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Introduciao

A leishmaniose tegumentar (LT) ¢ uma doenca tropical negligenciada, de distribuicao
mundial, causada por protozodrios do género Leishmania e classificada como uma infec¢ao
ndo contagiosa (OPAS, 2020). A transmissdo ocorre pela picada da fémea do flebotomineo,
popularmente conhecido como mosquito-palha, infectada com o parasito, que se encontra no
vetor na forma promastigota (ABADIAS-GRANADO et al., 2021). Essa forma flagelada
permite sua locomog¢do no trato digestério do inseto e, apds a inoculagdo no hospedeiro
vertebrado, diferencia-se em amastigota, forma aflagelada capaz de sobreviver e
multiplicar-se no interior de macréfagos (ABADIAS-GRANADO et al., 2021).

Apesar da LT raramente evoluir para o6bito, ela apresenta elevada morbidade,
produzindo impactos negativos na vida cotidiana, com consequéncias psicoldgicas e sociais
que afetam as relagdes pessoais e a qualidade de vida do individuo afetado, pois a infeccao
pode resultar em lesdes ulceradas com bordas elevadas e eritematosas e, nos casos de
acometimento mucoso, provocar sintomas como coriza, dor de garganta e destruicao
progressiva das mucosas (ABADIAS-GRANADO et al., 2021).

O tratamento para a doenca envolve principalmente o uso de antimoniais
pentavalentes aplicaveis as diferentes formas da LT, porém esses farmacos apresentam
elevada toxicidade e diversos efeitos adversos, podendo limitar o sucesso terapéutico, além
de prescricdo cautelosa em pacientes cardiacos e gestantes (MS, 2017). Outras alternativas de
farmacos para o tratamento da doenca estdo disponiveis como a Anfotericina B, a
Pentamidina e o Miltefosina, mas ainda enfrentam problemas considerdveis para sua
administracdo como a alta toxicidade, a necessidade de internagdo hospitalar, tratamento
prolongado e possibilidade de desenvolvimento de resisténcia parasitaria (SANTIAGO,
2021).

Diante dessas limitagdes, a busca por novas estratégias terapéuticas t€ém direcionado o
interesse para moléculas bioativas de origem natural, especialmente metabodlitos secundarios
com potencial atividade antileishmania. Entre os compostos naturais investigados,
destacam-se os triterpenos, metabolitos secundarios formados pela unido de seis unidades de
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isopreno e amplamente produzidos por plantas e fungos, desempenhando fungdes
relacionadas a defesa desses organismos (JHA, 2023). Nesse grupo, a betulina e seu derivado
oxidado, o 4acido betulinico, apresentam diversas atividades bioldgicas, incluindo
propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e, principalmente, potencial agdo
antileishmania (HORDYJEWSKA, 2019).

Entretanto, apesar da gama de atividades relatadas, os triterpenos possuem sua
administracdo terapéutica limitada, pois sua solubilidade ¢ de ~21 pg/mL em meio aquoso,
além de possuir curto tempo de meia-vida in vivo (SANEJA, 2018). Nesse sentido, os
sistemas de liberacdo de firmacos em nanoescala (Drug Delivery Systems), baseados por
exemplo em nanoparticulas poliméricas como as nanocapsulas, podem ser uma solugdo a
essas limitagdes, pois aumentam a biodisponibilidade do principio ativo, permitem o
direcionamento ativo/passivo, e na maioria dos casos, reduzem a toxicidade (DUBEY, 2016;
HARVEY, 2015). A formagdao de uma matriz polimérica estdvel capaz de encapsular e
proteger triterpenos, em geral, contribui para o aumento da hidrofilicidade, da
dispersibilidade e da estabilidade coloidal do sistema, além de apresentar reconhecida
biocompatibilidade, protecao adicional ao composto ativo favorecendo um perfil de liberagao
mais controlado e amplo uso em formulagdes farmacéuticas (SOPPIMATH et al., 2001).

Na literatura ¢ possivel de se encontrar diversos trabalhos que relatam a
potencializagdo dos efeitos anti leishmania, ou seja, o aumento da atividade em menores
concentragdes, com efeitos prolongados, e, menor toxicidade de triterpenos ou extratos e
produtos naturais quando encapsulados em matrizes poliméricas. Halder et al. (2018)
demonstraram que nanocapsulas de PLGA modificadas com lactoferrina e carregadas com
acido betulinico (Lf-BANPs) aumentaram a eficacia contra Leishmania donovani, reduzindo
a carga de amastigotas em macrofagos de forma superior ao acido betulinico livre e as
nanoparticulas n3o modificadas. Escrivani et al. (2019) observaram que a encapsula¢do da
chalcona CH8 em nanocépsulas de nticleo lipidico (LNC-CHS8) promoveu elevada atividade
contra Leishmania amazonensis, reduzindo a carga parasitaria em 86% apos trés semanas de
tratamento topico.

Logo, este trabalho apresenta o desenvolvimento e estudo da estabilidade em funcao
do tempo, temperatura e pH de nanocapsulas core-shell de PEG-6000/Kollicoat® MAE 100P
carregadas com extrato de triterpenos, obtidas através das nanoemulsdes do tipo dleo/agua
(O/A) e sua atividade in vitro frente a cepas de Leishmania amazonenses.

Material e Métodos
Sintese das nanocdpsulas brancas (NCBC) e com extrato de triterpenos (NCETP)

As nanocapsulas foram obtidas pelo método de deposi¢ao interfacial do polimero e
evaporacdo do solvente, adaptado de Neto et al. (2021). A fase organica (150 mg de
Kollicoat® MAE 100P, 250 pL de Span 80 e 200 uL de 4cido oleico em acetona/etanol, 80:20
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v/v) foi vertida sobre a fase aquosa (200 mg de PEG-6000, 250 uL de Tween® 80 € 50 mL de
agua deionizada) sob agitacdo a 700 rpm. Apos evaporacgdo do solvente sob pressdo reduzida
(40 °C), obtiveram-se as NCBC. As NCETP foram preparadas pelo mesmo método,
adicionando 25 mg do extrato a fase organica.

Tamanho relativo, Pdl e Potencial Zeta {

O raio hidrodinamico, indice de polidispersao (Pdl) e potencial Zeta ({) foram
determinados por espalhamento de luz dindmico (Zetasizer Nano, Malvern, UK) a 25 °C,
utilizando laser de 633 nm e angulo de detec¢do de 173° conforme descrito por Neto et al.,
(2021). As amostras foram diluidas em agua (1:10) e analisadas em triplicata, sendo o
potencial Zeta obtido a partir da mobilidade -eletroforética pela aproximacdo de
Smoluchowski.

Estabilidade das nanocdpsulas suspensas em dgua deionizada

Amostras (50 mL) foram mantidas em frascos &mbar por quatro meses a 25+ 2 °C. O
tamanho, PdI, potencial { e pH foram medidos nos dias 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80,
100 e 120 em aparelho Zetasizer (Malvern, UK), com laser a 633 nm e angulo de 173° a 25
°C, em triplicata, registrando-se os valores e desvios padrdes segundo Neto et al. (2021).

Avaliacdo da atividade antileishmania in vitro
Parasitas

Utilizaram-se promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa
IFLA/BR/1967/PHS8). A cultura foi mantida por repiques semanais em meio Schneider
(Sigma-Aldrich®) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil) e 1% de
penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, Brasil) por até 20 passagens. Para conservar a
viruléncia e evitar dados irreprodutiveis, realizou-se a passagem em hospedeiro mamifero in
vivo (MOREIRA et al., 2012).

Ensaios de atividade antileishmania in vitro

A avaliagdo sobre formas promastigotas em fase log de crescimento foi realizada por
testes de susceptibilidade in vitro, mensurando a viabilidade celular pelo método do MTT.
Em placas de 96 pocos, adicionaram-se 100 puL de cultura (2 x 10° promastigotas) ¢ 100 uL
dos compostos em concentragdes de 50 a 0,78 pg/mL. Os ensaios foram feitos em
quadruplicata e incubados a 26 °C por 48 h (LOURENCO et al., 2023). A concentracao
inibitoria de 50% (Clso) foi calculada no software GraphPad Prism 5.01®, utilizando o meio
Schneider® completo como controle negativo.

Resultados e Discussao

A sintese das nanocapsulas por deposicdo interfacial do polimero seguido da
evaporacao do solvente ¢ relatada como um método eficaz para encapsulamento compostos
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bioativos e farmacos lipofilicos e hidrofobicos, como o extrato de triterpenos, além da técnica
favorecer a obtencdo de particulas com tamanhos < 200 nm, distribuicio homogénea de
tamanho, elevada capacidade de encapsulamento e estabilidade a longo prazo (Mora-huertas
et al.,, 2010). Em adi¢do, a figura 1A demonstra que as nanocdpsulas branco, NCBC,
apresentam raios hidrodindmicos médios de 1559 £ 1,2 nm, PdI 0,213 £ 0,006 nm e
potencial Zeta -36,3 = 2,2 nm mV, aspecto homogéneo nao viscoso e de coloragdo branca. E
quando carregadas com extrato de triterpenos, NCETP, possuem raios hidrodindmicos médios
de 181,5 £ 2,5 nm, PdI 0,212 + 0,009 e potencial Zeta -40,3 £ 1,9 mV, aspecto homogéneo
nao viscoso e coloragdo verde.

{B) NCETP

[Z-Aww: 1815 + 25 nm
Padl: 0270 2 0008
potencisl Zeta: 403 & 1.9 my
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Figura 1. Tamanho médio e aspectos fisicos das nanocapsulas em suspensdo aquosa (A) branco,
NCBC; (B) com extrato de triterpenos, NCETP

Os valores de potencial Zeta obtidos corroboram para a observacao da estabilidade
das nanoformulacdes, pardmetro amplamente relacionado a estabilidade coloidal de sistemas
nanoparticulados. Valores de potencial Zeta > |30 mV| indicam predominio de forcas de
repulsdo eletrostatica sobre forgas atrativas entre as particulas, reduzindo a ocorréncia de
instabilidades fisico-quimicas e prevenindo processos de agregacdo, floculacao e coagulacao
(Ozturk et al., 2024).

A comparacao entre as formulagdes demonstrou um aumento de 25,6 nm no tamanho
médio das particulas apdés o encapsulamento do extrato de triterpenos, sugerindo a
incorporagdo eficiente do composto a nanoestrutura. Apesar desse aumento, ambas as
formulagdes apresentaram baixos indices de polidispersdo (PdI < 0.3), indicando distribui¢do
de tamanho homogénea e, consequentemente, adequada estabilidade coloidal da suspensao.
Esses resultados sdo particularmente relevantes considerando que, em sistemas de liberacdo
baseados em nanoparticulas lipidicas ou poliméricas, valores de PdI na faixa de 0.1-0.4 sao
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geralmente associados a formulagdes com distribui¢do de tamanho adequada e boa
estabilidade fisico-quimica (Ozturk et al., 2024).

A estabilidade das nanocapsulas em suspensdo aquosa foram avaliadas no periodo de
180 dias, sendo registrado a variagdo do tamanho médio juntamente com as variagdes de Pdl
(Fig. 2A), Potencial Zeta (Fig. 2B), e, pH (Fig. 2C), respectivamente.
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Figura 2. Parimetros de estabilidade das nanocdpsulas em suspensio aquosa em funcio do tempo:
(A) tamanho médio e Pdl; (B) Tamanho médio e potencial Zeta. Estabilidade das nanocdpsulas em
funcio do pH: (C) Tamanho médio e PdL; (D) Tamanho médio ¢ potencial Zeta.

Durante os primeiros 50 dias observa-se uma flutuacdo grande desses parametros,
que pode ser atribuida pela coalescéncia temporaria. Esse efeito ocorre quando particulas se
juntam formando uma estrutura maior que logo se desfaz e pela homogeneizagao que ocorre
enquanto o tensoativo se rearranja na formulacao (Muccelin et al., 2025).

As flutuagdes nos valores de PZ pode ser atribuida a acomodacao dos tensoativos
entre as interfaces, apresentando altos valores em modulo indicando forte repulsdo
eletrostatica entre os componentes, e, portanto, impedem a floculacdo irreversivel das
nanocapsulas (Uchida et al., 2023). Apos este periodo, em torno de 60 dias, nota-se que as
nanocapsulas se estabilizam, variando-se pouco os parametros analisados, tendo tamanhos
médios menores que 200 nm, PdI<0,3, potenciais Zeta menores que |30 mV|, demonstrando
robustez da formulagdo e grande estabilidade.

A avaliagdo da estabilidade das nanocapsulas com alteragdes de pH (Fig. 2C e D),
demonstram que elas apresentaram maior estabilidade em pH 5,0, com menor tamanho
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hidrodinamico (169,5 nm), potencial Zeta de —41,5 mV e PdI de 0,169. A partir de pH 6,0
observou-se discreto aumento do tamanho médio e do PdI, acompanhado por reducdo do
potencial Zeta, indicando leve diminui¢do da estabilidade coloidal. Esse comportamento esta
relacionado as propriedades do Kollicoat® MAE 100P, cuja estabilidade estrutural ¢
favorecida em meio acido, formando uma camada polimérica mais resistente ao redor do
nucleo lipidico, especialmente na presenca de Span® 80 (Li et al., 2021)

Apesar disso, as variacdes observadas em pH mais elevados foram pouco
pronunciadas, sugerindo que o revestimento de PEG-6000 associado ao Tween® 80 contribuiu
para manter a estabilidade da nanossuspensdo em ampla faixa de pH. Em sistemas
nanoparticulados poliméricos, alteragdes de pH podem estar associadas a degradacdo da
matriz ou a liberagdo de espécies ionizaveis do material encapsulado (Kumari et al., 2010;
Danhier et al., 2012; Makadia; Siegel, 2011). Assim, a estabilidade observada sugere a
preservacdo da integridade do sistema e a manutencao de um microambiente protegido pela
nanoencapsula¢do, em concordancia com relatos da literatura para formulagdes coloidalmente
estaveis (Kumari et al., 2010; Danhier et al., 2012).

O desempenho obtido em nosso estudo € consistente com estudos anteriores que
reportam elevada estabilidade de nanocapsulas baseadas em Kollicoat MAE® por periodos
prolongados, incluindo estabilidade superior a 18 meses, como os de Rodriguez e
colaboradores (2017), Neto e colaboradores (2019) e Acécio e colaboradores (2024) que
produziram nanocéapsulas de Kollicoat MAE® estaveis por 18 meses reforcando o papel
determinante da organizacdo e composicdo do shell polimérico na manutencdo da
estabilidade coloidal, e, permanecendo estaveis mesmo com variagdes bruscas de pH,
evitando-se assim efeitos como intumescimento e desestruturacdo do revestimento
polimérico.

As nanocépsulas branco, NCBC, carregadas com extrato de triterpenos, NCETP, e o
extrato de triterpenos foram submetidos a ensaio in vitro frente a cepas de Leishmania
amazonenses na forma promastigota a fim de se avaliar suas respectivas atividades, presentes

na Figura 3 e, os valores de ICs, dispostos na tabela 1.
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Figura 3. Avaliacio da viabilidade celular antileishmania in
vitr frente a cepas leishmania amazonenses,

Tabela 1. Valores de 1Cs, determinados para o extrato de triterpenos (ETP), nanocéapsulas branco (NCBC) e
carregadas com o extrato (NCETP)

Leishmania amazonenses

Amostra ICs, (ng mL™)

s
ETP 43,81
NCBC >200
NCETP 9,08

O ensaio de viabilidade celular (Fig. 3) demonstrou que as NCBC ndo promoveram
redu¢do de 50% da viabilidade celular em nenhuma das concentragdes avaliadas,
apresentando ICs, > 200 pg mL™, indicando auséncia de efeito citotdxico significativo do
sistema nanoestruturado sem o extrato de triterpenos. Em contrapartida, o extrato livre
apresentou redugdo da viabilidade celular a partir de 50 pg mL™, com ICs, de 43,81 pg mL™",
corroborando os efeitos bioldgicos descritos para triterpenos na literatura. As NCETP
apresentaram maior efeito citotoxico em comparacdo ao extrato livre, com reducdo da
viabilidade celular observada ja em 12,5 pg.mL™" e, portanto, ICs, de 9,08 ng mL™*

A reducdo do valor de ICso observada para as NCETP indica que o processo de
nanoencapsulacdo potencializou a atividade do extrato de triterpenos. Esse aumento pode
estar relacionado a maior dispersdo dos compostos bioativos em meio aquoso, melhora da
biodisponibilidade aparente e favorecimento da interagdo com as cé€lulas, caracteristicas
proporcionadas pelo sistema nanoestruturado, comportamento semelhante ao observado em
outros sistemas nanoestruturados contendo produtos naturais descritos na literatura.
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Abamor (2016) avaliou a atividade antileishmania do produto natural éster fenetilico
do acido cafeico (CAPE) e sua formulagao nanoencapsulada em PLGA (CAPE-PLGA) frente
a Leishmania infantum, observando reducao do ICso de 19,0 = 1,4 pg mL™" para o composto
livre para 8,0 £ 0,9 pg mL™" apos encapsulagao. De forma semelhante, Escrivani et al. (2019)
demonstraram que nanocapsulas de nucleo lipidico contendo CH8 (LNC-CHS) apresentaram
atividade contra amastigotas de L. amazonensis comparavel ao composto livre, com valores
de ICso de 2,90 e 2,15 pg mL™", respectivamente. Além disso, Silva et al. (2018) observaram
aumento expressivo da atividade antileishmania do extrato de babagu apos encapsulagdo em
matriz de PLGA, com reducdo do ICso de 114,4 nug mL™ para 12 pg mL™" frente a L.
amazonensis. Portanto, os resultados indicam que a nanoencapsulagdo potencializou a
atividade antileishmania do extrato de triterpenos, possivelmente pela maior dispersdo dos
compostos hidrofobicos e melhora de sua disponibilidade no meio bioldgico.

Conclusoes

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que o sistema de nanocépsulas
poliméricas demonstraram elevada eficiéncia na encapsulacdo de extrato de triterpenos,
resultando em particulas com tamanho médio de 181,5 nm, baixa polidispersao (Pdl <0,3) e
potencial Zeta superior a |30 mV]|, indicando estabilidade coloidal adequada para aplicagao.
Os estudos de estabilidade ao longo de 180 dias revelaram que as formulagcdes mantiveram-se
estaveis, com flutuagdes iniciais seguidas de estabilizagdo, evidenciando robustez e potencial
para aplicagdes farmacéuticas. Adicionalmente, as nanocapsulas apresentaram maior
estabilidade em pH 5,0, compativel com o ambiente fisiolégico de lesdes cutdneas, e
mantiveram integridade em ampla faixa de pH, atribuida a prote¢do conferida pelo
revestimento polimérico.

O ensaio in vitro demonstrou que as NCETP apresentaram atividade
significativamente superior ao extrato livre, com redugdo do IC50 de 43,81 pg/mL para 9,08
ug mL" contra promastigotas de Leishmania. Este efeito potencializado ¢ atribuido & maior
dispersibilidade dos compostos hidrofobicos em meio aquoso, melhora da biodisponibilidade
aparente e favorecimento da interagdo com as células parasitadas, caracteristicas
proporcionadas pelo sistema nanoestruturado. As nanocapsulas sem extrato (NCBC) nao
apresentaram  citotoxicidade relevante (IC50>200 pg/mL), o que confirma a
biocompatibilidade do sistema.

Portanto, os resultados indicam que a nanoencapsulacdo constitui estratégia
promissora para superar as limitagdes de solubilidade e estabilidade dos triterpenos,
potencializando sua atividade antileishmania e reduzindo a concentrag¢do efetiva necessaria
para inibi¢ao parasitaria. O sistema desenvolvido apresenta-se como candidato vidvel para
futuros estudos in vivo, visando ao desenvolvimento de nova alternativa terapéutica para o
tratamento da leishmaniose tegumentar, com potencial para reduzir toxicidade e melhorar a
eficacia em comparacado as terapias convencionais.
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