (Tween 80, Vetec, Brasil) foram utilizados como surfactante. Antimoniato de
meglumina (Glucantime®, Sanofi-Aventis Farmacéutica Ltda) foi utilizado como farmaco

hidrofilico.

4.2.2 Encapsulamento do antimoniato de meglumina

Duas formulagdes de nanoparticulas foram preparadas seguindo as metodologias
estabelecidas em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa. O processo de preparacao
das nanoparticulas foi dividido em duas etapas: a emulsdo dupla A/O/A e a fotopolimerizagao

(MAZUR et al., 2019; PEREIRA, 2019; CORDEIRO et al., 2020). A primeira formulacao
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consistiu em nanoparticulas brancas, sem a adi¢do de antimoniato de meglumina. A preparagdo

das nanoparticulas estd ilustrada na Figura 26 e descrita logo em seguida.

Figura 26 — Etapas da preparacdo das nanoparticulas lipidicas sélidas branco

0,4 mL
Fase lipidica i cacelinidies | Faseaguosa Fase lipidica + fase
Cera de abelha (450 mg) ) Lisae squosainterns l Emulsdo A/O
Lecitina de soja (45 mg)
Dieno (250 mg) T
Tiol {220 mg) T — —_— —_— i —_— g
L . = - s g8
Iniciador (45 mg) = 2. = = s%ﬂi.
- '{“'\. . f 'ﬁH" 'C"-\}‘ C} Amplitudeds%
Fase aquosa interna = h = \ = \ - 15 segundos
= = r y - = - =
i = 50 RPM 50 RPM 50 RPM 50 RPM
Aguadestilada (0,4 mL) T 70°C TEiih ke o St
2 minutos Comp. sol. 10 minutos 5 minutos
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Sol. T80 - 9 mg/mL (9 mL) e Emulsio A/O/A
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_ le [@]
T=40°C
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A — Primeira emulsio (A/O); B — Segunda emulsio (A/O/A); C — Fotopolimerizacio.

Fonte: Autor (2024)

A etapa inicial da emulsio A/O/A comegou com a formacdo da emulsdo A/O.

Inicialmente, a fase lipidica foi preparada em um béquer, onde 450 mg de cera de abelha foram

fundidos a 70°C, juntamente com 45 mg de lecitina de soja, sob agitacdo magnética por 2

minutos. Em outro béquer, uma mistura contendo 250 mg do dieno 2-(acriloiloxi)etil undec-

10-enoato, 220 mg do tiol tetraquis (3-mercaptopropionato de pentaeritritiol) e 45 mg do

iniciador 2,2-dimetéxi-2-fenilacetofenona foi preparada e mantida sob agitacido até completa
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solubilizacdo. Em seguida, a mistura de mondmeros e iniciador foi transferida para o primeiro
béquer e agitada magneticamente a 50 rpm por 10 minutos a 70°C.

Para a fase aquosa foi utilizada 0,4mL de dgua destilada, que foi adicionada a fase lipidica
sob agitacdo magnética a 50 rpm, sendo mantida a agitacdo por mais 5 minutos. A  mistura
resultante foi entdo submetida a sonicagdo em um ultrassom (Fisher Scientific Model 500 Sonic
Dismembrator) por 15 segundos a 45% de amplitude, formando assim a primeira emulsdo A/O.

Posteriormente, 9 mL da fase aquosa externa, solu¢do de Tween 80 (9 mg/mL), foram
adicionados a emulsdao A/O, sendo a mistura agitada a 400 rpm por 10 minutos a 70°C. A
emulsdo previamente preparada foi sonicada por 1 minuto (15 s on, 10 s off) a 70% de
amplitude, resultando na formacdo da emulsdao dupla A/O/A. Finalmente, a emulsdo dupla
A/O/A foi adicionada a 35 mL de 4gua destilada a 7°C sob agitacdo magnética a 400 rpm por
5 minutos para promover o rapido resfriamento das nanoparticulas lipidicas/poliméricas,
obtendo-se, ao final, aproximadamente 45 mL da emulsdo diluida.

Posteriormente, a emulsdo final foi transferida para placas de petri de 75 mm e colocada
em uma estufa equipada com ldmpadas UV para iniciar o processo de fotopolimerizacao. As
bases das placas de petri foram posicionadas a uma distincia de 4 cm das lampadas. A estufa
foi fechada e uma temperatura de 40°C foi mantida internamente pelas lampadas durante todo
o tempo de reagdo. Foram utilizados dois tempos de reagdo, 10 e 30 minutos, para verificar a
influéncia no teor de gel.

Realizando pequenas adaptagdes e seguindo o mesmo procedimento utilizado na
preparacdo das nanoparticulas brancas, foram preparadas nanoparticulas com a adi¢do de
antimoniato de meglumina. Nas formulagdes com antimoniato de meglumina, uma solugdo
aquosa dessa substancia (300 mg/mL) foi utilizada em vez de dgua destilada na fase aquosa

interna. A Tabela 8 apresenta as formulagdes preparadas para referéncia.

Tabela 8 - Formulagdes preparadas pelo método de dupla emulsdo A/O/A seguida da

fotopolimerizagdo
Fase lipidica Fase aquosa interna Fase aquosa
Formulacao Sol. AM gx:e;r;?)
ol. ol.
CA LS AEU PETMP DMPA (300 mg/mL) AD (9mg/mL)
BRANCO 43 04 24 2,1 0.4 - 39 86,5
AM 43 04 24 2,1 0,4 3,9 - 80,5

Valores expresso em porcentagem da emulsdo A/O/A m/m (%); CA: Cera de abelha; LS: Lecitina de soja; AEU:

2-(acriloiloxi)etil  undec-10-enoato; PETMP: tetraquis  (3-mercaptopropionato  de
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pentaeritritiol); DMPA: 2,2- dimet6xi-2-fenilacetofenona; Sol.: Solugio; T80: Tween 80; AD: Agua

destilada; AM: Antimoniato de meglumina. Fonte: Autor (2024)

4.2.3 Diametro médio

A metodologia estd descrita no item 3.2.3 do capitulo 3.

4.2.4 Potencial zeta

A metodologia esté descrita no item 3.2.4 do capitulo 3.

4.2.5 Eficiéncia de encapsulaciao

A metodologia esté descrita no item 3.2.6 do capitulo 3.

4.2.6 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A metodologia estd descrita no item 3.2.8 do capitulo 3.

4.2.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A metodologia estd descrita no item 3.2.9 do capitulo 3.

4.2.8 Analise termogravimétrica (TGA)

A metodologia estd descrita no item 3.2.10 do capitulo 3.

4.2.9 Teor de gel

Os teores de gel foram determinados no Laboratério de Controle e Processos de

Polimerizagdao (LCP) na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) a partir de uma

solu¢do com concentraciao conhecida das nanoparticulas lipidica/polimérica em tetraidrofurano
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(THF), deixando-o solubilizar por 48 h. Posteriormente, a fase solivel foi filtrada com o auxilio
de uma seringa de vidro e um filtro de nylon, com poros de 0,45 um. Os frascos e os filtros
utilizados foram colocados para secar em uma estufa de convecgao for¢ada a 60 °C por 48 h.
O teor de gel foi entdo calculado com base na Equacdo 4 e 5, onde primeiramente se
realizou o célculo da quantidade de polimero retido (considerando o polimero retido no frasco

e no filtro, Equacdo 4) e depois, o célculo da porcentagem de polimero reticulado (Equacgao 5).
mpg = (Mys + Mgg) — (My — mg) (Eq. 4)

Pr = ‘fn—f.mo (Eq. 5)

Onde mpr € a massa do polimero retido apds a evaporagao dos voléteis, mys € a massa do
frasco seco, mrs € a massa do filtro seco, mv € a massa do frasco utilizado, mr € a massa do
filtro, mp é a massa do polimero utilizado para preparar a solu¢do e Pr a porcentagem do

polimero reticulado.
4.3 RESULTADO E DISCUSSAO
4.3.1 Tamanho das nanoparticulas e potencial zeta
Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados do diametro médio, PdI e o potencial zeta
das nanoparticulas produzidas, os quais fornecem as caracteristicas fisicas e coloidais desses

sistemas.

Tabela 9 - Caracterizagdo das nanoparticulas em relagdo ao tamanho médio (Dp £ S), indice

de polidispersao (PdI + S) e potencial zeta (§ + S)

Nanoparticula lipidica/polimérica  Dp =S (nm) Pdl =S E+S (mV)
Branco 22923 +£2,779  0,230+0,0082  -34,78 £ 1,17
AM 233,16 £2,23  0,212+0,012 -35,22 +0,92

Fonte: Autor (2024)

Observa-se que o diametro médio das nanoparticulas com antimoniato de meglumina
(233,16 nm) € apenas ligeiramente maior do que o das nanoparticulas brancas (229,3 nm),

indicando que o tamanho € pouco afetado. Este pequeno aumento dentro do erro de medida
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pode ser devido a presenca do antimoniato de meglumina, que ocupou espaco dentro das
nanoparticulas, resultando em um aumento no tamanho. A diferenga no tamanho é muito
pequena, indicando que o antimoniato de meglumina ndo afetou a estabilidade das particulas.

Os dados do diametro médio sugerem que as nanoparticulas estdo na faixa desejada para
facilitar a absorcdo celular eficaz. Este tamanho adequado ndo apenas aumenta a probabilidade
de penetracdo em tecidos e células-alvo, mas também minimiza o risco de acimulo em 6rgaos
como o figado, diminuindo potenciais efeitos adversos (LINCE et al., 2011; STEINHAUSER
et al., 2000).

O PdI € uma medida da distribui¢do do tamanho das particulas. Valores baixos de PdI
(como 0,212 na amostra com antimoniato de meglumina) indicam uma distribui¢cdo mais
uniforme de tamanhos de particulas. Comparativamente, a nanoparticula branca também possui
um PdI similar (0,230), sugerindo uma distribui¢do relativamente homogénea das
nanoparticulas. Essa consisténcia nos valores de Pdl em ambas as amostras sugere uma
uniformidade no tamanho das particulas, indicando uma sintese bem controladas.

O potencial zeta reflete a estabilidade e carga superficial das particulas. Valores negativos
(como -34,78 mV na nanoparticula branco e -35,22 mV na nanoparticula com antimoniato de
meglumina) indicam uma boa estabilidade coloidal, onde as cargas repulsivas entre as
particulas impedem a agregacao, preservando a integridade das nanoparticulas. A proximidade
dos valores de potencial zeta em ambas as amostras sugere que o processo de encapsulacdo nao

comprometeu significativamente a estabilidade coloidal das nanoparticulas.
4.3.2 Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacio do antimoniato de meglumina nas nanoparticulas
lipidicas/poliméricas foi em média 25,3%. Por outro lado, as nanoparticulas lipidicas referente

ao capitulo 3 apresentaram eficiéncia de encapsulagao de 20,1% (Tabela 10).

Tabela 10 - Eficiéncia de encapsulagdo do antimoniato de meglumina

Eficiéncia de

Nanoparticula encapsulacio £ S (%)
Lipidica 20,1 +£0,25
Lipidica/polimérica 25,3+0,22

Fonte: Autor (2024)
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A diferenca de 5,2% na eficiéncia de encapsulacdo entre as duas formulacdes pode
parecer ndo tdo importante a primeira vista. No entanto, € crucial ressaltar que a concentragdo
do antimoniato de meglumina encapsulado evidenciado no estudo anterior, pode ser uma
varidvel determinante nesse contexto. Conforme descrito anteriormente a concentragdo de
antimoniato de meglumina utilizada foi de 300 mg/mL, concentracio minima utilizada nos
tratamentos convencionais.

A inclusdo do polimero na formulag¢ao provavelmente desempenhou um papel crucial na
melhoria das propriedades estruturais das nanoparticulas, contribuindo para a formacao de uma
estrutura mais compacta e organizada. Esse aprimoramento estrutural pode ter permitido que as
nanoparticulas acomodassem uma quantidade maior do farmaco, sugerindo uma possivel
explicacdo para o aumento observado na eficiéncia de encapsulacido. Além disso, a alta taxa de
reticulac@o das nanoparticulas pode ter criado barreiras fisicas e quimicas que pode ter efeitos
adicionais na liberacdo controlada do farmaco, contribuindo para uma eficiéncia de
encapsulamento um pouco mais elevada.

Entretanto, mesmo com essas melhorias, a eficiéncia de encapsulacio ainda se manteve
em niveis relativamente baixos. Esse resultado suscita a reflexao sobre a alta concentragao de
antimoniato de meglumina utilizada, levantando a possibilidade de que tenha saturado o
processo de encapsulamento. Parte do farmaco pode ter excedido a capacidade de
encapsulamento das nanoparticulas, resultando em uma fracdo do antimoniato de meglumina
sendo exposta a fase externa das particulas JYOTHI et al., 2010).

Portanto, enquanto a introducdo do polimero trouxe melhorias estruturais e potenciais
beneficios, a questdo da concentracdo do antimoniato de meglumina permanece como um ponto

crucial a ser considerado e investigado mais detalhadamente.

4.3.3 Morfologia

A andlise comparativa entre as nanoparticulas lipidicas/poliméricas e as lipidicas revelou
informacdes sobre suas caracteristicas morfoldgicas e estabilidade estrutural.

Ao examinar a morfologia das nanoparticulas lipidicas/poliméricas, observou-se que
apresentavam uma forma semiesférica, assim como as nanoparticulas lipidicas. A esfericidade
das nanoparticulas € um atributo de grande importancia para a absorcao celular. A baixa relacao
de aspecto das particulas, indicando uma maior proximidade entre o didmetro maior € o menor,
¢ altamente vantajosa em aplicagdes de entrega de substancias terapéuticas. Esse fendmeno

promove uma interagdo mais eficaz com as células, aumentando a efici€ncia na penetragdo das
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nanoparticulas nas células-alvo (DASGUPTA; THORSTEN; GOMPPER, 2014). Como
resultado, ocorre uma maior absorcdo dos medicamentos, levando a um melhor resultado
terapéutico.

Além disso, observou-se que as nanoparticulas lipidicas/poliméricas mantiveram uma
forma mais esférica em comparagdo com as nanoparticulas lipidicas, mesmo sendo submetidas
as mesmas condicdes de andlise no TEM. A presencga do polimero na matriz das nanoparticulas
conferiu-lhes uma maior estabilidade estrutural, resultando em uma menor propensao a fusio e
como consequéncia disse manteve-se uma forma mais esférica. Isso é vantajoso para garantir a
integridade da estrutura durante o processo de formulagdo e armazenamento, contribuindo para

a eficdcia e seguranca dos sistemas de entrega de medicamentos.

Figura 27 - Andlises do TEM das (a, b) nanoparticulas lipidica/polimérica e (c) nanoparticulas

lipidicas

Fonte: Autor (2024)
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4.3.4 Estudo térmico

A andlise das propriedades térmicas de diferentes materiais oferece informagdes
fundamentais sobre seus comportamentos em diversas condi¢des de temperatura. Abaixo estdo
o resultado de quatro materiais analisados: polimero puro, cera de abelha pura, nanoparticula
lipidica (referente ao capitulo 3) e a nanoparticula lipidica/polimérica. Foram realizados
analises de DSC e TGA as quais revelaram informacdes importantes para o estudo.

Nas Figuras 28 e 29 estdo apresentados os graficos de endotérmico e exotérmico das

andlises de DSC, e Tabela 11 os dados extraidos dos gréficos.

Figura 28 - Termograma endotérmico de calorimetria diferencial de varredura (DSC) para o
polimero puro (a), cera de abelha pura (b), nanoparticula lipidica (c) e nanoparticula

lipidica/polimérica (d)
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Fonte: Autor (2024)
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Figura 29 - Termograma exotérmico de calorimetria diferencial de varredura (DSC) para o

polimero puro (a), cera de abelha pura (b), nanoparticula lipidica (c) e nanoparticula

lipidica/polimérica (d)
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Fonte: Autor (2024)
Tabela 11 - Dados obtidos a partir das curvas de DSC
Amostra Tm(°C) AHm J/g) Tc(°C) AHc(J/g) Tg(°C) Acp (J/g°C)
Polimero puro -6,63 10,94 -20,36 -10,62 -24,82 0,674
Cera de abelha pura 54,72 173,44 44,48 -180,62 - -
NP lipidica 49,04 74,85 41,94 -86,07 - -
NP lipidica/polimérica 54,59 50,92 46,48 -69,55 -10,72 0,151

Fonte: Autor (2024)

A partir dos resultados, observamos primeiramente que o polimero puro possui uma

temperatura de fusdo (Tm) de -6,63°C. Esta temperatura de fusdo relativamente baixa indica

que o polimero passa do estado sélido para o estado liquido a temperaturas relativamente

amenas. Por outro lado, a temperatura de cristalizagdo (Tc) € registrada a -20,36°C

representando a transicdo para uma forma cristalina. Além disso, o polimero apresenta uma

temperatura de transi¢do vitrea (Tg) a -25,29°C que estd associado a fase amorfa do polimero

(SOROLLA-ROSARIO et. al, 2022).
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E importante observar que a fusio do polimero puro ocorre em torno de -7 °C. O material
deveria estar liquido a temperatura ambiente, mas nao foi o caso, pois o polimero se apresentava
no estado sélido durante alguns meses de armazenamento, possivelmente isso ocorre pelo fato
do polimero estd 100% reticulado o que impede a mobilidade mantendo a sua estrutura na
temperatura ambiente por um determinado tempo. Porém, ao longo de quatro meses uma
amostra acabou fundindo a temperatura ambiente quando feita em escala maior conforme
descrito por Santin (2023), também € importante ressaltar que o polimero foi classificado como
semicristalino.

A cera de abelha pura possui uma temperatura de fusdo (Tm) mais elevada, 54,72°C,
indicando sua natureza sélida a temperatura ambiente. A temperatura de fusdo sugere uma
estrutura molecular complexa e uma ligagdo forte entre suas moléculas, exigindo uma
quantidade significativa de energia para quebrar essas ligacdes e fundir a substancia.

Além disso, € interessante observar que a cera de abelha possui uma temperatura de
cristalizacdo (Tc) de 44,48°C, momento em que ela passa do estado liquido para o sélido. E
interessante observar também que essa substancia possui uma estrutura altamente ordenada
quando se encontra no estado sélido, o que é comum em materiais cerosos (GALVAO et al.,
2020). A cera também ndo apresenta uma temperatura de transi¢do vitrea, indicando uma
transi¢do mais gradual entre o estado vitreo e o estado sélido.

O polimero e a cera de abelha, foram utilizados como componentes fundamentais na
preparagdo de nanoparticulas. O objetivo principal foi comparar as propriedades das
nanoparticulas resultantes, tanto aquelas compostas apenas por cera de abelha quanto aquelas
preparas com o polimero e a cera de abelha.

Com base nos resultados das nanoparticulas lipidicas descritos no Capitulo 3, ao comparar
com os resultados em relagdo as nanoparticulas lipidicas/poliméricas, observamos algumas
diferencas nas propriedades térmicas. Primeiramente, nas nanoparticulas lipidicas, a
temperatura de fusdo (Tm) foi registrada a 49,04°C. Por outro lado, quando o polimero foi
adicionado as nanoparticulas lipidicas, o Tm aumentou para 54,59°C. Esse aumento no Tm
indica uma maior estabilidade térmica das nanoparticulas quando o polimero foi incorporado,
0 que sugere uma maior resisténcia ao calor e uma menor propensao a fusao prematura. Embora
0 aumento na Tm ndo seja substancial, esse resultado € plausivel, considerando a baixa Tm do
polimero puro (-6,63 °C).

Em relagdo a temperatura de cristalizacio (Tc), observamos uma diferenga similar. Nas

nanoparticulas lipidicas, a Tc foi 41,94°C. Quando o polimero foi adicionado, a Tc aumentou
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para 46,48°C. Esse aumento na Tc indica uma maior ordena¢dao molecular nas nanoparticulas

quando o polimero € adicionado.

Além disso, a adicdo do polimero também introduziu uma nova propriedade térmica nas

nanoparticulas lipidica/polimérica, a temperatura de transi¢do vitrea (Tg), que foi registrada a -

10,72°C. A presenca da Tg sugere uma transi¢do mais gradual entre o estado vitreo e o estado

solido nas nanoparticulas lipidicas/poliméricas.

A transi¢do mais gradual entre os estados vitreo e sélido, juntamente com uma maior

ordenacdo molecular, pode ser altamente benéfica em varias aplicacOes, especialmente em

sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Essa combina¢do permite uma liberacdo mais

previsivel e estdvel dos principios ativos encapsulados nas nanoparticulas, o que é fundamental

para garantir uma terapia eficaz e segura no tratamento (KAMALY et al., 2016).

Na Figura 30 estio apresentados os grificos de TGA e DTG dos materiais estudados, os

quais foram investigados a estabilidade térmica.

Figura 30 - Termogramas da anélise termogravimétrica (TGA) do polimero puro, cera de

abelha pura, nanoparticula lipidica e nanoparticula lipidica/polimérica
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Tabela 12 - Dados obtidos a partir das curvas de TGA e DTG

TGA DTG
Etapas da
Amostra Ti(°C) T¢(°C) Perda de massa (%) Tmax (°C)
degradacao

Etapa 1 375
Polimero puro 180 490 100

Etapa 2 460

Etapa 1 370
Cera de abelha pura 240 480 100

Etapa 2 410

Etapa 1 380
NP lipidica 220 490 100

Etapa 2 410
NP lipidica/polimérica 150 490 100 Etapa 1 375

Fonte: Autor (2024)

Com uma temperatura inicial de decomposicao (Ti) de 240 °C e uma temperatura final
(Tf) de 480 °C, a cera de abelha pura resistiu a esta faixa de temperatura antes de entrar em
processo de decomposicao. Semelhante a cera de abelha pura, o polimero puro apresentou uma
Ti de 180 °C e uma Tf de 490 °C, também exibindo uma 6tima resisténcia ao calor.

Comparando as duas substancias, a cera de abelha pura possui uma temperatura inicial de
decomposi¢ao mais alta (240 °C) em comparacdo com o polimero puro (180 °C). Isso sugere
que a cera de abelha é mais resistente a temperaturas iniciais elevadas. No entanto, ambas as
substancias apresentam temperaturas finais de decomposi¢iao semelhantes (480 °C para a cera
de abelha e 490 °C para o polimero), indicando que ambas mantém sua estabilidade estrutural
em temperaturas mais altas.

Ao analisar a temperatura inicial (220 °C) e final (490°C) de decomposi¢do da
nanoparticula lipidica € notdvel que a substincia possui uma estabilidade térmica semelhante a
cera de abelha pura.

Ao adicionar o polimero a cera de abelha, observa-se que a temperatura inicial (150 °C)
das nanoparticulas lipidicas/poliméricas € menor do que a das outras amostras reduzindo a
temperatura de inicio da decomposi¢ao. Apesar da redu¢do na temperatura inicial, a temperatura
final (490 °C) permanece relativamente constante, indicando que, independentemente da
composi¢do, todas as amostras se decompdem completamente em temperaturas semelhantes,
indicando uma estabilidade térmica consistente nesse estigio.

A presenga do polimero na amostra de nanoparticulas lipidicas/poliméricas parece nao

ter afetado a temperatura final da decomposi¢do, mas pode ter influenciado a cinética da
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decomposicdo, como sugerido pelas diferencas nas taxas de decomposicao (refletidas nos picos
DTG). Em resumo, os resultados indicam que a adi¢do do polimero puro as nanoparticulas
lipidicas pode ter alterado as propriedades térmicas da amostra, levando a uma decomposic¢ao
mais gradual em temperaturas mais baixas, ou seja, a estrutura do material estd se desintegrando
de maneira mais uniforme e distribuida ao longo de uma gama mais extensa de temperatura em
compara¢cdo com materiais que t€m picos de decomposi¢do mais agudos e concentrados em
uma temperatura especifica. Esse fato pode ser atribuido as interacdes entre o polimero e o
lipidio que como resultado modificou o comportamento de fusdo dos componentes, levando a

um unico evento de decomposicao durante o aquecimento.

4.3.5 Teor de gel

O teor de gel do polimero nas nanoparticulas desempenha um papel crucial na
determinac¢do de suas propriedades e aplicacdes. Os resultados do teor de gel obtidos para as
formulacdes de nanoparticulas lipidicas/poliméricas sdo bastante proximos, com uma diferenca
de apenas 1,79% entre o tempo de reagdo de 10 minutos (66,98%) e o tempo de reacdo de 30
minutos (65,19%) conforme a Tabela 13. Essa pequena diferenca indica que o tempo de reacao
ndo teve um impacto significativo no teor de gel das nanoparticulas.

Parece que o sistema atingiu uma taxa de gel maxima ja no tempo de reacdo de 10
minutos, € prolongar o tempo de reagdo para 30 minutos ndo resultou em um aumento. Isso
sugere que o processo de fotopolimerizacdo alcancou uma estabilidade, onde a maioria dos
grupos reativos foi incorporada a rede polimérica, indicando a formacao completa da estrutura
desejada.

O teor de gel em torno de 65-67% ¢€ relativamente alto e sugere uma rede polimérica bem
formada nas nanoparticulas. Este teor de gel confere as nanoparticulas uma estabilidade
estrutural significativa. Em ambientes desafiadores, como variagcdes de temperatura ou presenca
de solventes, a estrutura reticulada proporciona resisténcia a desintegracdo, garantindo a
integridade das nanoparticulas ao longo do tempo (PONZIO et al., 2017). Isso é fundamental
para aplicagdes biomédicas e farmaceéuticas, onde a estabilidade das formulacdes € essencial
para a eficécia e seguranca dos medicamentos.

Além disso, o teor de gel tem um impacto direto na eficiéncia de encapsulamento do

antimoniato de meglumina. Com uma estrutura mais estavel e compartimentos bem definidos
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formados pela reticulacdo, as nanoparticulas podem proteger efetivamente o conteddo
encapsulado (MACHTAKOVA; THERIEN-AUBIN; LANDFESTER, 2022). Isso ¢é
especialmente importante para farmacos sensiveis que requerem prote¢ao contra condig¢des

adversas até o momento da liberagdo controlada no local desejado no corpo.

Tabela 13 - Resultados dos testes do teor de gel do polimero nas nanoparticulas

lipidica/polimérica
Nanoparticula
lipidica/polimérica Teor de gel Media £5
NP 110 min) 64,38
NP 210 min) 69,13 66,98 + 1,96
NP 310 min) 67,43
NP 130 min) 64,48
NP 230 min) 65,26 65,19 £ 0,56
NP 330 min) 65,84

Fonte: Autor (2024)

Outro aspecto crucial a considerar € o controle da liberagdao do antimoniato de meglumina.
Com o teor de gel obtido, € provavel que a liberacdo do farmaco seja mais lenta e controlada.
A reticulacdo cria barreiras fisicas e quimicas que regem a liberacdo do farmaco, o que é
particularmente valioso em terapias de liberacdo prolongada, onde doses constantes e
controladas sdo essenciais para a eficdcia do tratamento (SAFDAR et al., 2019; MIKUSOVA;
MIKUS, 2021).

4.4 CONCLUSAO

Neste estudo, foi desenvolvida uma formulagcdo de nanoparticulas lipidicas/poliméricas
para o encapsulamento do antimoniato de meglumina, um farmaco essencial no tratamento da
leishmaniose. A combinacdo de cera de abelha e um polimero derivado de fontes renovaveis
resultou em nanoparticulas com caracteristicas fisicas, coloidais e térmicas promissoras para
aplicacdes biomédicas.

As nanoparticulas lipidicas/poliméricas apresentaram um didmetro médio na faixa
desejada para facilitar a absor¢do celular eficaz, além de uma distribuicdo de tamanho

homogénea indicada pelo baixo indice de polidispersdao. A eficiéncia de encapsulacdo do
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antimoniato de meglumina foi um pouco melhorada em compara¢do com as nanoparticulas
lipidicas estudadas anteriormente, indicando uma encapsulacdo eficaz do fairmaco na matriz
lipidica/polimérica. A andlise térmica revelou uma estabilidade térmica satisfatéria das
nanoparticulas, com uma transi¢do mais gradual entre os estados vitreo e s6lido, indicando uma
liberacdo controlada e previsivel do farmaco ao longo do tempo.

Além disso, o teor de gel das nanoparticulas foi otimizado, resultando em uma estrutura
polimérica bem formada que proporciona resisténcia a desintegracdo e protecdo eficaz do
conteudo encapsulado.

Por meio do estudo podemos concluir um avanco no campo da entrega de farmacos,
combinando eficiéncia de encapsulacdo aprimorada com praticas sustentaveis. A utilizacao de
polimeros derivados de fontes renovaveis nao apenas reduz a dependéncia de recursos ndo-
renovaveis, mas também contribui para a resolu¢do do problema da degradabilidade dos
materiais poliméricos. Além disso, a liberagdo controlada e previsivel do antimoniato de
meglumina oferece uma abordagem terap€utica mais eficaz e segura para o tratamento da
leishmaniose.

O estudo da um passo importante em direc¢do a praticas mais ecologicamente responsaveis
na nanomedicina, a0 mesmo tempo em que oferece solugdes inovadoras para desafios
terapéuticos em doencas infecciosas e condi¢des cronicas.

Espera-se que que este estudo ajude continuar explorando abordagens sustentdveis e
eficazes para a entrega de farmacos, contribuindo para avancos significativos na saude global.
Além disso, o estudo fornece uma base sélida para investigacdes futuras, incluindo testes in

vitro e in vivo para avaliar a eficdcia terapéutica e a segurancga bioldgica dessas nanoparticulas.
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5 CONCLUSAO GERAL

A pesquisa realizada revela um potencial promissor no uso de nanoparticulas como
veiculos de entrega de compostos terapéuticos para o tratamento da leishmaniose. Através de
testes com as nanoparticulas lipidicas, foi observado que ndo houve efeitos citotdxicos,
evidenciando sua seguranca para aplicacdo biomedicina. Além disso, o uso de substincias
sustentdveis na sua producdo fortalece a viabilidade ambiental desse método terapéutico.

A técnica de dupla emulsdo destacou-se como uma abordagem eficaz na producao das
nanoparticulas, permitindo a obtenc¢do de particulas com tamanho e estabilidade adequados para
aplicagdes biomédicas. Através de estudos moleculares, confirmou-se a auséncia de interagdes
indesejadas entre os farmacos e os constituintes das nanoparticulas lipidicas, preservando assim
a eficiéncia terapéutica dos compostos.

Embora ndo tenha sido observado efeito direto sobre as formas promastigotas, as
nanoparticulas demonstraram potencial como veiculos de entrega intracelular de farmacos. A
adicdo de polimeros nas nanoparticulas lipidicas melhorou a eficiéncia de encapsulacdo,
especialmente para substancias hidrofilicas, podendo ampliar assim suas capacidades
terapéuticas.

Andlises térmicas revelaram uma transicao mais gradual entre os estados vitreo e s6lido
das nanoparticulas, sugerindo uma liberacdo controlada e previsivel dos farmacos. O teor de
gel obtido demonstrou a formac¢do de uma rede polimérica estdvel, o que contribui para a
estabilidade das nanoparticulas durante sua aplicagdo terapéutica.

No entanto, para consolidar o potencial terapéutico das nanoparticulas no tratamento da
leishmaniose, sdo necessarios estudos adicionais. Testes em fases posteriores do parasita, como
amastigotas, e estudos in vivo sdo essenciais para avaliar a eficdcia terapéutica das
nanoparticulas em condi¢des mais proximas da realidade clinica. Além disso, a compreensao
aprofundada da absorc¢do, distribuicdo e metabolismo das nanoparticulas é fundamental para

estabelecer uma base s6lida para sua aplicacdo clinica. Esses esfor¢os adicionais fornecerao
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uma compreensao mais abrangente do potencial terapéutico das nanoparticulas no tratamento
da leishmaniose, contribuindo significativamente para o avanco da medicina no combate a essa

doenca negligenciada.

5.1 SUGESTOES PARA FUTUROS ESTUDOS

Como sugestdes para futuras pesquisas, proponho uma série de experimentos que visam
aprofundar nosso entendimento sobre o potencial das nanoparticulas no tratamento da
leishmaniose. Esses estudos adicionais s@o cruciais para fornecer uma base sdlida para a
aplicagdo clinica desses sistemas de entrega de farmacos inovadores.

Primeiramente, seria altamente benéfico realizar testes antiamastigotas para avaliar
diretamente a capacidade das nanoparticulas de combater a fase intracelular do parasita
Leishmania. Isso nos permitird determinar se essas nanoparticulas podem ser eficazes no
tratamento da doenca em um estdgio crucial de sua progressao.

Além disso, € essencial realizar testes in vivo para avaliar a eficdcia terapéutica, a
biodistribui¢do e a seguranca das nanoparticulas em um organismo vivo. Esses experimentos
nos ajudardo a entender melhor como as nanoparticulas interagem com o sistema bioldgico,
bem como sua capacidade de atingir o alvo desejado e sua toxicidade potencial.

Investigar a farmacocinética e a farmacodinidmica das nanoparticulas também ¢&
fundamental. Isso inclui estudar detalhadamente processos como absorcdo, distribui¢do e
metabolismo das nanoparticulas no corpo. Essas informagdes sdo essenciais para otimizar as
formulacdes e garantir uma entrega eficaz do farmaco ao local de acdo.

Por fim, € importante explorar maneiras de otimizar as formula¢des das nanoparticulas,
especialmente em relacido a eficiéncia de encapsulacdo do antimoniato de meglumina. Isso
envolveria a investigacdo de diferentes parametros de formulacdo para maximizar a carga de
farmaco nas nanoparticulas, garantindo assim uma terapia mais eficaz contra a leishmaniose.

Esses experimentos propostos representam uma extensido logica do trabalho atual e
fornecerdo uma base sélida para o desenvolvimento futuro de terapias inovadoras para o
tratamento da leishmaniose. Ao abordar essas questdes, podemos avangar significativamente

no campo da nanomedicina e contribuir para a melhoria da saide publica.
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