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RESUMO

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs), como a leishmaniose tegumentar americana
(LTA), continuam sendo um desafio a saude publica devido a toxicidade dos tratamentos
disponiveis. As arboviroses, também classificadas como DTNs, sdo transmitidas pelo Aedes
aegypti, cujo controle com inseticidas convencionais acarreta impactos ambientais
significativos em razdo de sua elevada toxicidade. Diante disso, cresce o interesse por
alternativas mais seguras, como formulacdes a base de bioativos naturais. Nesse estudo, foi
desenvolvido nanogéis semissolidos contendo 6leo essencial de Duguetia stelechantha
(OED:s), utilizando os copolimeros F127, 974P e agua como Unico solvente visando uma
abordagem ecofriendly. O OE da D. stelechantha foi extraido por hidrodestilacdo e
caracterizado por CG-EM, com identifica¢do predominante de sabineno (41,44%), terpin-4-ol
(17,61%) e p-cimeno (3,70%), confirmados por RMN de 'H e *C. Diferentes concentracdes
de OEDs foram testadas nas formulag¢des, sendo a mais estavel, aquela com 1% de 6leo
(nGF2002Ds), posteriormente combinada com concentragdes crescentes de curcumina
(CUR), sendo 0,02% de CUR (nGF2002DsC) a mais adequada. A andlise de espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) revelou alteragdes vibracionais das
ligagdes O—H, C—H e C=0 da matriz polimérica do nanogel base, indicando interagcdes com
os bioativos (OEDs e OEDs/Curcumina). As analises por espalhamento dinamico de luz
(DLS) demonstraram que a presenga dos compostos promove maior estabilidade coloidal,
evidenciada pela redu¢ao do didmetro hidrodinamico (Dh) e pelo aumento do coeficiente de
difusdo (Dif). A analise reoldgica confirmou o aumento da viscosidade, elasticidade e
organizacao estrutural da matriz contendo os bioativos. Além disso, a analise por Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) indicou estabilidade térmica do nanogel nGF2002Ds,
enquanto as analises morfoldgicas de microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia de forga atdmica (AFM) revelaram morfologia homogénea e maior rigidez
superficial apds a incorporagdo do oOleo. Diante dessa encapsulacdo bem sucedida dos
bioativos, o nanogel nGF2002Ds apresentou forte efeito larvicida contra larvas de Aedes
aegypti, com CLso de 97,7 pg/mL e CLs de 177,7 pg/mL em 24 horas. Na avaliagdo
toxicologica com zebrafish (Danio rerio), o nanogel nGF2002Ds demonstrou toxicidade
dose-dependente, com aumento das alteragdes teratogénicas conforme o aumento da
concentragdo do oleo. Em ensaio in vitro contra a Leishmania amazonense, o nanogel atingiu
100% de mortalidade em 24 horas, superando a atividade do OEDs puro (96,5%). Os
resultados destacam o potencial dos nanogéis como abordagem nanotecnologica sustentavel
para superar as limitagdes de bioativos naturais no controle e tratamento das DTN.

Palavras chaves: Desenvolvimento de nanogéis; Oleo essencial de Duguetia stelechantha;
Aedes aegypti; Leishmaniose; Zebrafish (Danio rerio).



ABSTRACT

Neglected Tropical Diseases (NTDs), such as American cutaneous leishmaniasis (ACL),
remain a public health challenge due to the toxicity of available treatments. Arboviruses, also
classified as NTDs, are transmitted by Aedes aegypti, whose control using conventional
insecticides leads to significant environmental impacts due to their high toxicity. In this
context, there is growing interest in safer alternatives, such as formulations based on natural
bioactive compounds. In this study, semisolid nanogels containing essential oil of Duguetia
stelechantha (EOs) were developed, using the copolymers F127, 974P, and water as the sole
solvent, aiming at an eco-friendly approach. The EO from D. stelechantha was extracted by
hydrodistillation and characterized by GC-MS, identifying sabinene (41.44%), terpinen-4-ol
(17.61%), and p-cymene (3.70%) as major constituents, confirmed by 'H and *C NMR.
Different concentrations of EOs were tested in the formulations, with the most stable being
that with 1% oil (nGF2002Ds), which was subsequently combined with increasing
concentrations of curcumin (CUR), with 0.02% CUR (nGF2002Ds() being the most suitable.
Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy revealed vibrational changes in the O—H,
C—H, and C=0O bonds of the nanogel polymeric matrix, indicating interactions with the
bioactives (EOs and EOs/Curcumin). Dynamic light scattering (DLS) analysis showed that
the presence of these compounds promoted greater colloidal stability, evidenced by the
reduction in hydrodynamic diameter (Dh) and the increase in the diffusion coefficient (Dif).
Rheological analysis confirmed the increase in viscosity, elasticity, and structural organization
of the matrix containing the bioactives. Additionally, differential scanning calorimetry (DSC)
indicated thermal stability of the nGF2002Ds nanogel, while morphological analyses using
scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM) revealed
homogeneous morphology and increased surface rigidity after oil incorporation. Due to the
successful encapsulation of the bioactives, the nGF2002Ds nanogel exhibited strong larvicidal
activity against Aedes aegypti larvae, with an LCso of 97.7 pg/mL and LCs of 177.7 pg/mL
within 24 hours. In the toxicological evaluation using zebrafish (Danio rerio), the nGF2002Ds
nanogel demonstrated dose-dependent toxicity, with an increase in teratogenic alterations as
the oil concentration increased. In an in vitro assay against Leishmania amazonensis, the
nanogel achieved 100% mortality within 24 hours, surpassing the activity of pure EOs
(96.5%). These results highlight the potential of nanogels as a sustainable nanotechnological
approach to overcome the limitations of natural bioactives in the control and treatment of
NTDs.

Keywords: Nanogel development; Duguetia stelechantha essential oil; Aedes aegypti,
Leishmaniasis; Zebrafish (Danio rerio).



Integracio da Pesquisa aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

A pesquisa apresentada na dissertacdo “Desenvolvimento de Nanogéis a Base de Bioativos
Naturais como Abordagem Inovadora para o Controle e Tratamento de Doencas Tropicais
Negligenciadas e Avaliacdo Toxicoldgica em Modelo Zebrafish (Danio rerio)” esta alinhada
aos ODS da ONU, especialmente ao ODS 3 (Saude e Bem-Estar), ODS 9 (Industria, Inovacao
e Infraestrutura) e ODS 12 (Consumo e Produgdo Responsaveis). O ODS 3 ¢ atendido pela
proposta de tratamentos mais seguros ¢ eficazes para a leishmaniose e arboviroses
transmitidas pelo Aedes aegypti, por meio de nanogéis com Oleo essencial de Duguetia
stelechantha e curcumina. O ODS 9 envolve o uso de nanotecnologia e engenharia de
materiais no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados semissélidos (nanogéis). Ja o
ODS 12 ¢ contemplado por uma abordagem ecofriendly, utilizando agua como Unico solvente
e copolimeros biocompativeis (Pluronic F127 e Carbopol 974P), além da valorizagdo de
recursos naturais oriundos da biodiversidade maranhense. Ja os testes toxicologicos com
zebrafish (Danio rerio) reforgam o compromisso com a bioética e os principios dos 3Rs
(Reducao, Substitui¢do e Refinamento). A pesquisa, portanto, integra inovagao cientifica e

responsabilidade ambiental em favor da satide e sustentabilidade globais.
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1 INTRODUCAO

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs) compreendem um grupo de infecgdes
que afetam desproporcionalmente populacdes em situacdo de vulnerabilidade
socioeconOmica, principalmente em regides tropicais e subtropicais (VALENZUELA;
AKSQY, 2018). Mais de 1 bilhdo de pessoas estdo expostas a essas doengas, entre as quais se
destacam a leishmaniose, a doenca de Chagas e as arboviroses como a dengue (NUNES et al.,
2021). Essas enfermidades compartilham fatores estruturais, como deficiéncia de saneamento
basico, modo transmissdo vetorial e impacto socioecondmico significativo nas comunidades
afetadas (DOS SANTOS, 2023).

A leishmaniose, por exemplo, representa uma das DTNs mais preocupantes, sendo
responsavel por cerca de 1,3 milhdes de casos anuais e até 30.000 mortes no mundo
(OLIVEIRA et al., 2022). No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA), uma
zoonose transmitida por flebotomineos do género Lutzomyia, possui maior incidéncia nas
regides Norte e Nordeste, com 95,73% dos casos notificados (MELO et al., 2020). A alta
expansdao dessa enfermidade ¢ impulsionada por fatores socioambientais, como
desmatamento, migracdo desordenada e maior contato humano com areas florestais
(AUGUSTO et al., 2019).

No Maranhdo, a principal espécie que predomina é Leishmania amazonensis, que
provoca lesdes cutaneas (localizadas e disseminadas) e mucocutanea de dificil cicatrizagao
(DOURADO et al., 2024; TORRES-GUERRERO et al., 2017). O tratamento da LTA ainda
representa um desafio, principalmente pelas limitagdes dos medicamentos disponiveis, como
o antimoniato de meglumina e a anfotericina B, que apresentam elevada toxicidade, alto custo
e resisténcia parasitaria (SUNDAR; SINGH, 2018; PINHEIRO; DE SOUZA, 2022). O
antimoniato, embora recomendado pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) como
tratamento de primeira linha, pode causar efeitos adversos como mialgia, nduseas, vOomitos,
cefaleia, anorexia e, em casos graves, insuficiéncia renal, pancreatite e faléncia hepatica
(MOREIRA et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2009).

Ja a anfotericina B, devido a sua afinidade pelo colesterol das membranas celulares
humanas, est4 associada a nefrotoxicidade, um efeito adverso dose-dependente, podendo levar
a distarbios hidroeletroliticos e insuficiéncia renal aguda (LARABI, 2003;
LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Além disso, os custos anuais com
antimoniato de meglumina e anfotericina B chegam a US$100.607,68 ¢ US$769.341,17,
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respectivamente, o que evidencia o impacto ndo apenas clinico, mas também econdmico no
tratamento (CARVALHO et al., 2021).

Outras DTNs de relevancia crescente sdo as arboviroses transmitidas pelo Aedes
aegypti, como dengue, zika e chikungunya, cujos surtos frequentes sobrecarregam os sistemas
de saude e geram altos custos sociais € econdmicos, especialmente em estados como o
Maranhio, onde a dengue apresenta alta incidéncia e mortalidade (FERREIRA et al., 2018;
CUPERTINO et al., 2025). O controle do 4. aegypti enfrenta desafios, como resisténcia de
inseticidas sintéticos e a capacidade de adaptacdo do vetor em ambientes urbanos, agravada
pela precariedade do saneamento basico (TATHYANA BENETIS PIAU et al., 2022).

Inseticidas como organoclorados (OCPs), organofosforados (OPs), carbamatos e
piretroides, embora eficazes, apresentam alta toxicidade para organismos nao alvo e riscos
ambientais (MOYES et al., 2017). O uso prolongado desses compostos tem contribuido para o
surgimento de populacdes resistentes e representa uma ameaca a saude humana e ao equilibrio
ecoldgico (LEEMANS et al., 2019; CHRUSTEK et al., 2018).

Diante disso, o uso de produtos naturais ¢ uma alternativa promissora e inovadora para
o controle e tratamento das DTNs (FAUSTINO et al., 2020). O Maranhao abriga uma rica
biodiversidade de plantas aromaticas produtoras de dleos essenciais (OEs), como as espécies
do género Duguetia. Esses compostos sdo amplamente reconhecidos por suas propriedades
terapéuticas, incluindo atividades antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatoria e citotoxica e
por serem menos toxicos e mais biodegraddveis que agentes sintéticos convencionais
(DINCHEVA; BADJAKOV; GALUNSKA, 2023; FAUSTINO et al., 2020).

Outro composto de destaque é a curcumina, com efeitos anti-inflamatoérios,
antioxidantes, antimicrobianos, antitumorais, antidiabéticos e neuroprotetores (RAHAMAN et
al., 2020). No entanto, tanto os OEs quanto a curcumina apresentam limitagdes, como baixa
solubilidade e estabilidade, que dificultam sua aplicacdo. Para superar essas barreiras,
estratégias nanotecnoldgicas como a encapsulacdo em nanocarreadores tém sido exploradas
(GUIDOTTI-TAKEUCHI et al., 2022).

Ainda assim, € essencial avaliar a seguranca toxicoldgica dessas formulagdes. Nesse
contexto, o modelo experimental com zebrafish (Danio rerio) ¢ amplamente utilizado na
triagem toxicologica de compostos naturais e sintéticos, devido ao seu rapido
desenvolvimento embrionario, baixo custo de manutencao, transparéncia dos embrides e alta

homologia genética com humanos (cerca de 70%) (GUILLEN et al., 2022).
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Esse modelo também favorece a aplicagdo dos principios dos 3Rs (reducdo,
substituigdo e refinamento), sendo amplamente utilizado na investigagdo de efeitos
teratogénicos, neurotdxicos, cardiotoxicos, hepatotoxicos e nefrotoxicos (BAUER et al.,
2021; HAKAN CELEBI et al., 2023). Dessa forma, o desenvolvimento de nanogéis a base de
bioativos naturais, como o Oleo essencial de Duguetia stelechantha (OEDs) e
OEDs/curcumina, apresenta uma abordagem integrada e inovadora para o enfrentamento das

DTN, aliando eficacia terapéutica, seguranca e sustentabilidade ambiental.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aplicaciao da nanotecnologia nos tratamentos da LTA

A LTA apresenta desafios significativos em seus tratamentos, devido a toxicidade dos
farmacos convencionais, a crescente resisténcia parasitaria ¢ a baixa adesdo dos pacientes as
terapias prolongadas (WHO, 2023). Nesse contexto, os sistemas nanoestruturados tém sido
amplamente investigados por sua capacidade de melhorar a entrega de medicamentos, reduzir
a toxicidade e aumentar a eficacia terap€utica. As nanoparticulas por exemplo, possuem
propriedades desejaveis, atuando como sistemas de administracdo eficazes, uma vez que
encapsulam o farmaco contra a degrada¢do e direcionando-o de forma mais eficiente as
células infectadas (macrofagos), onde os parasitas se replicam (HASSAN et al., 2022).

A incorporacdo de antimoniais pentavalentes em nanoparticulas poliméricas
demonstra potencial para reduzir a dose necessaria e minimizar efeitos adversos. Um exemplo
sdo as formulagdes lipidicas da anfotericina B que apresentam um amplo espectro de
atividade contra fungos patogénicos, com uma taxa de sucesso significativamente maior e
toxicidade reduzida em comparagdo com suas formas convencionais (NEGRI et al., 2014).
Além da anfotericina B lipossomal, outros farmacos, como a miltefosina e derivados de
quinolina, tém sido encapsulados em lipossomas com o objetivo de melhorar sua solubilidade
em meios bioldgicos, prolongar sua circulagdo no organismo e aumentar o direcionamento aos
macrofagos infectados (FELIPE FRANCISCO TUON et al., 2022).

Outra classe versatil sdo as nanoparticulas poliméricas, amplamente empregadas
devido a sua biocompatibilidade e baixa toxicidade. Sistemas formulados com polimeros
biodegradaveis, como o PLGA (poli(acido lactico-co-glicolico)), tém sido utilizados para
encapsular farmacos com atividade antileishmania, promovendo liberacdo controlada,
mantendo concentragdes terapéuticas prolongada e diminuindo a frequéncia de doses, o que

pode melhorar a adesdo ao tratamento (LU et al., 2023; KATEBI et al., 2024). No entanto, a
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nanotecnologia vai além da otimizacdo de farmacos existentes, sendo também empregada no
desenvolvimento de formulagdes para novas moléculas com potencial leishmanicida, muitas
vezes com baixa solubilidade e biodisponibilidade (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017).
Nesse contexto, uma estratégia complementar ¢ a prospeccao de compostos bioativos
extraidos de plantas medicinais, como proposto neste estudo. Produtos naturais tém
demonstrado atividade significativa frente a Leishmania, devido a presenca de metabdlitos
secundarios com diversidade farmacologica, encontrados em diferentes partes das plantas,
como raizes, frutos, folhas, caules e sementes (GUTIERREZ—REBOLLEDO;
DRIER-JONAS; IMENEZ-ARELLANES, 2017; RODRIGUES et al., 2023).

2.2 Nanogéis como Ferramenta Inovadora no Combate ao Aedes aegypti

A crescente preocupag¢do com as doengas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti,
como dengue, zika, chikungunya, tem impulsionado a busca por novas estratégias de controle
vetorial. As estratégias convencionais, como o uso de inseticidas t€ém demonstrado limitagdes,
devido a resisténcia dos mosquitos e aos impactos ambientais (CUPERTINO et al., 2025).

Nesse cendrio, a nanotecnologia emerge como uma area promissora, com destaque
para a aplicagdo de nanogéis como uma solu¢do inovadora e potencialmente mais eficaz e
sustentavel. Os nanogéis sao materiais poliméricos com estrutura tridimensional, geralmente
hidrofilicos, que podem encapsular e liberar de forma controlada diversas substancias. Sua
escala nanométrica confere propriedades unicas, como alta area superficial, capacidade de
penetracdo em barreiras bioldgicas e estabilidade aprimorada (BOSE et al., 2021).

No combate ao Aedes aegypti, o interesse nos nanogéis reside na sua capacidade de
atuar como sistemas de entrega para larvicidas, repelentes, ou até mesmo agentes de controle
biologico, otimizando a acdo dessas substancias e minimizando efeitos adversos. Nanoggis
tém sido explorados como sistemas eficazes para encapsular compostos naturais, permitindo a
liberagdo controlada do ativo no ambiente aquatico onde se desenvolvem as larvas de Aedes
aegypti MARQUES et al., 2024; RIDA ZAINAB et al., 2024).

Estudos indicam que nanoparticulas de quitosana contendo oOleo essencial de
Stylosanthes guianensis apresentaram significativa atividade larvicida contra o vetor,
evidenciando seu potencial no controle bioldgico (TACIANO PERES FERREIRA et al.,
2019). De forma semelhante, nanocompositos a base de alginato de so6dio e quitosana foram
utilizados como carreadores de cinamaldeido, composto hidrofobico extraido da canela,

demonstrando eficécia larvicida comparavel a do temefos comercial (WONG et al., 2020).
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Além disso, nanogéis formulados com OE de citronela, mostraram-se eficazes na
repeléncia de mosquitos, promovendo acdo prolongada e maior aceitagdo por parte dos
usudrios (AGUS SUBAGIYO et al., 2024). Essas estratégias de encapsulamento protegem os
compostos bioativos da degradacdo ambiental e favorecem sua interagdo com as larvas,
aumentando a mortalidade do vetor. Trata-se, portanto, de uma abordagem promissora para o
controle prolongado de mosquitos, com baixo risco para organismos nao-alvo (MAYILSAMY

et al., 2025).

2.3 Género Duguetia

O género Duguetia (familia Annonaceae) é composto por cerca de 100 espécies, das
quais 67 estao registradas no Brasil, sendo 29 endémicas (SANTOS et al., 2022). As espécies
desse género ocorrem em diversos ecossistemas tropicais da América Latina, com maior
diversidade registrada na regido AmazoOnica, seguida pela Mata Atlantica (BAZANTE;
PAUL; REGINA, 2023). No Nordeste brasileiro, estdo presentes em varios estados, incluindo
o Maranhado, e adaptadas a diferentes condi¢des ecoldgicas, como em florestas de terra firme,
ambientes ndo inundaveis e com elevada diversidade vegetal (LOBAO, 2024; VICENTINI,
2024).

As espécies de Duguetia possuem relevancia etnofarmacoldgica, sendo
tradicionalmente utilizadas por comunidades locais para tratar disturbios gastrointestinais,
reumatismos, doengas de pele, disfungdes renais e febres (SOUSA et al., 2004; DA SILVA
ALMEIDA et al, 2010). Ainda que os estudos farmacoldgicos sistematizados sejam
limitados, diferentes pesquisas vém destacando suas propriedades medicinais com base na
composi¢do dos OEs, ricos em terpenos, como monoterpenos € sesquiterpenos oxigenados
(MAFFEI; GERTSCH; APPENDINO, 2011).

A diversidade quimica desses Oleo confere ao género uma ampla gama de
bioatividades, como propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria, antinociceptiva e
citotoxica (VIEIRA et al., 2016; DA SILVA ALMEIDA et al., 2010). Por exemplo, o OE de
Duguetia furfuracea demonstrou atividade antifingica contra cepas de Candida, além de
atividades antioxidantes e anti-inflamatorias relevantes (PINHO et al., 2016; DO SANTOS et
al., 2018). Ja Duguetia lanceolata apresentou efeitos antinociceptivos e anti-inflamatorios em
modelos murinos, atribuidos a presenca de compostos como o espatulenol (SOUSA et al.,

2004)(VIEIRA et al., 2016).
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Essa mesma espécie também demonstrou efeitos inseticidas frente a Spodoptera
frugiperda, evidenciando seu potencial para o controle vetorial por meio de repelentes
naturais (ROSETTI et al.,, 2023). Outras espécies do género também se destacam: D.
gardneriana apresentou agdo antimicrobiana e citotoxica (DA SILVA ALMEIDA et al.,
2010); D. chrysocarpa, atividade antinociceptiva (ALMEIDA et al., 2012); D. pycnastera,
potencial anticancerigeno (COSTA et al.,, 2022); e D. echinophora, agdo citotoxica

(CASCAES et al., 2022). Esses dados estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Espécies de Duguetia com propriedades biologicas.

ESPECIE ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIA
D. gardneriana Antimicrobiana e citotoxica  Da Silva Almeida et al. (2010)
D. lanceolata Antimicrobiana, citotoxica e Sousa et al. (2012); Rosetti et
inseticida al. (2023)
D. chrysocarpa Antinociceptiva Almeida et al. (2012)
D. pycnastera Anticancerigena Costa et al. (2022)
D. furfuracea Anti-inflamatoria, Saldanha et al. (2021); Pinho
antinociceptiva e antifingica et al. (2016)
D. echinophora Citotdxica Cascaes et al. (2022)

D. (Duguetia)

Esses resultados apontam o género Duguetia como uma importante fonte de
metabolitos bioativos, com destaque para os 6leos essenciais como principais responsaveis
pelas atividades observadas. Nesse contexto, destaca-se Duguetia stelechantha, uma espécie
ainda pouco estudada, conhecida popularmente como “amejun”, “ata do mato” e “ata brava”,

b

cuja composicao rica em terpenos torna seu OE o foco central deste estudo (Figura 1).
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Figura 1 - Duguetia stelechantha, uma espécie do género Duguetia encontrada no Maranhao
(esquerda) e representagdes das estruturas quimicas dos principais constituintes do OE

extraido de suas folhas (direita).

10 7
3 5 6 2
2 6 5 3
1 4
g~ 79 107 8 >0
Sabineno Terpinen-4-ol p-cimeno

Fonte: Autora (2025).

2.4 Curcumina na Terapia Combinada

A clircuma é uma planta da familia do gengibre (Zingiberaceae), originria da India e
apresenta um grande valor medicinal, como cicatrizagdo de feridas e distarbios
dermatologicos (KOTHA; LUTHRIA, 2019). A curcumina (CUR) ¢ o principal polifenol
encontrado no rizoma da Curcuma longa (acafrdo-da-terra) e em outras espécies (Curcuma

ssp.) (Figura 2).

Figura 2 - Imagem de Curcuma longa (esquerda), rizomas e extrato de curcuma (direita) e

estrutura quimica da molécula de curcumina (abaixo).

Curcumina

Fonte: Autora (2025).



22

A curcumina apresenta formula molecular C,,H,,O,, peso molecular de 368,39 g/mol e
momento dipolar de 10,77 D no estado fundamental. E um polifenol constituido por dois
grupos fenodlicos (O-metoxi) aromaticos, uma por¢ao P-dicarbonila e uma cadeia de sete
carbonos contendo fragdes enona, o que favorece sua redistribui¢ao eletronica e ressonancia
de elétrons 7, fundamentais para suas propriedades fotofisicas e fototerapéuticas (XU et al.,
2018). Dessa forma, a curcumina destaca-se como fotossensibilizador natural, absorvendo luz
na faixa de 300 a 500 nm, sendo potencialmente aplicavel na terapia fotodinamica (TFD)
(AGNIESZKA WOLNICKA-GLUBISZ; WISNIEWSKA-BECKER, 2023).

Apesar do amplo potencial terapéutico conferido por sua estrutura com grupos
fenolicos e sistema B-dicetdonico conjugado, que lhe garantem propriedades antioxidantes,
anti-inflamatodrias e fotossensibilizadoras (XU et al., 2018), a curcumina apresenta baixa
solubilidade em 4gua, rapida metabolizacdo e instabilidade em meio basico, o que limita sua
biodisponibilidade e eficacia clinica (PRIYADARSINI, 2009; AMAROLI et al., 2024). Ela ¢
solivel em solventes polares como DMSO, metanol, etanol e acetonitrila, mas pouco em
agua, e sofre rapida degradagdo e hidrolise em pH alcalino (PRIYADARSINI, 2009).

Para superar essas limitagoes, estratégias como a formulacao em nanoescala t€ém sido
amplamente estudadas, j4 que sistemas nanotecnoldgicos favorecem a protecdo dos ativos
contra degradacdo, além de aumentar sua solubilidade e Dbiodisponibilidade
(GUIDOTTI-TAKEUCHI et al., 2022). Nesse contexto, a terapia combinada surge como
abordagem promissora para potencializar os efeitos da curcumina. Por exemplo, sua
associacdo com quimioterdpicos como paclitaxel aumenta a atividade antitumoral e reduz
resisténcia celular, principalmente em cancer de mama e pulmao (RAHAMAN et al., 2020).
Combinagdes com radioterapia também demonstraram efeitos cardioprotetores € maior
resposta tumoral (PRIYADARSINI, 2014).

Além disso, a curcumina exerce a¢do imunomoduladora, atuando sobre linfocitos T,
células NK e macrofagos, e sua combinagdo com imunoterdpicos, como anti-PD-1 e
anti-CTLA-4, tem potencial para superar mecanismos de resisténcia e melhorar a eficacia
clinica (PAUL; SA, 2021). Do mesmo modo, ela influencia o microambiente tumoral,
favorecendo a infiltracdo de células imunes e ampliando a resposta antitumoral (GALINARI
et al., 2022).

Diante disso, este trabalho propde a aplicacdo inovadora da curcumina como
fotossensibilizador em sistemas nanoestruturados, como nanogéis contendo 6leo essencial de

Duguetia stelechantha (OEDs), visando o desenvolvimento de uma terapia combinada eficaz
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contra a LTA. A estratégia busca potencializar a a¢do leishmanicida pela sinergia entre os
efeitos citotoxicos do 6leo essencial e a fotocitotoxicidade da curcumina ativada por luz, ao
mesmo tempo em que busca superar suas limitagdes farmacocinéticas, por meio da

encapsulacdo em sistemas poliméricos inteligentes a base de F127 e 974P.

2.5 Plurénico Micelar F127

Os pluronic® sdo copolimeros tribloco do tipo A-B-A compostos por unidades de
poli(oxido de etileno) (PEO) e poli(6xido de propileno) (PPO), formando cadeias do tipo
PEO-PPO-PEO (KHALIQ et al, 2023). Essas estruturas apresentam comportamento
anfifilico, permitindo sua auto-organizagdo espontinea em micelas em meio aquoso acima da
concentragdo micelar critica (CMC) e da temperatura micelar critica (TMC) (DI SPIRITO et
al., 2024). A por¢ao hidrofobica (PPO) forma o nucleo micelar, capaz de incorporar
compostos pouco soliveis em 4gua, enquanto as extremidades hidrofilicas (PEO) estabilizam
a micela em solugdo (YU et al., 2021). A Figura 3 ilustra essa formacdo micelar e destaca a

estrutura quimica do copolimero com segmentos hidrofobicos e hidrofilicos.

Figura 3 - Representagdo estrutural da organizagdo de micelas em solugdo (esquerda) e

estrutura quimica do pluronico tribloco A-B-A (direita).
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Fonte: Autora (2025).

Devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades termossensiveis,
0 Pluronic® F127 ¢ amplamente utilizado no desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada, especialmente para aplicagdes topicas e injetaveis (REY-RICO; CUCCHIARINI,
2018). Em baixas temperaturas, o F127 apresenta comportamento liquido, mas, ao atingir a
temperatura de transicdo sol-gel, sofre transicdo para o estado gel, o que favorece sua
aplicagdo em sistemas de liberacdo sustentada de farmacos (SHAARANI; HAMID; MOHD
KAUS, 2017).
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Esse comportamento ¢ explorado em formulagdes avancadas, como no
desenvolvimento da SP1049C, composta por micelas mistas de Pluronic® F127 e L6l
carregando doxorrubicina, voltadas ao tratamento de adenocarcinomas multirresistentes.
Estudos clinicos de fase II demonstraram eficicia com perfil de seguranga satisfatorio
(FEITOSA et al., 2019; CACACCIO et al., 2020).

Outro exemplo clinico ¢ o Mediclore®, um gel cirurgico baseado em Pluronic®
(F38/F120), utilizado em procedimentos oncoldgicos, atualmente avaliado em ensaios
clinicos de fase III para prevengao de aderéncias pds-operatorias (PARK et al., 2022). Além
disso, o Pluronic® F127, sob o nome comercial LeGoo®, ¢ aprovado pela FDA para oclusdo
temporaria de vasos sanguineos em procedimentos cirurgicos, destacando-se por sua
reversibilidade térmica e segurancga clinica (KRETZ et al., 2012).

Em nanomedicina, seu uso como nanocarreador tem sido amplamente explorado,
especialmente pela capacidade de encapsular compostos bioativos, modular sua liberagdo e
favorecer o direcionamento ao local de agdo, com destaque para aplicagdes em terapias
topicas, oncoldgicas e antimicrobianas (DHILIP KUMAR; ABRAHAMSE, 2021). Dessa
forma, os sistemas baseados em Pluronic® F127 representam uma plataforma versatil e
validada para o desenvolvimento de nanoformulag¢des com incorporagdo de bioativos naturais,

como a desenvolvida neste trabalho.

2.6 Polimero Carbopol 974P

Carbopol®, também conhecido como carbomero, ¢ um polimero sintético amplamente
utilizado na industria farmacéutica hd mais de cinco décadas devido a sua versatilidade como
agente gelificante e estabilizante (LUBRIZOL CORPORATION, 2022). Sua principal
caracteristica ¢ a capacidade de formar géis em resposta ao aumento do pH, processo no qual
ocorre a ionizagdo dos grupos carboxilicos (-COOH para —COQ"), gerando repulsao
eletrostatica entre as cadeias e promovendo a expansdo da matriz polimérica com o aumento
da viscosidade (AGUILAR-LOPEZ; VILLAFUERTE-ROBLES, 2016).

Esse comportamento responsivo ao ambiente torna o carbopol um polimero
inteligente, indicado para sistemas de liberacdo controlada, especialmente em formulagdes
topicas, oftalmicas e cosméticas (SUHAIL; WU; MINHAS, 2020). Dentre suas variantes,
destaca-se o Carbopol® 974P, conhecido por sua biocompatibilidade, estabilidade, capacidade
de retencdo de agua e por conferir boa consisténcia e liberacdo prolongada de farmacos

(MAHMOQOD et al., 2023; NGUYEN; CHIEN; CUONG, 2023).
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Apesar da eficacia farmacotécnica, versdes mais antigas, como 934 NF e 940 NF,
foram sintetizadas com benzeno, um solvente cancerigeno que limitou suas aplicagdes
(LUBRIZOL CORPORATION, 2022). Atualmente, formulagdes mais seguras utilizam
carbOmeros sintetizados com solventes menos toxicos, como o acetato de etila, conforme
indicado pela Farmacopeia Europeia. Dentro deste grupo, destacam-se os tipos 974P NF,
971P NF e 71G NF, que aliam desempenho tecnologico a seguranga para uso humano

(YOUNES et al., 2021; SARFRAZ et al., 2022).

2.7 Avaliacao Toxicoldgica de nanogéis com o modelo Zebrafish (Danio rerio)

Com o avango de nanogéis em diversas aplicacdes, como terapias e diagndsticos,
torna-se essencial avaliar rigorosamente sua toxicidade, a fim de garantir seguranca,
viabilidade clinica e ambiental (PATRA et al., 2018). Apesar de sua natureza polimérica
apresentarem baixa toxicidade em comparacdo a outras nanoparticulas, suas propriedades
unicas, como tamanho, carga superficial, composi¢do e capacidade de inchago, influenciam
diretamente suas interagdes biologicas e perfis toxicoldgicos (ANOOI et al., 2021).

Nesse contexto, o modelo Zebrafish (Danio rerio) tem emergido como ferramenta
valiosa para investigagdo toxicologica de nanomateriais. Estudos com zebrafish, envolvendo
exposicdes a nanoparticulas de prata (AgNPs) causaram malformagdes, estresse oxidativo e
alteragdes genéticas; nanoparticulas de 6xidos de zinco (ZnO) e cobre (CuO) provocaram
atraso na eclosdo ¢ aumento da mortalidade; e oxidos de ferro fluorescentes (Fe:Os)
induziram cardiotoxicidade (CHINMAYA MUTALIK et al., 2024; JIA et al., 2019).

Esses efeitos variam conforme as caracteristicas das particulas e fatores ambientais
que influenciam sua biodisponibilidade. Além disso, a modificacdo superficial dos
nanomateriais ¢ determinante na toxicidade. Polimeros como polietilenoglicol (PEG) e alcool
polivinilico (PVA), frequentemente utilizados para melhorar biocompatibilidade, também
podem causar toxicidade significativa em embrides de zebrafish, incluindo malformagdes e
aumento da mortalidade (ZICARELLI et al., 2024).

Estudos com OEs utilizando zebrafish também revelaram efeitos adversos
dose-dependentes, como malformagdes embrionarias, alteracdes comportamentais e
toxicidade cardiaca, mesmo em concentragdes consideradas seguras (WANG et al., 2023).
Similarmente, derivados de celulose funcionalizados, isolados e combinados com curcumina,
mostraram perfis toxicoldgicos variados; o triacetato de celulose (CTA) aumentou a

frequéncia cardiaca, enquanto a curcumina em altas concentragdes reduziu a sobrevivéncia
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embrionaria (SILVA et al., 2025). Esses achados ressaltam a importancia de avaliar a
toxicidade das formula¢des como um todo, incluindo recobrimentos poliméricos e bioativos
naturais, que, apesar de sua origem, podem apresentar efeitos toxicos relevantes. Neste
estudo, foram avaliados nanogéis com diferentes concentragdes de OEDs para caracterizar

uma concentracao segura.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver nanogéis ecofriendly contendo OEDs e sua combinagdo com curcumina,
utilizando os copolimeros F127 e 974P na formulagdo de sistemas semissolidos
nanoestruturados, visando avaliar seu potencial como estratégia sustentavel, eficaz e de baixo

custo para o controle e tratamento de DTNS.

3.2 Objetivos Especificos

° Realizar a extragao do OEDs coletado no Municipio de Sdo Bento, MA;

° Caracterizar o OEDs por RMN de 'H e *C e CG/EM,;

° Desenvolver formulagdes semissélidas utilizando sistemas drug-delivery com F127,
974P e dgua (%om/m), para encapsular o OE de D. stelechantha (OEDs);

° Avaliar a estabilidade das formulag¢des desenvolvidas para selecionar nGF2002Ds;

° Combinar a formulagdo nGF2002Ds com curcumina para obten¢do do nGF2002DsC;

[ Caracterizar as formulagdes nGF2002Ds e nGF2002DsC por FTIR, DLS e reologia;

° Caracterizar a formulacao com OEDs por DSC, MEV e AFM;

° Avaliar in vitro a atividade da formulagdo nGF2002Ds contra larvas de Aedes aegypti;
° Avaliar a toxicidade da formulagdao nGF2002Ds no modelo zebrafish (Danio rerio);
° Avaliar in vitro a atividade leishmanicida das formulagdoes nGF2002Ds e

nGF2002DsC frente a Leishmania (L.)

4. METODOLOGIA
4.1 Materiais

Foram utilizados copolimero tribloco Pluronic® F127  (poli(6xido de
etileno)-poli(6xido de  propileno)-poli(6xido de etileno), MM=12.600 g/mol;
(OE)g(PO)47(EO)y), dgua ultrapura, sulfato de sdédio anidro, cloroférmio deuterado (CDCl:) e

mistura padrdo de alcanos, todos adquiridos da Merck (Rahway, NJ, EUA). A curcumina
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(>80%, obtida de Curcuma longa) também foi adquirida da Merck. O polimero Carbopol®
974P NF foi fornecido pela IMCD Brasil (Sao Paulo, SP, Brasil).

4.2 Coleta e Identificacio do Material Vegetal

Folhas da espécie Duguetia stelechantha foram coletadas em setembro de 2023 na
regido da Baixada Maranhense (Sao Bento, MA, Brasil), em area de terra firme, nas
coordenadas 02°43'56.8"S; 044°51'27.9"W. A coleta seguiu os critérios estabelecidos para a
protecdo da biodiversidade (registro AA3D4EE). Sua identificacdo botanica estd catalogada
no Herbério Rosa Mochel (Sao Luis, MA, Brasil), sob nimero de registro (SLUI 005612).

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratorio de Quimica de Produtos
Naturais (LQPN) da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), onde foi determinado o
rendimento do o6leo. Além disso, o teor de umidade foi quantificado por infravermelho,
utilizando um analisador de umidade modelo IV 2500 (GEHK). Para essa andlise, foram
usados 2 g do material vegetal seco, submetido a 115°C por 30 minutos, com taxa de

secagem ajustada para 0,01%/min.

4.3 Extracao do oleo essencial de Duguetia stelechantha (OEDs) e Rendimento

O OE de Duguetia stelechantha foi obtido pelo método de hidrodestilagdo, que se
destaca pela simplicidade operacional e baixo custo, pois utiliza apenas agua e vapor para
extrair compostos bioativos (FAGBEMI; AINA; OLAJUYIGBE, 2021). O processo foi
realizado com o aparelho Clevenger, acoplado a um baldo de fundo redondo aquecido por

manta elétrica, conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Processo de extragdo do OE das folhas de D. Stelechantha.
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b tyg
% % gl ()
LA W 4
TR Vs

T
Duguetia 48 h Clavenger Rendimento
\ Stelechantha 1,06% )

Fonte: Autora (2025).
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Inicialmente, folhas de Duguetia stelechantha (300g) foram secas em temperatura
ambiente por 48 horas e transferidas para o baldo de fundo redondo, ao qual foram
adicionados 2,5 L de dgua destilada. A extracao foi conduzida por 2,5 horas apds o inicio do
refluxo. Apos esse periodo, o 6leo obtido foi recolhido e centrifugado a 3500 rpm por 10 min
a 25 °C. Sulfato de sodio anidro (Na,SO,) foi adicionado para eliminar qualquer vestigio de
agua ¢ as amostras foram armazenadas em ampolas de vidro ambar sob refrigeracao a 4 °C.

A densidade do 6leo foi determinada com um picnometro de 1,0 mL previamente seco
e tarado. Amostras do OE de D. stelechantha foram pesado em triplicata a 25°C, e a
densidade foi calculada com base na razdo entre a massa (mOE) e o volume do 6leo (VOE),
conforme a equagdo 1. A densidade obtida foi de 0,879 g/mL, valor proximo ao reportado por
Barata et al. (2023), de 0,869 g/mL. A densidade experimental foi utilizada como parametro

para o calculo do rendimento do OEDs, expresso em porcentagem, conforme apresentado na

equagao 2.

pOE = TlfTog equagdo 1
Rendimento = Mamostra—(Mchlonio?t)rojx %Umidade) x 100 equagao 2
Onde,

VOE = Volume do 6leo essencial extraido;
pOE = Densidade do 6leo essencial;
m,0sra— Massa da amostra vegetal seca;

%Umidade = Umidade da amostra vegetal seca.

4.4 Caracterizaciao Quimica do OE de Duguetia stelechantha (OEDs)
4.4.1 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e
Cromatografia Gasosa com Detector de Ionizacio por Chama (CG-FID)

A CG-EM foi empregada para identificar e quantificar os constituintes do OEDs, em
um aparelho CGEM/QP2010 Plus (Shimadzu, Kyoto, Japao) equipado com coluna capilar
ZB-5MS (30 m x 0,25 mm % 0,25 um). A quantificagao relativa foi realizada por CG-FID, em
um equipamento QP5050A (Shimadzu), com coluna DB-5MS, sob as mesmas condigdes
cromatograficas de andlise por CG-EM. O programa de temperatura da coluna foi iniciado em

40 °C até 280°C, com aumentos graduais de 2 °C/min.
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As temperaturas do injetor e do detector de ions foram de 250 °C e 280 °C,
respectivamente. O hélio foi empregado como gas de arraste, com fluxo constante de 1,0
mL/min. Amostras de 10 mg/mL, diluidas em diclorometano (CH:Cl:), foram injetadas com
uma razdo de 1:50, conforme estudos anteriores (NASCIMENTO et al, 2017). A
identificacdo dos compostos foi baseada na comparagdo dos espectros de massa e dos indices
de retengdo (IR) com dados disponiveis na literatura, ¢ os IRs calculados com base na

co-inje¢ao de uma série homologa de n-alcanos (Cs—Cis) (BIZZO et al., 2020).

4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A andlise de RMN foi empregada para a caracterizagdo estrutural dos compostos
presentes no OEDs. Os espectros de RMN de 'H e "C foram adquiridos em um
espectrometro (BRUKER AVANCE III HD), operando a 11,75 Teslas, com frequéncias de
500,13 para RMN de 'H e 125,76 MHz para "*C. Os deslocamentos quimicos (8), expressos
em ppm, foram referenciados ao tetrametilsilano (TMS). As amostras foram solubilizadas em
cloroféormio deuterado (CDCI;) e os sinais obtidos foi indicada por: s (singleto), d (dupleto),
dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), t (tripleto), dt (duplo tripleto) e m (multipleto),

com as constantes de acoplamento (J) registradas em Hertz (Hz).

4.5 Desenvolvimento das Formulacoes com OE de Duguetia stelechantha (OEDs)

As formulagdes foram preparadas conforme descrito por Marques et al. (2024) e
Campos et al. (2025). Plurénico F127 (20% m/m) foi adicionado gradualmente a agua
destilada resfriada (5—10 °C) sob agitagdo moderada. Em seguida, o polimero 974P (0,2%
m/m) foi incorporado lentamente, mantendo-se a agitacdo até completa homogeneizagao. O
OE de D. stelechantha foi adicionado gota a gota, sob agitacdo continua por 30 min. A
formulagdo final foi mantida sob refrigeracdo (5°C) por 12 horas e, apos os testes de
estabilidade acelerada, a amostra selecionada para as andlises seguintes foi denominada

nGF2002Ds (Figura 5).
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Figura 5 - Ilustragdo esquematica da preparacdo da formulagdo nGF2002Ds com uso

exclusivo de 4gua como solvente nas etapas experimentais.
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Fonte: Autora (2025).

4.6 Desenvolvimento das Formula¢does com OEDs/Curcumina

Inicialmente, 0,5% (m/v) do Plurénico F127, foi dissolvido em agua destilada
aquecida a 60 °C para solubilizar a curcumina (CUR) em duas concentracdes diferentes
(0,02% e 0,04% m/v). Apds resfriamento, o restante do copolimero F127 foi adicionado
gradualmente, sob agita¢do constante, em agua destilada refrigerada (510 °C), até atingir a
concentragdo total utilizada numa formulagdo (20% m/v).

Em seguida, o polimero 974P (0,2% m/m) foi incorporado lentamente ao sistema. O
OEDs foi entdo adicionado gota a gota sob agitacdo continua por 30 min. As formulagdes
foram armazenadas sob refrigeracdo (5°C) por 12 horas e, apds testes de estabilidade

acelerada, a mais estavel foi selecionada e identificada como nGF2002DsC (Figura 6).
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Figura 6 - Ilustracdo esquematica da preparagdo da formulagdo nGF2002DsC com uso

exclusivo de 4gua como solvente nas etapas experimentais.
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4.7 Estabilidade das Formulacoes

Para avaliar a influéncia da temperatura na estabilidade fisica das formulagdes, foram
realizados testes de estabilidade acelerada, conforme diretrizes do Guia de Estabilidade de
Cosméticos da ANVISA e da Farmacopeia dos EUA (DA COSTA et al., 2024). Aliquotas de
1 mL da formulacdo foram submetidas a centrifugacao de 3000 rpm por 30 min a 25 °C.
Durante o periodo experimental, as amostras foram expostas a 7 ciclos térmicos alternados de
24 horas a 25 °C (temperatura ambiente) e 24 horas a 5 °C (refrigeracdo controlada),
totalizando 14 dias. As caracteristicas organolépticas, incluindo aspecto, cor e odor, foram
monitoradas diariamente ao longo do estudo.

Posteriormente, foi realizada uma avaliagdo em longo prazo sob refrigeracdo (5 °C)
por 180 dias para confirmar a preservacao dessas caracteristicas, indicando a adequacdo da
formulagdo ao armazenamento em condi¢des controladas. Esse protocolo foi aplicado tanto a
formulacao contendo o OEDs quanto a formulagdo combinada com OEDs/curcumina,

permitindo a comparacao de estabilidade sob as mesmas condigdes experimentais.
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4.8 Caracterizacio Espectroscopica
4.8.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Para elucidar os principais grupos funcionais dos materiais analisados, empregou-se
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em um espectrometro
Shimadzu FTIR Tracer-100 (Shimadzu). As amostras soélidas (F127, 974P, nGF2002,
nGF2002Ds e nGF2002DsC) foram liofilizadas e pastilhadas com brometo de potassio
(KBr), enquanto o OEDs foi analisado por FTIR-ATR. Os espectros foram registrados no
Infravermelho Médio (MIR), em uma faixa espectral de 400-4.000 cm™ sob apodizagédo

(Happ-Genzel), resolugio espectral de 8 cm™ e temperatura ambiente com 50 varrimentos.

4.8.2 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS)

A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi empregada para determinar o
tamanho das particulas e o indice de polidispersidade (PDI) das amostras nGF2002,
nGF2002Ds e nGF2002DsC, utilizando o LitesizerTM 500 (Anton Paar GmbH) (M6dulo BM
10). Os diametros hidrodindmicos (Dh) foram determinada em agua ultrapura, nas
temperaturas de 25, 32, 37 e 45 °C (298, 305, 310 e 318 K), por meio de um laser
semicondutor de 40 mW com comprimento de onda de 658 e uma cubeta de quartzo de 3,0
mL, sendo todas as medigcdes executadas em triplicata (média £ DP). Os valores do
coeficiente de difusdo (Dif) foram obtidos com base nos valores de Dh, a partir da equagao de
Stoke-Einstein, que descreve o movimento browniano das particulas esféricas em solucao,

conforme a equagao 3:

kB. T

b = 6TtT]RH (3)

onde k; ¢ a constante de Boltzmann (1,3806503 x 10 J K'), T'a temperatura absoluta (K) € 1

a viscosidade do meio (Pas™) e R[] o raio hidrodindmico.

4.8.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para monitorar os eventos térmicos das amostras nGF2002 e¢ nGF2002Ds, como
fusdo, cristalizacdo e degradagdo, foram realizadas analises por calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), utilizando um equipamento DSC-60H (Shimadzu, Japao). Amostras de
10 mg cada, foram pesadas em recipientes de aluminio e submetidas a uma atmosfera de
nitrogénio (100 mL-min™). As curvas térmicas foram obtidas com taxa de aquecimento de 10

°C-min™, no intervalo de temperatura de 30 a 60 °C.
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4.9 Caracteriza¢ao morfologica
4.9.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para verificar a morfologia da formulagdao nGF2002Ds, foi utilizado a microscopia
eletronica de varredura (MEV) em um equipamento Hitachi TM 3030 (Hitachi
High-Technologies Corporation, Japao). A amostra foi previamente congelada em nitrogénio
liquido (=196 °C) e liofilizada por 24 horas em um liofilizador Thermo Micro Modulyo
(Thermo Electron Corporation, Pittsburgh, PA, EUA).

Posteriormente, foi revestida com uma fina camada metalica utilizando um BAL-TEC
SCD 050 Sputter Coater (Balzers, Liechtenstein). A formulagdo foi ainda analisada por
espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS) acoplada ao sistema MEV. As imagens

foram obtidas com ampliagdes de 250%, 500x e 1000x.

4.9.2 Microscopia de For¢ca Atomica (AFM)

A caracterizagdo nanoestrutural e nanomecanica das amostras nGF2002 e nGF2002Ds
foi realizada por microscopia de forca atdmica (AFM), utilizando um microscopio Multimode
8 (Bruker, Santa Barbara, CA, EUA), operando no modo PeakForce Quantitative
Nanomechanics (PeakForce QNM). As andlises utilizaram sondas conicas, modelo XYZ
(Bruker), com constante elastica nominal de 0,4 N/m e raio de curvatura de 2 nm.

As imagens foram adquiridas com resolugao de 256x256 pontos e frequéncia de
varredura de 0,5Hz. O cantilever foi operado a 1kHz abaixo de sua frequéncia de
ressonancia, permitindo a aquisicdo de curvas de for¢a—deslocamento a cada ciclo de
oscilagdo. Simultaneamente, as propriedades mecanicas locais, incluindo o médulo de Young
e a forca de adesdo, foram mapeadas e o médulo de Young foi calculado a partir das curvas
for¢ca—deslocamento com base no modelo de Derjaguin-Muller—Toporov (DMT), utilizando a

equagao 4:

F(8) = ~—2—R"" (@)

(1-v")
em que F' ¢ a forga aplicada, £ ¢ o mddulo de Young, v € o coeficiente de Poisson, R € o raio
da ponta da sonda e 0 ¢ a profundidade de indentacdo. A forca de adesdao foi determinada a

partir do valor minimo de forca registrada durante o ciclo de retragdo da sonda.
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4.10 Caracterizaciao Reologica

Para avaliar o comportamento mecanico das formulagdes (nGF2002, nGF2002C,
nGF2002Ds e nGF2002DsC), foram realizadas andlises reoldogicas em um redmetro
oscilatorio Malvern Kinexus, utilizando geometria placa-placa para os ensaios oscilatorios e
cone-placa para as curvas de fluxo. Os dados foram adquiridos por meio do software rSpace®
e os ajustes de modelos e analises estatisticas conduzidos no GraphPad Prism®.

Para os ensaios de variacdo de temperatura, foram monitorados o moddulo de
armazenamento (G’), o médulo de perda (G”) e a viscosidade aparente (1) no intervalo de 0 a
50 °C, a uma frequéncia constante de 1 Hz e tensdo de cisalhamento de 1 Pa. Na variagao de
frequéncia, G’ e G” foram registrados entre 0,1 e 10 Hz, a temperatura de 32,5 °C, sendo os
dados ajustados ao modelo da lei de poténcia (Equagdo 5):

G=S-f" (5
em que S representa a for¢a do gel e m o expoente de poténcia, pardmetros que indicam a
intensidade das interagdes na rede polimérica frente a deformacao oscilatoria.

Adicionalmente, foram realizadas curvas de fluxo para avaliar a estabilidade mecanica
e a espalhabilidade das formulagdes. As amostras foram submetidas a taxas de cisalhamento
variando de 0,1 a 100 s, a 32,5°C. A partir dos dados de estresse de cisalhamento (o) e
viscosidade (1), foram calculados os parametros de consisténcia (K) e indice de fluxo (n) por
meio do ajuste a equagado da lei da poténcia (Equagao 6):

c=K-yn (6)

4.11 Ensaio de Toxicidade com o zebrafish (Danio rerio)
4.11.1 Declaracao Etica e Criacao de Peixes-Zebra

Os procedimentos experimentais foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia
Ambiental e Ecotoxicologia (Labae), localizado no Centro Multiusuario de Producdo e
Experimentacdo Animal do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal de Goids (CMPEA/IPTSP/UFG), e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA/UFG) sob o protocolo n°® (073/22).

Peixes adultos de Danio rerio foram mantidos em um sistema de aquario de
recirculacao sob condi¢des ambientais controladas (27,5 = 1 °C; pH 7,0 + 0,5; fotoperiodo de
14 horas/luz e 10 horas/escuro). Os individuos reprodutores foram alimentados quatro vezes

ao dia, alternando entre ragdo comercial para peixes ornamentais (Poytara®) e nauplios vivos
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de Artemia salina (Artemiidae). Todo o manejo dos animais seguiu as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdao Animal (CONCEA) e os padrdes internacionais para

o cuidado e uso de animais em pesquisa.

4.11.2 Delineamento Experimental

Para determinar concentragdes seguras do nanogel nGF2002Ds, foi realizado o teste
de toxicidade embrionario-larval de peixe-zebra (ZELT) conforme o protocolo n® 236 da
Organizag¢do para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdémico (OCDE) (OCDE, 2013). Os
embrides foram obtidos a partir de adultos de D. rerio (2 machos e 1 fémea) mantidos em
tanques de reproducdo em declive (TECNIPLAST). Embrides vidveis, com aproximadamente
2 horas pos-fertilizagdo (hpe) (n = 216), foram selecionados de acordo com estudos
anteriores e colocados em placas de 24 pogos (um embrido por pogo; 10 embrides por
réplica), contendo 2 mL de meio E3 (solucdo de teste) (KIMMEL et al., 1995; VALADARES
etal., 2023).

Todas as solucdes de testes foram preparadas em meio embrionario E3 (14,6 g NacCl,
0,65 g KCI, 2,2 g CaCl: e 4,05 g MgSOs4). O delineamento experimental consistiu nas
concentragdes de 50, 100 e 200 pg/mL do nanogel nGF2002Ds (Cl, C2 e C3,
respectivamente); nanogel base nGF2002 sem OEDs a 20.000 pg/mL (P); Controle negativo
(CN): E3 e Controle positivo (CP): E3 + 4 mg/mL de dicloroanilina. O ensaio ZELT foi
conduzido durante 144 horas de exposicao (hpe), em triplicata, sob condi¢des estaticas, com
temperatura controlada (27 = 1 °C) e fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro,
utilizando uma incubadora com controle de demanda bioquimica de oxigénio (BOD)

(SOLAB SL-224/120, Brasil). A organizacao do teste ¢ ilustrada na Figura 7 a seguir.

Figura 7 - Organizacdo das microplacas durante o ensaio ZELT.

Controle Controle
Negativo  Polimero C1 Cc2 c3 Positivo
R1 D0E€ c o 00000Cc 00000c 00000
: c c o 00000°c 00000°c 00000
R2 c c c 90000C 00000c 00000
c (< o 00000c 00000c 00000
R3 c c c 00000c 00000c 00000
c (- c 00000°c 00000c 0900000

Fonte: Autora (2025).
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4.11.3 Avaliacao Multibiomarcador

Durante o periodo de exposicao de 144 horas, os embrides e larvas de zebrafish foram
avaliados diariamente quanto a viabilidade e teratogenicidade. Embrides que apresentaram
coagulacdo e auséncia de batimentos cardiacos foram considerados mortos (OCDE, 2013).
Para a avaliagdo da teratogenicidade embriolarval, foram observados parametros como
malformagdes estruturais, atraso no desenvolvimento somitico, falha na separagdo do broto
caudal do saco vitelinico e presenca de edemas (KIMMEL et al.,, 1995; OCDE, 2013;
LAMMER et al., 2009).

A neurotoxicidade foi avaliada em embrides de peixe-zebra, em 24 horas (hpe) pela
contagem da frequéncia de contragdes espontaneas (movimentos por minuto) em um intervalo
de 60 s, usando um estereomicroscopio (Stemi 508®) e um contador manual (KRZYKWA et
al., 2018). Em 48 horas (hpe), a cardiotoxicidade foi avaliada pela contagem dos batimentos
cardiacos em embrides durante um periodo de 60 s, também utilizando um
estereomicroscopio (Stemi 508®) e contador manual, para determinar a frequéncia cardiaca
(batimentos por minuto) (BABIC et al., 2017).

A taxa de eclosao foi monitorada ao longo de 144 horas (hpe), considerando as larvas
que emergiram do cdrion como eclodidas. Apos esse intervalo, as larvas foram eutanasiadas
com uma overdose de tricaina a 0,032% e fixadas durante a noite com paraformaldeido a 4%.
Posteriormente, foram lavadas com solugdo de PBS 0,2 M, pH 7,2, e armazenadas em etanol a
70% em 4 °C. Cada larva foi fotografada usando um estereomicroscopio Stemi 508®

acoplado a uma camera ZEISS®, com software Zen 2.6 (edicao Blue).

4.12 Avaliacao in vitro da atividade larvicida contra larvas de Aedes aegypti

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Andlises Microbioldgicas
(LaMICRO) do Instituto Federal do Maranhdao (IFMA), campus S3do Luis/Monte Castelo.
Ovos de Aedes aegypti foram fornecidos pela Biofabrica MOSCAMED (Juazeiro, BA),
enquanto os larvicidas comerciais temefds e Bti foram cedidos pela vigilancia sanitaria de Sao
Luis (MA). A criagdao ¢ o manejo das larvas seguiram protocolos adaptados das diretrizes da
OMS (2005), com manuteng¢do segundo metodologia adaptada de Carvalho et al. (2014).

Larvas do terceiro instar foram transferidas para copos de poliestireno contendo 20 mL
das solugdes teste. Todas as solugdes foram preparadas com agua mineral, utilizada no
preparo das solugdes de estoque (8,05 g e 5 g), que resultou nas concentragdes de 50, 150,

250, 350 e 500 pg/mL do nanogel nGF2002Ds.
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Para cada concentragdo, foram realizadas cinco repeti¢des com 10 larvas por copo,
totalizando 25 unidades experimentais e 250 larvas expostas. O controle negativo utilizou o
nanogel nGF2002 sem OEDs, nas mesmas concentragdes e condigdes, enquanto o controle
positivo foi composto por temefds e Bti a 100 pg/mL, com cinco repeti¢des e 100 larvas para
cada larvicida. Além disso, a dgua mineral foi empregada como grupo controle durante as

fases de eclosdo e desenvolvimento larval.

4.13 Ensaio in vitro Contra Promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
4.13.1 Manutencio dos Parasitas

Promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (LLa), cepa PH8, foram
cultivadas em meio de cultura 199 (Gibco®, NY, EUA), suplementado com 10% de soro
bovino fetal inativado (Gibco®, Nova York, NY, EUA) e antibioticos (100 UI/mL de
penicilina e 0,1 mg/mL de estreptomicina), a 27 +2 °C, com repiques regulares. Para a
experimentacdo, a cultura foi ampliada em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro

bovino fetal inativado e incubada por 4 dias, até o pico de crescimento celular, a 27 + 2 °C.

4.13.2 Delineamento Experimental do Ensaio de Viabilidade em Promastigotas

A cultura de promastigotas de Leishmania (LLa) foi semeada em placas de 96 pocos
contendo meio RPMI 1640, de modo que a concentragdo final do indculo fosse de 2x10’
Leishmania/mL. As amostras testadas (OEDs ¢ nGF2002Ds) foram diluidas em meio RPMI
1640. O OEDs foi preparado em concentragdes de 477,5 pg/mL a 14,9 pg/mL, enquanto o
nGF2002Ds foi testado de 0,125% a 0,004%.

Em seguida, as placas foram incubadas a 27 + 2 °C por 24 horas. A viabilidade das
promastigotas foi avaliada pelo método colorimétrico XTT (Sigma-Aldrich®), utilizando uma
solugdo composta por 20% XTT, 20% PMS e 60% de salina 0,9%. As placas foram incubadas
por 4 horas a 27 + 2 °C em atmosfera com 5% de COs.

Apo6s incubagdo, foi realizada a leitura por espectrofotometria em 450 ¢ 620nm. A
porcentagem de morte celular foi determinada por comparagcdo com células ndo tratadas,
utilizando uma regressao logaritmica da curva controle feita apenas com Leishmania e meio
de cultura, iniciando com uma concentragio de 2x107 Leishmania/mL até alcangar a
concentragdo de 6,25x10° Leishmania/mL, enquanto o controle positivo foi empregado a

anfotericina B.
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4.14 Analise estatistica

Para o ensaio com zebrafish, a normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de
Shapiro—Wilk, enquanto a homogeneidade das variancias foi avaliada por meio do teste de
Spearman. Os dados de mortalidade e taxa de eclosdo foram analisados utilizando ANOVA de
dois fatores, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. Além disso, os dados de taxa de
mortalidade, taxa de eclosdo em 144 hpe, neurotoxicidade e cardiotoxicidade foram
analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparagdes multiplas
de Dunn. Um nivel de significancia de 0,05 foi adotado para todos os testes.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software o RStudio (versao 3.5.2)
e as representacdes graficas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versao
8.0.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). J4 para a avaliacdo do potencial
larvicida, as analises estatisticas da determinagdo das concentragdes letais 50 ¢ 90 (CL50 e
CL90) e o coeficiente de determinag¢do ajustado (R*Adj) foram determinados, utilizando o
software Origin Pro (versdo 8.5), com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Ja as analises
estatistica dos dados quantitativos dos ensaios in vitro contra Leishmania, foram realizados

pelo Software Microsoft® Excel 365.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs), como a leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e as arboviroses transmitidas pelo Aedes aegypti, permanecem como
desafios em regides tropicais, como o Maranhdo. Diante das limitagdes dos tratamentos
convencionais para a leishmaniose e da elevada toxicidade dos inseticidas utilizados no
combate ao mosquito, este estudo desenvolveu nanogéis termorresponsivos com oOleo
essencial de Duguetia stelechantha (OEDs), originando a formulacdo nGF2002Ds. Para
potencializar sua acdo, essa formulagdo foi combinada a curcumina, resultando no nanogel
nGF2002DsC. Ambas as formulagdes (nGF2002Ds e nGF2002DsC) foram caracterizadas por
FTIR e DLS e submetidas a avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro. No entanto, os
resultados da formulacao nGF2002DsC contra Leishmania amazonensis, ainda estdo em fases
de andlise e serdo divulgados em breve na forma de artigos. Além disso, a formulagado
nGF2002Ds também foi caracterizada por DSC, MEV e AFM, testada frente a larvas de 4.
aegypti ¢ submetida a avaliagdo toxicoldgica em zebrafish (Danio rerio). A proposta
representou uma abordagem inovadora e sustentdvel baseada em compostos naturais

encontrados na biodiversidade maranhense.
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5.1 Obtencao e Rendimento do OEDs

O OE de Duguetia stelechantha foi obtido por hidrodestilacio em aparelho de
Clevenger e o rendimento foi calculado conforme os parametros estabelecidos para dleos
volateis (Equacdo 1). A partir de 300 g de folhas secas, com umidade média de 10,34%
(determinada em triplicata), foram obtidos 3,3 mL de 6leo, correspondendo a um rendimento
de 1,07%. Esse resultado pode variar em funcdo de fatores sazonais, como temperatura,
umidade e precipitagdo, além de condicdes geograficas e ambientais, que influenciam

diretamente na composicdo quimica e na atividade biologica de OEs, como relatado em

diferentes espécies do género Duguetia (DA SILVA et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2022).

5.2 Analise do OEDs por CG-EM e CG-FID
A andlise por CG-EM e CG-FID permitiu a identificacdo e quantificagdo dos
componentes volateis presentes no OE da Duguetia stelechantha (Figura 8 e Tabela 2),

respectivamente.

Figura 8 - Cromatograma obtido por CG-EM e CG-FID do OEDs, com tempo de reten¢ao

entre 10,0 a 50,0 min e os principais majoritarios encontrados.
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Tabela 2 - Analise de CG-EM e CG-FID do OEDs: Indice de reten¢io (IR), Férmula

molecular (F.M) e porcentagem relativa (%).

Numero Compostos F.M. IR Ir IR" %
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Monoterpenos
1 a-tujeno CoH6 10,43 922 924 2,25
2 a-pineno CioHi6 10,69 929 932 2,27
3 Sabineno CoHg 12,38 971 969 41,44
4 B-pineno CoH6 12,50 974 974 2,30
5 Mirceno CioHis 13,05 987 988 0,31
6 o-felandreno CioHy6 13,67 1003 1002 0,08
7 a-terpineno CioHis 14,09 1013 1014 1,63
8 p-cimeno CoHy4 14,41 1022 1020 3,70
9 Limoneno CioHis 14,59 1026 1024 0,83
10 B-felandreno CioHi6 14,63 1027 1025 0,51
12 y-terpineno CioHyg 15,75 1055 1054 3,08
14 Terpinoleno CioHy6 16,80 1082 1086 0,73
Monoterpenos Oxigenados
11 1,8-cineol C,0H 50 14,70 1029 1026 1,44
13 Hidrato de sabineno <cis-> C,oH;;O 16,23 1068 1065 0,38
15 Hidrato de sabineno <trans-> C,0H;s0 17,43 1098 1098 0,30
16 Fenchol <endo-> C,0H5O 18,11 1116 1114 0,10
17 Ment-2-en-1-ol <cis-p-> C,0H;50 18,32 1122 1118 0,70
18 Sabinol <trans-> (trans para C,0H,;0 18,91 1137 1137 0,23
OH vs. IPP)
19 Ment-2-en-1-ol <trans-p-> C,0H,sO 19,01 1140 1136 0,47
20 Sabina cetona C,H,,0 19,59 1156 1154 0,16
21 Terpinen-4-ol CyH,;sO0 20,48 1179 1174 17,61
22 Criptdmero CyH,, O 20,68 1185 1183 0,57
23 Mirtenol C,0H,sO 20,89 1190 1194 0,19
24 a-terpineol C,0H,;O 20,98 1193 1186 0,97
25 trans-piperitol C,0H;50 21,49 1207 1207 0,25
26 trans-Ascaridol glicol C,,H;;O 23,79 1272 1266 0,11
Sesquiterpenos
27 a-copaeno C,sHy, 27,17 1373 1374 0,11
28 (E)-cariofileno C,sHy, 28,58 1416 1417 0,82
29 y-elemeno C,sHy, 28,90 1426 1434 0,22
30 a-humuleno CsHy, 29,72 1452 1452 0,11
31 Germacreno D C,sHy, 30,51 1478 1480 0,45
32 Biciclogermacreno C,sH,, 30,97 1492 1500 0,19
33 B-bisaboleno CsH,, 31,35 1505 1505 0,11
34 d-amorfeno CsHo, 31,65 1515 1511 0,12
Sesquiterpenos Oxigenados
35 Espatulenol C,sH,,0 33,43 1575 1577 9,21
36 Oxido de cariofileno C,sH,,0 33,57 1579 1582 2,90
37 Humuleno epoxido II C,sH,,0 3435 1606 1608 0,26
38 Eudesma-4,7-dien-1-ol C,sH,,0 36,64 1688 1687 0,06
(impuro)

Monoterpenos 59,13
Monoterpenos Oxigenados 23,48

Sesquiterpenos 2,13
Sesquiterpenos Oxigenados 12,43
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Total 97,17
Outros 2,83

[R: indice de retengio calculado;’IR: indice de retencdo da literatura Adams (2007).

A analise permitiu identificar 38 constituintes no oOleo essencial de Duguetia
stelechantha (OEDs), com predomindncia de monoterpenos (82,61%) e sesquiterpenos
(14,56%). Os principais compostos identificados foram sabineno (41,44%), terpinen-4-ol
(17,61%), espatulenol (9,21%) e p-cimeno (3,70%), perfil terpé€nico tipico do género
Duguetia (DOS SANTOS et al., 2022). Esses dados corroboram estudos anteriores com D.
stelechantha, que também relataram altos teores de a-pineno (20,2%), B-pineno (46,17%) e
espatulenol (6,68%) (BARATA et al., 2023).

A comparacdo da composicao quimica do OE deste estudo com a de outras espécies
do género evidencia semelhangas nos metabolitos secundarios, embora com variagdes nas
proporcdes. Por exemplo, em D. furfuracea, os os principais constituintes foram B-felandreno
(42,2%), sabineno (17,3%-25,1%), terpinen-4-ol (16,2%-21,6%), p-cimeno (5,6%—8,3%),
mirceno (6,8%) e a-felandreno (4,6%) (VALTER et al., 2008).

Ja no dleo oleo das partes aéreas de D. quitarensis, foi revelado predominancia de
4-heptanol (33,8%), a-tujeno (18,4%), (E)-cariofileno (14,4%), germacreno D (6,3%) e
a-copaeno (5,3%) (BAY et al., 2019). Dentre esses compostos, apenas o-tujeno (2,25%),
(E)-cariofileno (0,82%) e germacreno D (0,45%) foram detectados em D. stelechantha,
embora em menores concentragdes.

Em D. echinophora, B-felandreno (39,12%) e sabineno (17,08%) se destacaram,
reforcando a recorréncia desses compostos no género. Por outro lado, D. riparia apresentou
predominancia de sesquiterpenos oxigenados, como espatulenol (22,22%) e oxido de
cariofileno (12,21%), o que reforca a diversidade quimica entre as espécies (MORAES
CASCAES et al., 2021). Neste trabalho, espatulenol (9,21%) e 6xido de cariofileno (2,90%)
também estiveram presentes, porém com menor representatividade.

Adicionalmente, elevada concentragdo de B-felandreno (45,7%) foi identificado no OE
da casca de D. trunciflora (MAIA et al., 2006). Além disso, estudos anteriores verificaram
variagdes nos componentes majoritarios S-Pineno (46,17%) e a-Pineno (20,2%) para a D.
stelechantha (BARATA et al., 2023), em contraste com os dados obtidos nesta pesquisa. Isso
ressalta a importancia de estudos sazonais para essa espécie, considerando os resultados

obtidos neste trabalho em comparacao com pesquisas anteriores.
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Essa variagdo na identificacio e composicdo quimica dos Oleos em diferentes
proporgdes ¢ relacionada a fatores ambientais, como clima, umidade e época de colheita, que
influenciam diretamente o metabolismo secundario das plantas (QIAN et al., 2024). Sendo
assim, a diversidade quimica observada entre espécies do género Duguetia reforca sua
relevancia farmacologica, uma vez que a presenca de diferentes metabdlitos pode conferir

propriedades terapéuticas distintas.

5.3 Analise do OEDs por RMN

Para confirmar a ocorréncia da composi¢do quimica do OEDs, previamente
identificados por CG-EM e CG-FID, foram realizadas analises de RMN de 'H e *C. Os
espectros revelaram deslocamentos quimicos na faixa de 0,5 e 10 ppm, e as constantes de
acoplamento auxiliaram na confirmagao estrutural das moléculas do sabineno, terpinen-4-ol e
p-cimeno, cujas estruturas estdo ilustradas na Imagem 1. Os dados completos de

deslocamento quimico estdo apresentados na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3 - Deslocamento quimico e multiplicidade de RMN de 'H e *C (500 MHz, CDCl,)
do OE de D. stelechantha.

Posi¢do 5'H d1C
1 - 37,6 (C1)
2 1,72-1,78 (2H, m, H-2) 27,5 (C2)
3 2,00-2,21 (2H, m, H-3) 28,9 (C3)
4 - 154,4 (C4)
Sabineno 5 1,62 (1H, m, H-5) 30,1 (C5)
6 0,68-0,69 (2H, d, H-6) 16,0 (C6)
7 1,52 (1H, m, H-7) 32,6 (C7)
8 0,98 (3H, d, H-8) 19,8 (C8)
9 0,92 (3H, d, H-9) 20,1 (C9)
10 4,65-4,83 (2H, s, H-10) 101,5 (C10)
1 - 69,6 (C1)
2 5,71 (1H, t, H-2) 132,1 (C2)
3 1,2-1,8 (2H, d H-3) 27,1 (C3)
4 - 71,9 (C4)
Terpinen-4-ol 5 1,2-1,8 (2H, t, H-5) 27,1 (CS5)
6 1,2-1,8 (2H, t, H-6) 34,9 (C6)
7 1,28 (3H, s, H-7) 29,1 (C7)
8 1,54 (1H, m, H-8) 37,3 (C8)
9 0,95 (3H, d, H-9) 16,5 (C9)
10 0,89 (3H, d, H-10) 17,6 (C10)
1 - 137,2 (C1)
2 7,41 (1H, d, H-2) 129,2 (C2)
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3 7,23 (1H, d, H-3) 125,4 (C3)
4 - 141,6 (C4)
5 7,23 (1H, d, H-5) 125,4 (C5)
p-cimeno 6 7,41 (1H, d, H-6) 129,2 (C6)
7 2,39 (3H, s, H-7) 21,0 (C7)
8 1,63 (1H, m, H-8) 26,1 (C8)
9 0,95 (3H, d, H9) 22,2 (C9)
10 0,84 (3H, d, H-10) 21,6 (C10)

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) do sabineno, observou-se um padrao
caracteristico que auxilia na identificagdo dos hidrogénios presentes na molécula. Os dois
hidrogénios ligados ao carbono 10 aparecem como um singleto em 6 4,65-4,83 ppm,
indicando a auséncia de acoplamento com hidrogénios vizinhos. Essa informagao € coerente
com a estrutura do sabineno, na qual o carbono 10 esta ligado a dois hidrogénios e ndo possui
hidrogénio adjacente, corroborando a caracterizagdo do composto por Wang et al. (2011).
Adicionalmente, os hidrogénios metilicos (8-CHs e 9-CH:) exibem dubletos em 6 0,98 e 0,92
ppm, respectivamente. Essa multiplicidade sugere o acoplamento desses grupos metilicos com
hidrogénio vicinal, ou seja, hidrogénio localizado no carbono adjacente.

Ja no espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) do terpinen-4-ol, percebeu-se um
tripleto em 6 5,71 ppm, associado ao hidrogénio ligado ao carbono 2. Essa multiplicidade
indica que esse hidrogénio esta acoplado a dois hidrogénios vizinhos, o que € consistente com
a estrutura do terpinen-4-ol, onde o carbono 2 ¢ adjacente a um grupo metileno. Além disso,
um singleto em 6 1,28 ppm corresponde aos trés hidrogénios do grupo metilico ligado ao
carbono 7. A auséncia de acoplamento nesse sinal sugere que o carbono 7 ndo possui
hidrogénio vizinho, o que esta de acordo com a estrutura do terpinen-4-ol, onde o carbono 7
estd ligado a um carbono tercidrio. Isso € consistente com as observacdes de (KIM et al.,
2023).

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) do p-cimeno, os hidrogénios ligados
aos carbonos 2 e 6 (H-2 e H-6) geram um dubleto em 6 7,41 ppm. Essa multiplicidade indica
o acoplamento desses hidrogénios com um tnico hidrogénio vizinho, o que ¢ consistente com
a estrutura do p-cimeno, onde os carbonos 2 e 6 estdo adjacentes a um carbono com um unico
hidrogénio (carbonos 3 e 5, respectivamente). Similarmente, os hidrogénios ligados aos
carbonos 3 e 5 (H-3 e H-5) apresentam um dubleto em o 7,23 ppm, reforcando a estrutura de
simetria do p-cimeno. Adicionalmente, o singleto em 6 2,39 ppm ¢ atribuido aos trés

hidrogénios do grupo metilico ligado ao carbono 7 (7-CH3), o que evidencia a auséncia de



44

acoplamento nesse sinal, uma vez que o carbono 7 ¢ diretamente associado ao anel aromatico.
Essas observagdes sdo corroboradas na literatura (YOU et al., 2015).

Complementando essa analise, os espectros de RMN de *C (125 MHz, CDCl;)
apresentados na tabela 3, fornece informagdes sobre os ambientes quimicos dos carbonos na
amostra. Os espectros, na faixa de 0 a 200 ppm (Apéndice), revelaram sinais caracteristicos de
diferentes grupos funcionais. Para o sabineno, o sinal em 6 154,38 ppm (C4) indica a presenga
de um carbono olefinico (sp?), consistente com a estrutura do sabineno. Os sinais em o 27,46
ppm (C2) e 28,96 ppm (C3) correspondem a carbonos metilénicos, enquanto o sinal em 6
19,79 ppm (C8) ¢ atribuido ao carbono metilico. No terpinen-4-ol, o sinal em 6 71,9 ppm (C4)
¢ caracteristico de um carbono ligado a um grupo hidroxila (alcool terciario), enquanto o sinal
em 0 132,1 ppm (C2) indica a presenga de um carbono olefinico. Ja para o p-cimeno, os sinais
em 0 129,2 ppm (C2 e C6) e 125,4 ppm (C3 e C5) sdo tipicos de carbonos olefinicos em um
anel aromatico, enquanto o sinal em 6 21,0 ppm (C7) corresponde ao carbono metilico ligado

ao anel.

5.4 Desenvolvimento de Formulacoes

A formulagdo base nGF2002 foi desenvolvida a partir de estudos prévios do nosso
grupo de pesquisa, que identificaram a propor¢do de 20:0,2% (m/m) entre os polimeros F127
e 974P para garantir o comportamento termorresponsivo desejado (MARQUES et al., 2024;
DA COSTA et al.,, 2024). A partir dessa matriz, foram elaboradas formulacdes (F1-F8)
contendo diferentes % (m/m) de OEDs (Tabela 4).

Tabela 4 - Diferentes composi¢des (% m/m) do OEDs e agua incorporada na base nGF2002
para alcancar F1-F8.

Componentes
Cédigo Agua F127 974P OEDs Estabilidade
F1 79,67 20 0,2 0,125 E?
F2 79,55 20 0,2 0,25 E?
F3 79,3 20 0,2 0,5 E?
F4 78,8 20 0,2 1 E?
F5 77,3 20 0,2 2,5 SP
Fo6 74,8 20 0,2 5 Sp

F7 69,8 20 0,2 10 SP
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F8 59,8 20 0,2 20 EP

E: Estavel
SP: Separacgdo de fase
“Nanogel; "Nanoemulsdo

As formulagdes F1-F4 e F8 apresentaram boa homogeneidade e estabilidade fisica
durante e apos 24 horas. J4& F5-F7 demonstraram instabilidade, como turbidez inicial e
separagdo de fases progressiva, observada pela formagdo de uma camada oleosa superficial.
Embora F8 tenha demonstrado estabilidade inicialmente, sua alta carga lipofilica
comprometeu a incorporacdo homogénea do OEDs na fase aquosa, caracterizando uma
formulagdo inadequada do tipo O/A.

Dessa forma, as formulacdes F1-F4 foram priorizadas para os testes de estabilidade
acelerada, conforme diretrizes da ANVISA (BRASIL, 2024), com ciclos alternados de
temperatura (5°C e 25°C) durante 14 dias. Nao foram observadas alteracdes visuais,
separacdo de fases ou mudangas nas caracteristicas organolépticas, conforme demonstrado nas
imagens apresentadas em anexo.

Isso refor¢ca a robustez das formulagdes frente as variacdes térmicas € a exposicao
luminosa durante os 14 dias. Diante disso, a formulacao F4, com maior teor de OEDs, foi

selecionada para etapas seguintes e chamada ao longo desse estudo de nGF2002Ds.

5.4.1 Desenvolvimento de formula¢does com OEDs/curcumina

A partir da formulagdao previamente otimizada com OEDs (F4-nGF2002Ds), foram
combinados diferentes % (m/m) de curcumina (CUR), com o objetivo de avaliar a
compatibilidade e estabilidade fisico-quimica da associacdo entre os dois ativos. Também foi
combinada a formulagdo F8, com 20% (m/m) de OEDs, como alternativa de maior carga

oleosa. As composigdes desenvolvidas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Combinac¢do de diferentes composi¢des (% m/m) de CUR e OEDs, com base na

formulagcdo nGF2002 para alcangar F1-F4.

Componentes
Codigo Agua F127 974P OEDs CUR  Estabilidade
°F1 78,78 20 0.2 1 0,02 E
bF2 78,78 20 0.2 1 0,04 SP

‘F3 59,8 20 0.2 20 0,02 SP
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1F4 59,8 20 0.2 20 0,04 SP/1

E: Estavel

SP: Separagao de fase
I: Instabilidade

F1: nG2002Ds1C002
°F2: nG2002Ds1C004
°F3: nG2002Ds20C002
9F4: nG2002Ds20C004

Inicialmente, a solubilizagdo da curcumina foi avaliada em 4gua destilada a 60 °C, nas
concentragdes de 0,02% e 0,04%, para verificar o limite de satura¢do da rede polimérica. A
concentracdo de 0,02% foi melhor solubilizada, enquanto 0,04% apresentou baixa dispersao,
indicando possivel satura¢do do sistema. No entanto, como o procedimento foi conduzido
somente apos a solubilizacdo desse ativo, essa etapa ndo impactou nas seguintes.

Além disso, as formulagdes desenvolvidas (F1-F4), cujas imagens estdo apresentadas
em anexo, foram caracterizadas como emulsdes do tipo O/A, com dispersao da fase oleosa.
Dessa forma, as amostras foram submetidas a sete ciclos térmicos, alternados de 5 °C e 25 °C,
conforme protocolo adaptado de Da Costa et al. (2024) e normas da ANVISA (BRASIL,
2024). A formulagdo F1 (nGF2002Ds1C002) apresentou aparéncia homogénea ao longo de
todo o ensaio, sem alteragdes visuais, indicando boa estabilidade fisica, e assim foi
selecionada como a formulagao de referéncia neste estudo, denominada nGF2002DsC.

Em contrapartida, F2 (nGF2002Ds1C004) exibiu separacdo de fases, F3
(nGF2002Ds20C002) apresentou coagulacdo, e F4 (nGF2002Ds20C004) revelou
instabilidade com formagao de goticulas oleosas. A avaliacdo em longo prazo (180 dias a
5°C) confirmou a instabilidade das formulagdes F2-F4, reforcando a influéncia da

concentragdo dos ativos na estabilidade do sistema.

5.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Inicialmente, a caracterizagao espectroscopica por FTIR foi realizada para os materiais
puros utilizados na formulagdo dos nanogéis, incluindo o OEDs, o copolimero F127 e o
polimero 974P. No espectro de FTIR do OEDs (Figura 9A), uma banda fina e intensa, entre
2954-2831 cm™, corresponde aos estiramentos simétricos e assimétricos das ligagdes C—H.
A banda fina de baixa intensidade em 1639 cm’!, estd associada ao estiramento C=C,
enquanto as bandas finas de média intensidade em 1458 e 1369 cm’!, refletem os modos

vibracionais de tesoura e balanco das ligagdes C—H, respectivamente. Ja a banda intensa em
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875 cm indica o dobramento da ligagdo C=C, tipico dos monoterpenos presentes na
composi¢do quimica do OED:s.

No espectro do copolimero F127 (Figura 9B) observou-se uma banda larga e de média
intensidade em 3564 cm’', que esta associada ao estiramento das ligagdes O—H dos blocos de
oxido de polietileno (PEO). Essa banda também esta associada ao estiramento das ligagdes
O—H resultantes de interagdes de hidrogénio intermoleculares, favorecidas pela conformagao
alongada do copolimero, o que facilita a formacao de interagdes O—H:--O—H entre cadeias
de PEO e O—H:---O—C—C com os grupos éter do mesmo polimero.

Nos espectros de FTIR do polimero 974P, analisados nas faixas de 40002000 cm™ e
2000-690 cm™ (Figura 9C e 9D), sdo evidenciadas as principais bandas associadas as ligagdes
O—H, C—H e C=0, essenciais para a caracterizacao dos grupos funcionais. Uma banda larga
e intensa ¢ observada entre 3475-3414 cm’, relacionada ao estiramento das ligagdes O—H
dos grupos carboxilicos. O valor mais baixo, em 3414 cm™, ¢ tipicamente associado a
formag¢do de dimeros de acidos carboxilicos, estabilizados por ligacdes de hidrogénio. A
banda intensa em 1724 cm™, referente ao estiramento da carbonila (C=0), sugere uma
interacao intermolecular forte do tipo O—H---O=C.

Esse comportamento estd diretamente relacionado a polaridade do grupo carbonila,
que atua como um sitio de aceitagdo de ligagdo de hidrogénio quando combinado com o
copolimero F127. Dessa forma, as caracteristicas estruturais tornam o 974P adequado para
sistemas de drug delivery, especialmente para liberacdo controlada, devido a sua
bioadesividade, elevada viscosidade, capacidade de encapsulamento e termorresponsividade,

mesmo em baixas concentragdes (m/m).
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Figura 9 - Espectros de FTIR (4000-500 cm™ ) das amostras: A) OEDs; B) F127; C)
Espectro do 974P (4000-25007"); D) Espectro do 974P (2500-690 cm™).
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Fonte: Autora (2025).

A andlise FTIR ¢ amplamente utilizada como uma ferramenta eficaz para investigar o
encapsulamento de ingredientes farmacéuticos ativos (APIs) em sistemas de drug delivery
baseados em nanoplataformas poliméricas. As mudancas nas intensidades das bandas e nas
vibragdes nos espectros de FTIR fornecem informag¢des importantes sobre a interacao entre os
componentes do sistema, como a miscibilidade e as interagdes intermoleculares entre as
cadeias poliméricas (VAN HAAREN; DE BOCK; KAZARIAN, 2023). Diante disso, a
combinac¢do da formulacdo nGF2002Ds com 0,02% (m/m) de CUR no desenvolvimento do
nanogel nGF2002DsC, resultou em alteragdes significativas nas bandas de absor¢ao da matriz
polimérica base (nGF2002), indicando modificagdes interacdes

do nanogel nas

intermoleculares (Figura 10A).
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Figura 10 - Espectros de FTIR (4000-500 cm™ ) das amostras: (A) nGF2002, (B)
nGF2002Ds e (C) nGF2002DsC. (D) Representacdo da organizagdo nanoestruturada do
material nGF2002DsC.
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Fonte: Autora (2025).

No espectro de FTIR do nanogel base nGF2002 (Figura 10A), uma banda em 3465
cm' ¢ atribuida aos estiramento O—H dos grupos hidroxila presentes nas cadeias
poliméricas de F127 e 974P. A banda em 2904 cm™ corresponde ao estiramento C—H das
cadeias alifaticas, enquanto a banda em 1730 cm™ esta associada ao estiramento C=0O dos
grupos ésteres. Com a incorporacdo de 1% (m/m) de OEDs na formulagdo nGF2002Ds
(Figura 10B), a banda larga e intensa em 3465 cm™ ¢ deslocada para 3384 cm™ (Av = 81
cm), caracterizando um deslocamento batocromico.

Em espectroscopia de infravermelho, esse tipo de deslocamento indica reducdo na
energia vibracional, frequentemente associada a formacdo de ligacdes de hidrogénio

(ZHANG; ROUABHIA; MOULTON, 2017). Esse comportamento sugere uma diminui¢ao na
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energia necessaria para o estiramento das ligagdes O—H, atribuida a interagdo entre os
constituintes do 6leo e a matriz polimérica, favorecendo sua acomodacdo nos poros e
promovendo rearranjos nas interagdes cruzadas entre as cadeias de F127 e 974P.

Adicionalmente, a banda associada ao estiramento C—H foi deslocada de 2904 cm™!
para 2881 cm™ (Av = 23 cm'!), o que reforca a hipotese de interagdes hidrofobicas entre os
compostos apolares do OEDs e as regides hidrofobicas das cadeias poliméricas. A banda de
estiramento C=0 também apresentou um leve deslocamento de 1730 cm* para 1724 cm™* (Av
= 6 cm'), indicando alteragdes nas ligacdes de hidrogénio do tipo O—H:-:-O=C dentro da
matriz polimérica, em resposta a presencga do OEDs.

No espectro da formulacdo nGF2002DsC (Figura 10C), contendo simultaneamente
OEDs a 1% (m/m) e curcumina (CUR) a 0,02% (m/m), a banda de estiramento O—H
encontra-se desdobrada em trés sinais distintos, refletindo diferentes ambientes de interagcao
molecular. A banda em 3384 cm™ permanece associada as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares entre os copolimeros F127 e 974P. A banda em 3518 cm™ foi atribuida ao
estiramento das ligacdes O—H livres da CUR enquanto a banda em 3437 cm™ € associada as
interacoes de hidrogénio formadas entre suas moléculas e a matriz polimérica F127/974P.

Além disso, a presenca da banda em 3437 cm! sugere que a solubilizagdo da CUR na
matriz induz uma reorganizagao das interagdes intermoleculares, substituindo parcialmente as
interacdes F127—974P por ligacdes mais fracas do tipo F127—CUR. Essa reorganizacao
estrutural ¢ evidenciada pelo deslocamento batocromico observado (Av =53 cm™).

A incorporacdo da CUR a matriz nGF2002 também ¢ confirmada pela presenca de
uma banda em 2916 cm’!, correspondente ao estiramento das ligacdes C—H da estrutura
molecular da curcumina. Esse resultado indica que as moléculas de CUR, devido a sua
elevada hidrofobicidade, tendem a se associar preferencialmente as cadeias de PPO do F127

(Figura 10D).

5.6 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A caracterizagdo por DLS analisou as flutuagdes na intensidade da luz espalhada pelo
movimento browniano das particulas, fornecendo informacdes sobre o didmetro
hidrodinamico (Dh) e o indice de polidispersidade (PDI) dos nanogéis em resposta as
variagdes ambientais, como alteracdes de temperatura e pH (RODRIGUEZ-LOYA; LERMA;
GARDEA-TORRESDEY, 2024).
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As formulagdes nGF2002, nGF2002Ds e nGF2002DsC apresentaram comportamentos
distintos frente as variagdes de temperatura, refletindo diferencas em sua estabilidade e
resposta térmica. Quando a concentracdo do F127 ultrapassa a concentracao micelar critica
(CMC), formam-se micelas espontaneamente, com o bloco hidrofébico (PPO) encapsulando
os compostos e o bloco hidrofilico (PEO) estabiliza o sistema (YU et al., 2021).

Esse processo ¢ favorecido acima da temperatura de micelizagdo critica (TMC), que
promove a autoagregagao dos copolimeros (DI SPIRITO et al., 2024). Para a formulagao base
nGF2002, o aumento de temperatura de 25°C para 32°C evidenciou esse efeito, com
forma¢do de micelas menores e mais homogéneas. Essa transicdo resultou na redugdo do
tamanho hidrodinamico (Dh), de aproximadamente 661 nm para 124 nm ¢ uma melhora no

PDI, de 0,34 para 0,25 (Tabela 6).

Tabela 6 - Medidas de DLS em fun¢do da temperatura para os nanogéis nGF2002,
nGF2002Ds ¢ nGF2002DsC. As medidas foram realizadas em quintuplicata, e os resultados

estdo expressos como média = SD.

Nanogel
nGF2002 nGF2002Ds nGF2002DsC
Temperatura (°C) Dh (nm) / PDI
25 661 +6/0,34 270+73/0,29 199+30/0,21
32 124+5/0,24 293+16/0,44 372+7/0,45
37 17+£3/0,25 268 +31/0,42 364 +£15/0,63
45 17£9/0,26 208 +10/0,23 353+11/0,20

A capacidade do F127 de se auto-organizar em solugdes diluidas, formando agregados
micelares esféricos, ¢ fundamental para o controle do tamanho das nanoparticulas, aspecto
crucial na otimizacdo de sistemas de liberacdo controlada de farmacos (LUPU et al., 2023;
XIAO et al., 2023). Essa resposta termorresponsiva demonstra a sensibilidade do sistema a
temperatura, sendo compativel com aplicagdes em ambientes fisiologicos, onde a estabilidade
do nanogel ¢ essencial para garantir a eficicia terapéutica.

Desse modo, a medida que a temperatura aumenta para 37 °C e 45 °C, observa-se um
incremento nos processos de difusdo do nanogel nGF2002, resultando na manutencao de

particulas com Dh em torno de 17 +3 nm e PDI de 0,25. Essa caracteristica € particularmente
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relevante para aplicacdes parenterais, considerando que a temperatura corporal média de 37
°C favorece a atuacao eficiente do sistema nGF2002 nesses contextos.

Ja para as amostras nGF2002Ds e nGF2002DsC, o aumento da temperatura nao
promoveu alteragdes significativas no tamanho das particulas em nenhuma das duas
formulagdes, conforme evidenciado pelos valores de Dh (Tabela 6). Os tamanhos
hidrodindmicos observados variaram entre 208 & 10 ¢ 293 & 16 nm para o nanogel com OEDs
e entre 199 = 30 e 372 =+ 7 nm para o nanogel com OEDs/Curcumina, indicando boa
estabilidade das formulagdes. Embora ainda exista uma pequena variagdo no tamanho das
particulas, esta variacdo ¢ suficiente para refletir no aumento dos coeficientes de D;; das

particulas em ambos os sistemas (Figura 11).

Figura 11 - Grafico do coeficiente de D;; (um?/s) em fungdo da T (K): (A) nGF2002, (B)
nGF2002Ds e (C) nGF2002DsC.
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Fonte: Autora (2025).

O grafico do coeficiente de difusdo (Dif) em funcdo da temperatura forneceu uma
compreensdo adicional do comportamento dos nanogéis. Para o nGF2002 (Figura 11A),
observou-se um aumento do Dif com a elevacdo da temperatura, indicando maior mobilidade
das particulas. Essa variagdo reflete na redugdo do Dh e da viscosidade do meio, sugerindo
processos de desestabiliza¢do, como a transicdo de micelas para estruturas menores.

Entre 25°C e 37°C (298-310K), hd uma queda acentuada no Dif e no Dh que
diminui para aproximadamente 17 nm, o que sugere um rearranjo estrutural mais compacto.
Por outro lado, entre 37°C e 45°C (310-318K), o aumento do Dif sugere nova
reorganizacdo, com formag¢do de estruturas menores € menos viscosas, favorecendo a difusao.

Para o nGF2002Ds (Figura 11B), o comportamento do Dif apresentou uma forte

dependéncia da temperatura, refletidas através dos valores de Dh e PDI. Entre 25 °C e 32 °C
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(298-305 K), observou-se um aumento do Dh (2704 73 nm para 293 £ 16 nm) e do PDI (0,29
para 0,44), sugerindo inchago da matriz micelar induzido pelo calor. Apesar disso, 0 aumento
do Dif nesta faixa, ndo compromete a mobilidade das particulas, o que sugere maior fluidez
do sistema (THUMMLER et al., 2023). De 32 °C a 37 °C (305-310 K), houve reducio do Dh
(268 =31 nm) com PDI estavel (~0,42), sugerindo reorganizagdo parcial da estrutura, sem
impacto expressivo na mobilidade. Entre 37 °C e 45 °C (310-318 K), a contragdo estrutural se
intensificou (Dh = 208 + 10 nm; PDI = 0,23), acompanhada por aumento do Dif, tipico de
sistemas termorresponsivos. Essa redu¢do do tamanho favorece a difusdo e potencializa a
liberag@o controlada do 6leo no sistema.

Ja para o nGF2002DsC (Figura 11C), a presenca da curcumina apresentou
comportamento distinto. Entre 25 °C e 32 °C (298-305 K), o Dh aumentou significativamente
(199 £30 nm para 372 +£7 nm), com elevagdo do PDI (0,21 para 0,45), indicando inchago e
maior heterogeneidade, possivelmente devido a interagdo da curcumina com dominios
hidrofébicos da micela. Apesar do aumento de tamanho das particulas, o Dif também cresceu,
sugerindo maior mobilidade devido a reducao da viscosidade do meio (YUAN et al., 2021).

Entre 32 °C e 37 °C (305-310 K), o Dh manteve-se elevado (~364 nm), mas com PDI
aumentado (0,63), indicando instabilidade. Ainda assim, o Dif permaneceu alto, refletindo
estruturas grandes, porém dinamicas. De 37°C a 45°C (310-318 K), observou-se uma
redu¢do do Dh (353 + 11 nm) e queda expressiva no PDI (0,20), indicando reorganizacao
estrutural que conferiu maior homogeneidade e estabilidade ao sistema. Nesse intervalo, o Dif
estabilizou-se, diminuindo levemente. Isso reflete a formagao de estruturas mais compactas,
compativeis com o comportamento termossensivel esperado, o que favorece a modulagdo

térmica da liberagdo da curcumina (JI et al., 2020).

5.7 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) forneceu
informacodes detalhadas sobre o comportamento fisico e quimico das substancias em funcao
da temperatura ¢ do tempo (LEYVA-PORRAS et al., 2020). Para as amostras nGF2002 e
nGF2002Ds, foram observadas transi¢des endotérmicas e exotérmicas distintas ao longo do

aquecimento, conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12 - Curvas de DSC das amostras nGF2002 e nGF2002Ds.
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Fonte: Autora (2025).

Ambas as formulacdes apresentaram picos endotérmicos em torno de 57 °C para
nGF2002 e 55 °C para nGF2002Ds, atribuidos a fusdo das regides cristalinas da por¢cdo PEO
do copolimero F127 presentes na matriz liofilizada. Embora em estado soélido, essas
transi¢des refletem caracteristicas estruturais herdadas da organizagdo micelar do sistema
aquoso original. A leve redu¢do no pico observado para o nGF2002Ds sugere que a presenga
do o6leo promove maior mobilidade das cadeias poliméricas, favorecendo rearranjos térmicos
da matriz, conforme discutido anteriormente no DLS. Isso diminui a energia necessaria para
reorganizar o 6leo na estrutura das micelas (ZUBAIR et al., 2022).

O nanogel base nGF2002 exibiu dois picos exotérmicos (188 °C e 212 °C) e uma
transi¢do endotérmica intermediaria (~206 °C), sugerindo multiplas etapas de reorganizacdo
térmica do copolimero (CICOLELLA et al., 2024). Ja o nanogel nGF2002Ds ndo apresentou
eventos exotérmicos definidos, mas exibiu uma elevacao gradual da linha de base a partir de
100 °C, indicando cristalizac¢ao lenta e difusa, caracteristica de sistemas parcialmente amorfos
(KOLEK et al., 2021). A auséncia de picos de decomposi¢do até 350 °C no nGF2002Ds
indica maior estabilidade térmica, atribuida a modulagdo das interacdes intermoleculares
promovidas pelo OEDs. Esse comportamento também foi observado no DLS, sugerindo uma

estrutura menos ordenada, porém mais resistente a variagdes térmicas.
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5.8 Caracterizacio morfologica
5.8.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ¢ uma ferramenta essencial para
revelar a morfologia de formulagdes nanoestruturadas, oferecendo informagdes valiosas sobre
suas propriedades e possiveis aplicacdes (RAMEZANI et al., 2023). Neste estudo, ela foi
empregada para investigar a morfologia do nGF2002Ds, revelando alteragdes significativas

devido a adi¢@o de 1% de OEDs (Figura 13).

Figura 13 - Micrografias de MEV do nanogel nGF2002Ds obtidas apds liofilizagdo, em
ampliagoes de (A) 1000x, (B) 500x e (C) 250%. As fissuras e a morfologia heterogénea
indicam reorganizagdo da matriz polimérica em resposta ao OE de D. stelechantha durante a

secagem.
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Fonte: Autora (2025).

As micrografias do nGF2002Ds mostraram regides superficiais fragmentadas e
irregulares, com uma estrutura rugosa na regido central, caracteristica que sugere um padrao
de fratura radial (Figura 13A). Essa morfologia ¢ atribuida as tensdes geradas durante a
liofilizagdo, intensificadas pela presenca do 6leo (MOHAMMADY et al., 2020). Ao redor
dessas regides, foram observados aglomerados com bordas angulares e texturas variando de
lisas a granulares, sugerindo reorganiza¢do desigual da matriz polimérica (WANG et al.,

2021).
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A visualizacdo da fragmentagdo do material, evidencia a ocorréncia de ruptura
estrutural do nanogel, o que ¢ observado em amplia¢des de visualizagdes menores € maiores
respectivamente (Figura 13B e 13C). A incorporacdo do OE reduz a rigidez da matriz,
promovendo interfaces frageis e dominios separados (STOLERU; BREBU, 2021)
(MARQUES et al., 2025). Esses achados sdo importantes para entender o comportamento do

sistema frente a liberagdo e adesdo em aplicagdes topicas.

5.8.2 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A Microscopia de Forca Atomica (AFM) foi empregada para caracterizar a
morfologia das formulagdes nGF2002 ¢ nGF2002Ds, fornecendo imagens de alta resolugdo
capazes de revelar detalhes nanométricos relacionados ao tamanho, forma e propriedades de
superficie das particulas. Essas informacgdes sdo fundamentais para otimizar o desempenho e o
design das formulagdes em aplicagdes farmacéuticas.

Para a formulacdo nGF2002, os mapas topograficos revelaram a presenca de dois
dominios distintos: regides planas, indicadas por setas amarelas (Figura 14A), com altura
média de 5,92 nm (n = 15), atribuidas as interagdes intermoleculares entre F127/974P e
dominios esféricos, indicados por setas verdes (Figura 14B), com altura média de 108,74 nm
(n = 19) e diametro de cerca de 279 nm, compativeis com estruturas micelares formadas pelo

F127.
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Figura 14 - Mapas topograficos de AFM do nanogel nGF2002. (A) Setas verdes indicam
estruturas esféricas formadas por micelas de F127, com uma altura média de 108,74 £+ 19,41
nm (n = 19) e setas amarelas indicam regides planas com uma altura média de 5,92 + 3,00 nm
(n = 15). (B) e (C) Micrografias 3D expandidas mostrando em detalhes as estruturas esféricas.

(D) e (E) Estruturas cubicas formadas por processos de agregados micelares de F127.
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Fonte: Autora (2025).

Essas estruturas, fortalecidas por ligacdes de hidrogénio cruzadas, evidenciam uma
rede polimérica robusta, que favorece a formacdo de micelas e garante alta estabilidade ao
sistema, em conformidade com as propriedades esperadas de seus componentes individuais
(LUPU et al., 2023). Além disso, a analise topografica da formulagdo nGF2002 revelou um
terceiro dominio de estrutura micelar cubica, sugerindo a presenca de uma fase polimoérfica
internamente distinta, associada a fases tipicas de copolimeros em blocos anfifilicos (Figura
14D e 14E).

A coexisténcia de dominios com diferentes geometrias indica uma organizagdo
estrutural complexa, influenciada pelas intera¢des entre as cadeias do polimero F127 e do
974P. Esse comportamento ¢ consistente com estudos anteriores que demonstram que

copolimeros em blocos anfifilicos apresentam comportamento polimdrfico em concentragdes

superiores a 5% (m/m), com a formacdo de multiplas fases em gel, incluindo estruturas
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lamelares, hexagonais (normais e reversas), cubicas continuas e micelares (TATIN et al.,
2015).

As analises de modulo de Young forneceram informacdes sobre as propriedades
mecanicas do nGF2002, revelando que os dominios esféricos das estruturas micelares de
F127 exibem menor rigidez, o que caracteriza uma maior fluidez, conforme indicado pelas
regides mais escuras no mapa (Figura 15A), enquanto os dominios planos formados por
F127/974P, apresentaram maior rigidez, evidenciadas por regides mais claras (Figura 15B).
Essa heterogeneidade estrutural influencia diretamente a for¢a de adesdo da formulacao, que ¢
mediada por interacdes de Van der Waals, forcas eletrostaticas, capilares e ligagdes quimicas
(FU etal., 2016).

As estruturas micelares formadas por F127 apresentaram valores reduzidos de forca de
adesdo, atribuidos a baixa interacdo da ponta do AFM com estruturas internamente ocas
(Figura 15C). J4 os dominios de F127/974P demonstraram maior for¢a de adesdo, devido as
ligacdes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas (Figura 15D). Esses dados indicam que as
maiores forcas de adesdo ocorrem devido a interagdo intermolecular de ligacao de hidrogénio
entre os polimeros, enquanto as menores sao atribuidas a interacdes dipolo-induzidas entre as

cadeias hidrofobicas de PPO e a sonda do AFM.
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Figura 15 - Mapas de mddulo de Young (A) e (B), e forcas de adesdo (C) e (D) adquiridos

para os diferentes dominios observados para o nGF2002.
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Fonte: Autora (2025).

Na formulacdo nGF2002Ds, a presenga de 1% de OEDs modificou totalmente a
morfologia do gel base nGF2002. Regides mais claras, com altura de 11,09 nm (n = 20) foram
atribuidas a incorporagdo de OEDs na superficie, conforme indicado por setas vermelhas
(Figura 16A). Houve também uma reducdo na quantidade de dominios esféricos (altura média
de 5,41 nm e didmetro de 86 nm, ambos n = 15), sugerindo uma redistribuicdo das micelas
dentro da matriz modificada, indicadas por setas verdes (Figura 16B). Esses achados indicam
que os dominios formados por micelas de F127 coexistem tanto com OEDs quanto com a
matriz F127/974P, formando regides planas interconectadas por fortes ligacdes de hidrogénio,

evidenciada pelas areas mais escuras nos mapas topograficos (Figura 16C e 16E).
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Figura 16 - Mapas topograficos de AFM do nanogel nGF2002Ds. Setas vermelhas indicam
estruturas planas de maior espessura, formadas pela presenga do OEDs na superficie da
matriz nGF2002, com altura média de 11,09 = 1,47 nm (n = 20). Setas verdes indicam os
dominios esféricos relacionados com as estruturas micelares de F127 com valores médio de

altura de 5,41 = 2,21 nm (n = 15) e diametro médio de 86,01 £ 15,97 nm (n = 15).

(A)

13,6 nm

10.0

(D)
42 nm

Fonte: Autora (2025).

As andlises do modulo de Young complementam essa observagdo ao revelar que as
regides ricas em OEDs apresentam rigidez intermedidria, compativeis com uma matriz mais
hidratada e menos rigida, em consonancia com o efeito emoliente esperado pelo OEDs
(Figura 17A e 17B). Os valores médios e baixos desses dominios sdo devidos uma parcela de
micelas de F127 vazias, indicada por setas verdes e outra parcela carregada com OEDs,

indicada por setas vermelhas (Figura 17C e 17E).
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Figura 17 - Mapas de mddulo de Young adquiridos para o nanogel nGF2002Ds. Os dominios
planos superiores, contendo a maior concentragdo de OEDs mostram valores intermediarios
de modulo de Young, As regides mais claras dos mapas correspondem aos dominios de maior
rigidez, constituidos pela blenda dos polimeros F127/974P. Setas verdes e vermelhas indicam
os dominios micelares vazios (menores valores de modulo) e carregados com OEDs (valores

intermediarios de médulo), respectivamente.
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Fonte: Autora (2025).

Isso ¢ corroborado com os mapas de forcas de adesdo que mostraram regides com
maior concentragdo de OEDs. Regides com areas mais escuras apresentaram menores valores
de adesdo em decorréncia da fraca interacdo de Van der Waals (Figura 18A e 18B). Por outro
lado, regides com dominios micelares vazios indicadas por setas verdes, exibiram maior for¢a
de adesdo, reforgando a heterogeneidade estrutural gerada pela presenga do OEDs, enquanto
regides com dominios micelares carregados com OEDs indicadas por setas vermelhas,
resultou em uma diminuicao dessa for¢a devido as suas caracteristicas hidrofilicas do 6leo e
menor capacidade de formar ligacdes de hidrogénio com a ponta do AFM (Figura 18C e
18D). Essas variacdes morfoldgicas refletem a complexidade das interagdes entre as
moléculas de OEDs e a mistura F127/974P, impactando diretamente as propriedades da

formulacgao.
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Figura 18 - Mapas de for¢a de adesdo adquiridos para o nanogel nGF2002Ds. As regides de
maior predominancia de OEDs mostram valores intermediarios de forca de adesdo em
decorréncia da caracteristica hidrofobica dos constituintes quimicos. Os maiores valores de
forca de adesdao estdo associados aos dominios poliméricos F127/974P devido a
predominancia de ligacdes de hidrogénio. Setas verdes e vermelhas indicam os dominios
micelares vazios (maiores valores de adesdo) e carregados com OEDs (valores intermediarios

de adesdo), respectivamente.
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Fonte: Autora (2025).
5.9 Reologia

As formulagdes nGF2002, nGF2002C, nGF2002Ds e nGF2002DsC apresentaram
comportamento reoldgico tipico de géis termossensiveis, com transicao sol-gel evidenciada
pela inversao dos modulos viscoelasticos (de G" > G' para G' > G") ocorrendo entre 26,2 °C
(nGF2002) e 19,1 °C (nGF2002DsC), com valor intermedidrio de 22,3 °C em nGF2002C e
22,1 °C no nGF2002Ds. A redugdo gradual da temperatura de transi¢do com 0s compostos
OEDs e OEDs/Curcumina, indicou maior interacdo entre os ativos e a matriz F127/974P,
refletindo modificagdes na organizagao interna da rede polimérica (MARQUES et al., 2025).

A presenca desses compostos também promoveu aumento expressivo na viscosidade a

32,5°C, elevando os valores de 2151,5Pa's (nGF2002) para 2836,0 Pa's (nGF2002C),
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3313,5Pa's (nGF2002Ds) e 3980,0 Pa:s (nGF2002DsC). Além disso, observou-se maior
elasticidade da rede, evidenciada pela reducdo progressiva da razdo G"/G' (de 0,065 em
nGF2002 para 0,034 em nGF2002C e de 0,026 em nGF20002Ds para 0,015 em
nGF2002DsC), o que indicou formacgdo de estruturas mais rigidas e coesas. Esses resultados
revelam que a presenga de OEDs e curcumina favorece interagdes mais intensas com a rede

polimérica, resultando em formulagdes com maior coesao estrutural (Figura 19A e 19B).

Figura 19 - Propriedades reoldgicas das formulagdes nGF2002, nGF2002Ds, nGF2002C e
nGF2002DsC. (A) Modulos viscoelasticos G' (linha continua) e G" (linha tracejada) em
funcdo da frequéncia (f), indicando maior estruturagao das formulagcdes com OEDs e
curcumina. (B) Viscosidade complexa (n*) em fung¢do da taxa de cisalhamento (y),
evidenciando o comportamento pseudoplastico das amostras, com afinamento mais acentuado

nas formulagdes com ativos bioativos.
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Fonte: Autora (2025).

A andlise de varredura de frequéncia (Figura 19A) corrobora o perfil viscoelastico
observado, evidenciando o predominio do modulo eléstico (G' > G") em todas as formulagdes,
o que indica a formac¢do de uma rede tridimensional bem estruturada. O parametro S, que
expressa a forca do gel, aumentou consideravelmente com a adicdo dos ativos: de
10.533 Pa-s-m (nGF2002) para 20.281 Pa-s-m (nGF2002C), e 18.000 Pa-s-m (nGF2002Ds)
para 19.620 Pa-s-m (nGF2002DsC). Simultaneamente, o indice m apresentou redugdo de
0,052 (nGF2002) para 0,021 (nGF2002DsC), indicando que o sistema se tornou menos
dependente da frequéncia de oscilagdo e assumiu um comportamento viscoeldstico mais
solido, caracteristico de materiais com maior grau de organiza¢do supramolecular.

As curvas de fluxo (Figura 19B) confirmam o comportamento pseudoplastico de todas

as formulagdes (n < 1). A consisténcia (K) aumentou de 115,7 Pa-s™ (nGF2002) para 234,3
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Pa-s™ (nGF2002C), 233 Pa-s™ (nGF2002Ds) e 181,5 Pa-s™ (nGF2002DsC), refletindo maior
resisténcia ao escoamento em baixas taxas de cisalhamento. Apesar disso, a formulagdo
nGF2002DsC apresentou o maior valor de n (0,16), refletindo um afinamento mais acentuado

sob cisalhamento e possivel reorganizacao estrutural em altas taxas de deformagao.

5.10 Avaliacao de Toxicidade em Zebrafish (Danio rerio)
5.10.1 Mortalidade e taxa de eclosido

A toxicidade embrionario-larval no ensaio com Danio rerio (ZELT), variou de acordo
com a concentragdo do OEDs testado no nanogel nGF2002Ds: C1 (50 pg/mL), C2 (100
ng/mL) e C3 (200 pg/mL). O nanogel base nGF2002 sem 6leo, também foi analisado como
grupo controle: P (20.000 png/mL).

ApoOs 24 horas de exposi¢ao (hpe), foi observada alta mortalidade nas larvas expostas a
C3, atingindo 100%. Em C2, a mortalidade foi de 6,66% em 72 hpe, chegando a 100% em
144 hpe (p < 0,05). Em contraste, na C1, observou-se 26,66% de mortalidade em 96 hpe e
36,66% em 144 hpe, enquanto nos grupos controle em meio E3 (CN) e (P), as taxas foram
menores, com 6,66% e 20%, respectivamente, até 144 hpe (p > 0,05). Esses dados evidenciam
o efeito dose-dependente do OEDs no nanogel, com maior toxicidade em concentragdes

elevadas (Figura 20).

Figura 20 - Mortalidade (%) de embrides de zebrafish (Danio rerio) expostos ao nanogel
nGF2002Ds em diferentes concentragdes (C1, C2 e C3), controles negativo (CN), positivo
(CP) e ao nanogel base sem OEDs (P). A) Mortalidade acumulada ao longo de 144 hpe e B)
Mortalidade final registrada em 144 hpe. Os dados indicam diferencas significativas entre os

grupos (letras diferentes, p < 0,05).
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Fonte: Autora (2025).
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A taxa de eclosdo dos embrides expostos a essas concentragdes também variou ao
longo do tempo, com diferencas significativas entre as concentragdes testadas a partir de 72

horas hpe (Figura 21).

Figura 21 - Taxa de eclosdo (%) de embrides de zebrafish (Danio rerio) expostos ao nanogel
nGF2002Ds (C1, C2, C3), ao controle negativo (CN), grupo positivo (CP) e ao nanogel base
sem OEDs (P). A) Eclosdo acumulada até 144 hpe; B) Eclosao final em 144 hpe.
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Fonte: Autora (2025).

Os grupos CN e P apresentaram taxa de eclosdo de 95.00% e 90.00% as 144 hpe. Ja os
embrides expostos a C1 apresentaram taxas de eclosdo reduzida, de 36.67% as 144 hpe. Ao
final do periodo (144 hpe), as larvas expostas a C2 e C3 apresentaram eclosdo (0%). A
reducdo na taxa de eclosdo ¢ um indicativo sensivel de toxicidade embrionaria em zebrafish,
sugerindo que, mesmo sem mortalidade total, o desenvolvimento dos embrides foi
comprometido, especialmente nas maiores concentragdes do o6leo.

Os resultados evidenciam um efeito dose-dependente do OEDs sobre a viabilidade
embrionaria, com toxicidade crescente conforme a concentracdo aumenta. Enquanto os
grupos P e C1 apresentaram eclosdo significativa, o aumento do 6leo em C2 e C3 impediu o
desenvolvimento embrionario. Esse padrao também ¢ observado em nanomateriais, como as
nanoparticulas de silica (SiNPs), cuja toxicidade aumenta com a dose e estd associada a
alteragdes na permeabilidade coridonica, comprometendo as barreiras embrionarias
(VALADARES et al., 2023).

No presente estudo, o aumento de eclosdo no grupo P reforca que os efeitos

observados estdo diretamente relacionados a exposicao do 6leo. Dessa forma, esses resultados
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corroboram estudos que apontam compostos bioativos de dleos essenciais como citotoxicos
em zebrafish, especialmente em estagio embrionario, ressaltando a importancia de avaliacao

cuidadosa das concentragdes para garantir seu uso seguro (WANG et al., 2023).

5.10.2 Neurotoxicidade e cardiotoxicidade
A exposicao das larvas do zebrafish com o nanogel nGF2002Ds também foi realizada
em relagdo aos movimentos espontaneos em 24 hpe e batimentos cardiacos realizada apos 48

hpe (Figura 22A e 22B).

Figura 22 - Avaliacdo de neurotoxicidade e cardiotoxicidade em embrides de zebrafish
(Danio rerio). (A) Movimentos espontaneos em 24 hpe nos grupos CN, CP, C1 ¢ P e (B)
Frequéncia cardiaca em 48 hpe nos grupos CN, CP, P, C1, C2 e C3.
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Fonte: Autora (2025).

Apo6s 24 horas de exposicao (hpe), os embrides expostos ao tratamento C2 nao
apresentaram contragdes espontaneas durante o periodo de avaliagdo. Em contraste, os
embrides do grupo controle positivo (CP) exibiram uma frequéncia de contragdo espontanea
(FCE) significativamente maior (15,30 + 3,38 movimentos/min) em comparagdo com 0 grupo
CN,CleP (4,2+0,38; 4,10 + 1,08; 3,28 + 0,39, respectivamente) (p < 0,05, Figura 22A).

Quanto aos batimentos cardiacos analisados apos 48 hpe, os embrides expostos aos
grupos CN, CP, P, C1 e C2 apresentaram médias de 101,4+1,77; 56,67 +12,72; 89,07 +2,79;
88,82 1,48 e 67,68 1,89 batimentos por minuto, respectivamente (Figura 22B). O grupo
CP, reconhecido por sua alta toxicidade (VIEIRA et al., 2020), apresentou a maior redugao da
frequéncia cardiaca, evidenciando cardiodepressao, e confirmou seu papel como controle

positivo para efeitos cardiotoxicos no desenvolvimento de zebrafish.
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O grupo C2 (100 pg/mL) também apresentou reducdo acentuada na frequéncia
cardiaca, indicando cardiotoxicidade do nanogel nGF2002Ds em concentragdes mais altas do
0leo. Além disso, foram observados sinais de neurotoxicidade grave (auséncia de contracdes)
e cardiotoxicidade moderada, tornando C2 o grupo mais toxico entre os grupos analisados.
Em contraste, os tratamentos P e C1 (50 pg/mL) exibiram redugdes discretas, ainda dentro de
parametros fisiologicos.

No entanto, a tendéncia de queda em C1, ainda que discreta, reforga a necessidade de
estudos adicionais para definir uma concentragdo segura do OE de D. stelechantha no
nanogel. O grupo CN manteve a frequéncia cardiaca dentro da normalidade, como esperado.
Dessa forma, esses resultados reforcam o comportamento dose-dependente da formulagao,
com impacto mais evidente sobre a fungdo cardiaca em concentragdes elevadas do 6leo.

Estudos anteriores com Oleos essenciais corroboram esses achados. Por exemplo, o
6leo essencial de Ocimum basilicum provocou reducdo significativa da frequéncia cardiaca
em embrides de zebrafish apos 96 h de exposicao, indicando cardiotoxicidade dependente da
dose (CAPPARUCCI et al., 2022). De forma semelhante, o 6leo de capim-limao apresentou
efeitos neurotoxicos relevantes, sendo comparavel, em alguns parametros, a modelos classicos
de toxicidade (DA SILVA et al., 2023). Esses achados reforcam que o aumento da
concentragdo do OEDs no tratamento C2 podem atuar de forma combinada sobre os sistemas

nervoso e cardiovascular, comprometendo o desenvolvimento embrionario normal.

5.10.3 Alteracoes Morfologicas

A partir das andlises morfologicas, foram identificadas diversas alteragdes
teratogénicas nos embrides e larvas ao longo das 144 horas pos-exposicao (hpe). No grupo
controle negativo (CN), ndo foram observadas malformagdes significativas, servindo como
referéncia de normalidade.

O grupo tratado com o nanogel base sem OEDs (P — 20.000 ug/mL) apresentou
alteracdes como edema de saco vitelino, auséncia de olhos e deformagdes na cabeca, embora
com menor frequéncia e intensidade que os grupos contendo dleo. Esses efeitos indicam uma
toxicidade basal da matriz, provavelmente associada a alta concentracdo do copolimero F17
utilizada nesse estudo (20%), o que podera ser ajustado em estudos futuros.

Nos embrides tratados com o nanogel nGF2002Ds, observou-se um padrio claro de

toxicidade dose-dependente. O grupo C1 (50 pg/mL) apresentou aumento na incidéncia de
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malformagdes, como lordose, alteragdes caudais e formagdo de codgulos, além de edemas em

estruturas vitais. Esses efeitos estdo ilustrados na Figura 23.

Figura 23 - Alteragdes morfoldgicas em embrides e larvas de zebrafish apds 48 e 144 hpe,
com destaque para edema pericardico (EP), edema de saco vitelino (ESV) e coagulos

observados nos grupos C1 e P, em comparagdo ao controle negativo (CN: meio E3).

CN | :
p ey
‘i{
EP

c1 =
“Ep

Fonte: Autora (2025).

O grupo C2 (100 pg/mL) exibiu alteragdes mais severas, como olhos pequenos, edema
pericardico acentuado e maior recorréncia de coagulos, indicando maior comprometimento
em oOrgaos sensiveis ao desenvolvimento. Essas manifestagdes sdo marcadores amplamente
reconhecidos de toxicidade em embrides de Danio rerio, frequentemente associados a
disfungdes cardiacas e hepaticas, respectivamente, e t€ém sido constantemente relatados em
estudos que utilizam este modelo para avaliagdo de teratogenicidade (ZHANG et al., 2014;
WIEGAND et al., 2023).

Ja no grupo C3 (200 pg/mL), devido a elevada concentragdo de oOleo, a analise
morfologica foi impossibilitada de observar. Esses resultados indicam que a presenca do
OEDs no nanogel induz alteracdes teratogénicas mais pronunciadas em relacdo a
concentracdo do nanogel base (P), refor¢ando um efeito dose-dependente do 6leo. Ainda que
os grupos P e C1 tenham apresentado alteracdes em relacdo ao CN, os efeitos observados em

C2 e C3 foram substancialmente mais intensos, conforme evidenciado na Figura 24.
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Figura 24 - Alteracdes teratogénicas em larvas de zebrafish apds 144 hpe aos tratamentos
CN, CP, C1, C2 e C3. Parametros avaliados: edema pericardico, edema de saco vitelino,

lordose, alteragdes na cabecga, olho pequeno, auséncia ocular, alteragdes na cauda e coagulo
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Fonte: Autora (2025).

A aplicabilidade do modelo Danio rerio na avaliagdo da toxicidade de sistemas
nanoestruturados, refor¢a a importancia da avaliacdo toxicologica de formulagdes contendo
compostos bioativos com produtos naturais (YVONNE C.M. STAAL et al., 2018). Neste
contexto, a combinagdo entre nanomateriais e ativos naturais pode potencializar os riscos de

toxicidade, tornando essencial a avaliacdo da seguranca desses sistemas.

5.11 Ensaios in vitro Contra Larvas de Aedes aegypti

O controle bioldgico de vetores como Aedes aegypti ¢ uma estratégia essencial no
enfrentamento das arboviroses. Neste contexto, avaliou-se a eficacia larvicida do nanogel
contendo 0leo essencial de Duguetia stelechantha (nGF2002Ds) apds 24 horas de exposi¢ao,

considerando concentragdes entre 5 e 500 ug/mL (Tabela 7).
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Tabela 7 - Eficacia larvicida do nanogel nGF2002Ds contra larvas de Aedes aegypti ap6s 24

horas, expressa em % de mortalidade (média + desvio padrao), com n = 10.

Entrada Tratamento(pg/mL) Mortalidade (%=+DP)
nGF2002Ds ¢ 24 h
1 5 0,0+0,0
2 50 7,0+ 10,6
3 150 80,0 +20,0
4 250 89,0£9,9
5 350 92,0+11,3
6 500 95,0+ 8,5
7 Agua 0,0+ 0,0
8 nGF2002" 0,0+0,0
9 Temefos® 100,0+ 0,0
10 Bti¢ 100,0 £0,0

?Concentracao em OEDs
®Controle negativo testado a 1 X 10° ug/mL
¢ Controles positivos testados a 100 pg/mL

Conforme demonstrado na Tabela 7, a formulagdo apresentou efeito larvicida
dependente da dose. As concentracdes de 5 e 50 ug/mL (entrada 1 e 2) exibiram baixa
mortalidade (<10%), enquanto a partir de 150 pg/mL (entrada 3), houve aumento expressivo,
alcangando 80% a 150 ug/mL, e até 95% a 500 ug/mL. Os controles negativos (agua e
nGF2002 sem OEDs) nao apresentaram mortalidade, confirmando que os efeitos sdo
atribuidos exclusivamente a acdo do OEDs. J& os controles positivos (Temefos e Bti)
provocaram 100% de mortalidade, validando as condi¢des experimentais.

Dessa forma, os dados demonstram que o nGF2002Ds apresenta uma redugdo
significativa nas concentracoes letais ao longo do tempo de exposicao, com uma mortalidade
acentuada nas primeiras 24 horas. A CLso e CLs estimadas nesse periodo foram de 97,7 +
6,4 ng/mL e 177,7 £ 18,3 pg/mL respectivamente, com R? ajustado de 0,9992, demonstrando

excelente ajuste do modelo (Figura 25).
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Figura 25 - Concentragdo letal 50 (CLs,) e 90 (CLy) contra larvas de Aedes aegypti em 24h
tratadas com nGF2002Ds: CLs, 97,7 £ 6,4 pg/mL e CLy, 177,7 £ 18,3 ug/mL com R? ,;
0,9992.
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Fonte: Autora (2025).

A auséncia de variagdes apoOs 48 horas reforca que a maior parte da mortalidade
ocorreu nas primeiras 24 horas de exposi¢do, sugerindo acdo larvicida rapida da formulagao.
Esses resultados revelam o nanogel nGF2002Ds como uma alternativa inovadora e
sustentavel frente aos inseticidas comerciais, o que refor¢ca o potencial dos OEs como agentes
bioativos em formulagdes nanoestruturadas.

A incorporacdo do OE de D. stelechantha (OEDs) no nanogel base nGF2002,
formulado com Plurénico F127, um copolimero de baixa CMC e reconhecida seguranga pela
FDA, favoreceu a estabilidade e o desempenho larvicida da formulacdo. Diferente de
surfactantes como Tween-80, mais suscetiveis a degradagdo, o uso do copolimero contribuiu
para preservar a composic¢ao bioativa, como o OEDs.

Diante disso, a eficacia observada estd relacionada as vantagens da nanoescala, que
incluem maior estabilidade, protecdo contra degradagdo, liberacdo controlada e menor
volatilizagdo dos oleos essenciais (FAUSTINO et al., 2020). Estudos anteriores com OEs
nanoencapsulados, como os de Artemisia dracunculus, Eucalyptus globulus e Pectis
brevipedunculata, também demonstraram efeito larvicida significativo, embora com variagdes
nos valores de CLso atribuidas a composi¢ao quimica e a natureza dos excipientes utilizados.

O nanogel com OE de A. dracunculus apresentou uma estabilidade aprimorada e

liberacao sustentada, com CLso de 6,6 ng/mL contra Anopheles stephensi, importante vetor da
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malaria (OSANLOO et al., 2022). De forma semelhante, o nanogel com OE de Eucalyptus
globulus demonstrou eficacia contra 0 mesmo vetor, com CLso de 32 pg/mL (ALIPANAH et
al., 2022). Em contraste, o nanogel com OE de Pectis brevipedunculata mostrou atividade
larvicida contra o Aedes aegypti, um vetor de arbovirose mais resistente, com CLso em 24 e
48 horas de 199,5ug/mL e 184,5ug/mL respectivamente (MARQUES et al., 2024). Nesse
cenario, este estudo abre caminhos para futuras investigagdes, pois € a primeira aplicagdo do

OE de D. stelechantha encapsulado em nanogel ecofriendly contra o mosquito Aedes aegypti.

5.12 Ensaios in vitro Contra Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis
Leishmania amazonensis, principal espécie causadora da LTA no Maranhdo, foi
utilizada para avaliar a atividade leishmanicida do oleo essencial de Duguetia stelechantha

(OEDs) e do nanogel nGF2002Ds apds 24 horas de incubacao (Tabela 8).

Tabela 8 - Atividade sobre formas promastigotas de Leishmania amazonensis do nGF2002Ds

e do OEDs puro apds 24 horas de interacdo entre os compostos € 0s parasitas.

Tratamento Concentracao em ug/mL % de morte
NG1 757,5 100,0
OEl1 477,5 96,5
ABI1 1,95 96,5
NG2 378,8 87,5
OE2 238.8 80,0
AB2 0,97 96,5
NG3 189.4 0,0
OE3 119,5 0,0
AB3 0,48 94,0

NG1-NG3: nGF2002Ds com OEDs a 0,125%, 0,063% e 0,031% (757,5; 378,8;
189,4 pg/mL).

OE1-OE3: OEDs puro a 477,5; 238,8; 119,5 ng/mL.

AB1-AB3: Anfotericina B a 1,95; 0,97; 0,48 png/mL (controle positivo).

Nas concentragdes mais elevadas (OE1: 477,5 pg/mL e NG1:757,5 pg/mL), as taxas
de mortalidade foram de 96,5% e 100%, respectivamente. Em concentracdes intermediarias
(OE2: 238,8 ng/mL e NG2: 378,8 ug/mL), as taxas de mortalidade foram de 80% e 87,5% de
morte parasitaria. J& nas menores concentragdes (OE3: 119,5 ng/mL e NG3:189,4 ng/mL),
ambos os tratamentos ndo apresentaram efeito leishmanicida. O controle positivo com
anfotericina B (AB1: 1,95 ug/mL) confirmou a validade do ensaio ao promover 96,5% de
mortalidade.

Esses resultados demonstram que a incorporagdo do OEDs ao nanogel potencializa sua

atividade leishmanicida, reforcando seu uso promissor em formulagdes tdpicas para o
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tratamento da leishmaniose. Estudos anteriores com o OE de D. stelechantha demonstraram
efeito antipromastigota contra L. amazonensis, com ICso de 138,3 pg/mL (BARATA et al.,
2023). Outras espécies da familia Annonaceae também apresentaram atividade significativa,
como Annona coriacea, com ICso de 9,9 pg/mL (SIQUEIRA et al., 2011).

A literatura também refor¢a que sistemas nanocarreadores contribuem
significativamente para o desempenho de bioativos naturais, atuando em diversos alvos
celulares como a membrana plasmatica, mitocondrias ¢ DNA, além de induzirem apoptose e
reforcarem a resposta imune, com baixa toxicidade (ALANAZI; SAID, 2022). Corroborando
esses achados, formulagdes semelhantes, como nanogéis contendo OE de Pectis
brevicutulata, apresentaram mortalidade superior a 90% em 48 horas frente a L. amazonensis
(MARQUES et al., 2025). Dessa forma, os dados obtidos neste estudo reforcam o alto
potencial leishmanicida do nGF2002Ds e apontam sua aplicabilidade em formulagdes topicas

no tratamento da leishmaniose cutanea.

6 CONCLUSAO

Como proposta sustentavel para superar as limitagdes dos tratamentos convencionais
da leishmaniose tegumentar americana (LTA) e do controle de Aedes aegypti (vetor
responsavel pela transmissdo das arboviroses como a dengue, zika e chikungunya), este
estudo desenvolveu um nanogel semissolido (nGF2002Ds) contendo o6leo essencial de
Duguetia stelechantha (OEDs), utilizando os copolimeros F127 ¢ 974P em meio aquoso ¢
caracterizando uma abordagem ecofriendly. O nGF2002Ds foi combinado com diferentes
concentragdes de curcumina, para otimizar a formulagdo nGF2002DsC.

A andlise espectroscopica por FTIR revelou alteragdes vibracionais nas ligagdes da
matriz  polimérica, evidenciando interacdes entre os componentes (OEDs e
OEDs/Curcumina). A andlise por DLS demonstrou aumento da estabilidade coloidal nas
formulagdes nGF2002Ds e nGF2002DsC, enquanto a reologia indicou melhora na
viscosidade e organizacao estrutural com a presenca dos bioativos. A analise DSC confirmou
a estabilidade térmica da formulacdo nGF2002Ds, e as analises MEV e AFM mostraram
morfologia homogénea e maior rigidez da rede polimérica em relagdo a formulagdo base
nGF2002. Os resultados foram excelentes para as avaliagdes biologicas testadas.

O nanogel nGF2002Ds apresentou potente efeito larvicida contra larvas de Aedes
aegypti, com CLso = 97, 7ug/mL e CLeo = 177,7ug/mL em 24 horas e toxicidade

dose-dependente em embrides de Danio rerio. Concentragdes elevadas (C2 e C3) no teste
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ZELT apresentaram maior mortalidade e menor eclosdo, enquanto concentragdes baixas e
auséncia do OEDs (C1 e P) tiveram menor toxicidade. O grupo C2 mostrou auséncia de
contragdes espontaneas e reducdo da frequéncia cardiaca, indicando maior neuro e
cardiotoxicidade. Alteragdes morfologicas foram mais evidentes em C1, mostrando que o dleo
essencial no nanogel aumenta a teratogenicidade em relagdo ao nanogel base (P). Além disso,
o nanogel nGF2002Ds demonstrou alta atividade leishmanicida, atingindo 100% de
mortalidade de Leishmania (L.) amazonensis, superando o OEDs isolado.

Os resultados obtidos evidenciam a eficiente incorporagdo do nGF2002Ds como
sistema carreador de compostos bioativos naturais, além de servir como base para a
formulagdo nGF2002DsC, enriquecida com curcumina, o que consolida uma abordagem

sustentavel e inovadora para o controle e tratamento das DTNs.
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APENDICE A - Formulacées desenvolvidas com OE e OE/Curcumina

Formulacdes de nGF2002Ds com
Formulagdes contendo OE de Duguetia diferentes concentracdes de curcumina

stelechantha em diferentes concentracdes . .
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APENDICE B - Analise de RMN do OE de D. stelechantha
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APENDICE C - Anilise por MEV/EDS da superficie do nanogel nGF2002Ds

Mapping
MAG: 500x HV-150kV D: 59 mm
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