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RESUMO

A Organizac¢ao Mundial da Satide (OMS) determinou uma série de recomendagdes para conter
o avango ¢ disseminacao da COVID-19. Dentre elas, a higienizacao frequente das maos foi
amplamente recomendada, o que resultou no aumento do consumo de produtos antissépticos a
base de alcool ou de outras moléculas sintéticas. Porém, quando utilizados em excesso, esses
compostos podem trazer consequéncias adversas a saude humana, como o desenvolvimento de
dermatites, e para o ambiente, a exemplo da sele¢do de gendtipos bacterianos resistentes. Uma
das alternativas para combater este problema ¢ a substitui¢do dos antissépticos comuns por
formulagdes a base de compostos bioativos naturais com atividade antimicrobiana/antiviral.
Além disso, através da nanoestruturagdo das formulagdes ¢ possivel aumentar a
biodisponibilidade, estabilidade, solubilidade e absor¢ao dos bioativos em sistemas bioldgicos.
O objetivo deste estudo foi desenvolver uma nanoemulsdo de agdo antisséptica a base de
compostos bioativos naturais, com atividade virucida sobre o SARS-CoV-2. Para isso,
nanoemulsodes do tipo 6leo em agua (O/A) foram preparadas, sendo a fase oleosa composta por
0leo essencial, um ativo fendlico e seu respectivo solvente, enquanto a fase aquosa foi composta
por carragenana e agua purificada. Caracterizacdes fisico-quimicas e estudos de estabilidade
foram desenvolvidos para avaliar a viabilidade das formulagdes ao longo do tempo. Além disso,
as atividades bactericidas contra Staphylococcus aureus e virucida contra SARS-CoV-2 foram
determinadas por ensaios in vitro. As caracterizagdes fisico-quimicas registraram valores
médios de 150 nm de tamanho para as nanoparticulas, PdI de 0,2 e potencial zeta em torno de
-10,0 mV. A avaliag¢do da estabilidade das nanoformulac¢des indicou a ocorréncia de creaming
e sedimentacdo dependentes da concentragdo de quercetina utilizada. Além disso, os produtos
apresentaram validade minima de 3 meses e, em relagdo a atividade bactericida, as formulagdes
evidenciaram concentracdo de inibi¢do minima de 1,25% para S. aureus. Nos ensaios de
citotoxicidade e atividade virucida os produtos apresentaram 100% de inibicao da replicagao
viral e se mostraram seguros para aplicacdo de uso topico. Ao final, duas nanoformulagdes

antissépticas de alta atividade virucida e grande potencial industrial foram desenvolvidas.

Palavras-chave: Higiene das maos; antisséptico; compostos bioativos; flavonoides;

nanotecnologia; SARS-CoV-2; COVID-19.



ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) has determined a series of recommendations to contain
the advance and spread of COVID-19. Among them, frequent hand hygiene was widely
recommended, resulting in an increased consumption of alcohol-based antiseptic products or
synthetic molecules. However, when used in excess, these products can cause adverse
consequences for human health, such as the development of dermatitis, as for the environment
the selection of resistant bacterial genotypes. One of the alternatives to overcome this problem
is the replacement of common antiseptics by formulations based on natural bioactive
compounds with antimicrobial/antiviral activity. In addition, by nanostructuring formulations,
it is possible to increase the bioavailability, stability, solubility and absorption of bioactives in
biological systems. The objective of this study was to develop an antiseptic nanoemulsion based
on natural bioactive compounds, aiming at the virucidal activity against SARS-CoV-2. For this,
oil-in-water (O/W) nanoemulsions were prepared, being the oil phase composed of essential
oil, a phenolic bioactive and its respective solvent, while the aqueous phase presented
carrageenan and purified water. Physicochemical characterization and stability studies were
developed to evaluate the viability of the formulations over time. In addition, bactericidal
activities against Staphylococcus aureus and virucidal activity against SARS-CoV-2 were
determined by in vitro assays. As a result, average values of 150 nm nanoparticle size were
recorded, PdI of 0.2, and zeta potential around -10.0 mV. The stability of nanoformulations
indicated the occurrence of quercetin-dependent creaming and sedimentation. In addition, the
products showed a minimum validity of 3 months. Regarding the bactericidal activity, the
formulations showed a minimum inhibition concentration of 1.25% for S. aureus. In the
cytotoxicity and virucidal assays, the products showed 100% of viral replication inhibition and
proved to be safe for topical application. In the end, two antiseptic nanoformulations with high

virucidal activity and great industrial potential were developed.

Keywords: Hand hygiene; antiseptic; bioactive compounds; flavonoids; nanotechnology;

SARS-CoV-2; COVID-19.
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1. INTRODUCAO

1.1 SARS-CoV-2 e a pandemia da COVID-19

O ano de 2020 foi um marco na histéria da saude publica mundial. Bastaram poucos
meses para que uma nova doenga infecciosa se propagasse pelo mundo inteiro, impactando na
vida de bilhdes de pessoas. Em 31 de dezembro de 2019, o escritorio da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) na China foi informado da ocorréncia de casos de uma pneumonia de etiologia
desconhecida na provincia de Hubei, cidade de Wuhan, China. Um total de 44 casos foram
relatados, sendo a sintomatologia caracterizada por febre, dor de cabeca, tosse seca, dificuldade
para respirar ¢ lesoes nos pulmdes (WHOa, 2020; ZHOU et al., 2020). Nesta mesma data, o
Centro Chinés para Controle e Preven¢ao de doengas (CDC) deu inicio ao acompanhamento
dos casos e investigacdes a respeito da origem e epidemiologia da doenga (ZHU et al., 2020).

Logo no comego de 2020, o agente responsavel pelo surto foi isolado e identificado
como um novo tipo de coronavirus, inicialmente denominado 2019-nCoV, causador da doenga
respiratoria aguda (ZHU er al, 2020). Esse processo facilitou o desenvolvimento de
diagndsticos moleculares, possibilitando um maior rastreamento de individuos infectados
(ZHENG, 2020). O estudo dos casos e os relatos dos pacientes indicaram uma estreita relagdo
entre a doenga e a exposicao destes em ambiente de mercado de frutos do mar, em Wuhan,
China (WHODb, 2020), sugerindo uma possivel transmissao zoondtica. De acordo com dados
disponibilizados pela OMS, ao final de janeiro de 2020 os nimeros da doenga chegavam a
9.826 casos confirmados e 213 mortes, tendo um aumento progressivo de, em média, 200 novos
casos por dia. Porém, este nimero comecgou a aumentar para 400, 600 e 800 novos casos em
diversos paises (WHOc, 2020). Devido a rapidez com que a doenca se disseminava e ao
aumento didrio no numero de casos confirmados e Obitos, os indicativos eram de que uma
grande crise de satde publica mundial se aproximava.

Em fevereiro de 2020, a OMS passou a chamar a doenca de COVID-19, uma abreviagao
para ‘‘Coronavirus Disease 2019°°, enquanto o Comité Internacional de Taxonomia de Virus
denominou o agente causador como SARS-CoV-2, referente a “‘Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2°° (ICTV, 2020; WHOd, 2020). A familia Coronaviridae (subfamilia
Orthocoronavirinae) ¢ composta por virus envelopados de RNA fita simples com sentido
positivo - (+)ssRNA - e genomas de cerca de 27,6-31 kb, sendo agrupados em quatro géneros:
alfa-, beta-, gama- e delta-coronavirus (DECARO & LORUSSO, 2020). De modo geral,

mamiferos sdo hospedeiros para alfa- e beta-coronavirus, enquanto gama- e delta- possuem,
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principalmente, hospedeiros aviarios (SU et al., 2016). Analises filogenéticas classificaram o
SARS-CoV-2 como um Betacoronavirus, pertencente ao subgénero Sarbecovirus e de alta
semelhanca com cepas derivadas de morcegos (LU et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Nas ultimas décadas, dois outros coronavirus altamente patogénicos foram causadores
de epidemias, como no caso do SARS-CoV em 2002, agente da Sindrome Respiratoria Aguda
Grave (SARS), e do MERS-CoV em 2011, agente da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio
(MERS). Ambos os virus sdo apontados como tendo uma origem zoondtica, sendo os morcegos
os seus ancestrais mais provaveis (DECARO & LORUSSO, 2020). Este processo de
transferéncia do patdgeno entre hospedeiros ¢ observado porque os virus nao possuem uma boa
adaptacdo em humanos ¢ sua alta taxa de recombinagdo génica permite que sua propagacao
ocorra via outros reservatérios bioldgicos ou hospedeiros intermediarios, como os animais
silvestres (SU et al., 2016). Para alguns autores, a ocorréncia de trés surtos causados por
coronavirus em cerca de 20 anos ilustra a relagdo desarmonica que a humanidade vem tendo
com o mundo natural. Decaro ¢ Lorusso (2020) ressaltam que o surgimento de cepas
patogénicas como o SARS-CoV-2 resulta de praticas ndo sustentaveis da agricultura moderna
e da urbanizagao desenfreada, os quais levam a perda de habitat e desequilibrio de ecossistemas
dos animais silvestres e, consequentemente, facilitam o contato de humanos com virus
desconhecidos. Partindo da mesma perspectiva, Zoumpourlis et al. (2020) defendem que, neste
caso, deve-se adotar uma abordagem holistica, considerando a causalidade dos surtos e nao
apenas as medidas restritivas de saude publica, uma vez que as epidemias se instauram, pois,
assim ¢ possivel prevenir a perda de vidas humanas. Os autores ressaltam que tais crises de
saude publica refletem a urgéncia de repensarmos nossa relacdo com o ambiente.

Hé 6 anos, Su et al. (2016) descreviam os frequentes eventos de recombinagdo génica
dos coronavirus e a alta quantidade de CoVs circulantes em ambientes naturais, o que levou os
autores a se perguntarem nao se, mas quando seria o novo surto causado por estes agentes. Foi
entdo que no dia 11 de margo de 2020, cerca de 3 meses desde o primeiro relato da doenca e
com 118.319 casos confirmados e 4292 mortes, a OMS caracterizou a COVID-19 como uma
pandemia (WHOe, 2020). A magnitude do surto esta diretamente relacionada a alta
transmissibilidade da doenca. A infec¢do viral ocorre por meio dos receptores celulares ACE2
(enzima conversora da angiotensina 2), os quais estdo presentes em varias linhagens celulares,
mas principalmente no epitélio respiratorio (LU et al., 2020). Assim como outras doencas
infecciosas respiratorias, o virus ¢ transmitido por contato fisico, aerossois e fOmites
provenientes de pessoas portadoras, mantendo-se viavel e infeccioso por horas e até mesmo

dias (CHAN et al., 2020; VAN DOREMALEN et al., 2020). Além disso, um dos agravantes a
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alta disseminacao da doenca ¢ a ocorréncia de transmissao através de casos assintomaticos ou
pré-sintomaticos (ROTHE et al., 2020; ZOU et al., 2020).

A transmissdo do SARS-CoV-2 ocorre de dois modos: direta ou indiretamente. O
contato direto refere-se a situagdes em que ha o toque fisico na pessoa portadora do virus, como
um aperto de mao ou abraco, enquanto o modo indireto refere-se a transmissao por meio de
objetos ou locais contaminados - denominados fomites. Ainda no contato indireto, a
transmissdo pode ocorrer via aerossois, ou seja, particulas aéreas advindas do trato respiratorio
que, em um individuo portador do virus, podem passar de pessoa para pessoa através da tosse,
espirro e at¢ mesmo fala (ASADI et al., 2020). Perante este cenario, recomendagdes foram
estabelecidas pela OMS para prevenir e controlar o avango da doenga, a saber: distanciamento
social de no minimo 1 metro, uso de mascara facial ao ter contato com outras pessoas, evitar
aglomeracgdes, manter boa ventilagdo em locais fechados, evitar tocar nos olhos, boca e nariz,
ao espirrar ou tossir, cobrir o nariz € boca, permanecer em casa sempre que possivel, desinfetar
superficies, principalmente as tocadas com frequéncia e higienizar as maos regularmente
(WHOf, 2020). Tais medidas sao definidas pelo CDC dos Estados Unidos como intervengdes
nao farmacéuticas (INFs), as quais englobam uma série de praticas individuais e coletivas que
visam o controle da exposicao a virus respiratorios em cenarios epidémicos e/ou pandémicos
(CDC, 2017). A adocao das INFs ¢ considerada fundamental no combate a disseminacido do
agente e, uma vez adotadas em conjunto com interven¢des farmacéuticas, amplificam o

retardamento das transmissdes virais (CDC, 2017).

1.2 A importancia da higienizacio das maos e o uso de antissépticos na pandemia

da COVID-19

A higienizagdo regular das maos ¢ definida como uma das INFs de prote¢do individual
de facil implementacdo (CDC, 2017). Durante a pandemia da COVID-19, essa pratica foi
amplamente empregada pela populagdo mundial, em especial nos locais com maior circulagdo
de pessoas, nos quais a aplicagdo de solucdes a base alcool nas maos foi estabelecida como um
pré-requisito de acesso. Por conta disso, a demanda por antissépticos para higienizacdo das
maos aumentou significativamente, de modo que muitos locais declararam baixa
disponibilidade ou falta destes produtos (BERARDI et al., 2020). O periodo também foi
marcado por uma vasta circulagdo de informagdes nos veiculos de comunicacdo em massa a
respeito dos modos corretos de antissepsia, visando instruir tanto os trabalhadores da satde,

quanto a populacdo em geral, a respeito dos impactos desta pratica sobre a transmissdo da
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COVID-19 (ALZYOOD et al., 2020). As iniciativas para implementar protocolos e praticas de
higienizacdo regular das maos foram resultados de recomendagdes estabelecidas pelas OMS
sobre a utilizagdo de produtos antissépticos a base de alcool ou 4gua e sabao para uma limpeza
adequada (WHOf, 2020). A eficacia desta intervencao ja foi avaliada perante outros surtos de
virus respiratorios - como influenza - e demonstrou ser significativamente efetiva na prevengao
de infec¢des (SAUNDERS-HASTINGS et al., 2017).

Os produtos higienizadores de maos sdo comercializados em forma de sabonetes
liquidos ou em barras, géis, sprays, espumas e cremes antissépticos, os quais podem ser
classificados em dois grupos: nao alcodlicos e alcoolicos. As formulagdes sem alcool
geralmente utilizam algum composto quimico com propriedades antissépticas, como triclosan,
clorexidina, cloroxilenol ou iodéforos, enquanto as formulagdes com alcool utilizam etanol,
isopropanol, n-propanol, ou peréxido de hidrogénio (JING et al., 2020). Os antissépticos para
maos mais vendidos no mercado global possuem alcool como base de sua formulacdo
(PRADHAN et al., 2020). Isto esta relacionado a elevada acdo biocida dos compostos
alcodlicos, os quais agem na membrana ou envelope lipidico de bactérias e virus - em especial
os envelopados -, desencadeando a solubilizagdo de lipidios, desnaturagdo de proteinas e lise,
0 que resulta na liberagdo do conteudo intracelular - no caso das bactérias - e inativacao da
particula viral (GUPTA & LIPNER, 2020; JING et al., 2020). Uma vez que estes componentes
estruturais sdo criticos aos virus para os processos de fixagdo, penetragdo, biossintese,
maturacao e lise, suas alteragdes resultam na interrupg¢ao do ciclo de vida e da transmissao viral
(GOLIN et al., 2020).

Embora a lavagem das maos com agua e sabdo seja mais efetiva que a utilizacao de
produtos antissépticos, estes sao fundamentais para situacdes em que nao hé a disponibilidade
de equipamentos de lavagem (GOLIN et al., 2020; WHOf, 2020). Contudo, o uso extensivo
desses agentes pode acarretar uma série de consequéncias a saude humana e ao ambiente.
Quando em contato excessivo com a superficie da mao, os produtos a base de alcool podem
levar a desnaturagdo de proteinas do estrato corneo e a perda de lipidios intercelulares, além de
remover a oleosidade natural da pele e facilitar a ruptura das barreiras cutaneas, resultando em
alteragdes celulares e desidratacdo, além de impactar diretamente na microbiota natural da pele
(GUPTA & LIPNER, 2020; LARSON et al., 1998; PRADHAN et al.,2020; TAN & OH, 2020).
Essas alteragdes também aumentam a exposi¢ao do organismo a entrada de patdgenos e,
consequentemente, facilitam o desenvolvimento de infec¢cdes bacterianas e dermatites
(PRADHAN et al., 2020; RUNDLE et al., 2020). As patologias mais comuns associadas ao uso

destes agentes sdo a Dermatite de Contato Irritante (DCI) e a Dermatite de Contato Alérgica
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(DCA). A DCI ¢ desencadeada por contatos de irritagdo, os quais causam queimacao e ardéncia
na pele, enquanto a DCA ¢ causada por contatos com alérgenos e tem como principal sintoma
o prurido (TAN & OH, 2020).

Em geral, os ativos dos antissépticos as maos, sejam eles a base de alcool ou ndo, sao
considerados irritantes quimicos, juntamente com os demais constituintes, como fragrancias,
surfactantes e conservantes, o que também aumenta a possibilidade de reacdes alérgicas
(RUNDLE et al., 2020). Com o rompimento das barreiras cutineas, a absor¢ao destes agentes
¢ facilitada, podendo desencadear uma série de cascatas inflamatorias (TAN & OH, 2020).
Paula et al. (2017) relatam que muitos desses produtos nao sao testados quanto as suas possiveis
interagdes, uma vez que sua eficicia esta atrelada as complexas interagdes entre os ativos € a
camada cornea da pele. Os autores salientam que a utilizagdo inadequada pode, inclusive,
intensificar as reagdes adversas. Outros fatores como o tempo de contato, umidade, fricgao,
clima frio e seco, juntamente com a predisposicdo do individuo, também devem ser
considerados (BHATIA et al., 2020). Deste modo, a preferéncia deve ser dada por produtos
sem fragrancias, corantes ou agentes potencialmente irritantes, em conjunto com a utilizagdo
de formulagdes que possuam compostos umectantes, lipidios ou 6leos em suas composi¢des
(PAULA et al., 2017, PRADHAN et al., 2020).

Ja em relacdo as implicagdes ambientais do uso de antissépticos comuns, grande parte
destes produtos apresenta algum grau de toxicidade vinculada a sua producao e/ou descarte,
uma vez que, além do alcool, algumas formulagdes possuem derivados de petroquimicos em
sua composi¢ao, os quais sao considerados toxicos ao ambiente (DAVEREY & DUTTA, 2020;
MAHMOOD et al., 2020). Além disso, a presenca destes compostos em dguas residuais,
principalmente em esgotos domésticos e hospitalares, contribui para a selecdo e disseminacao
de cepas bacterianas resistentes (BAQUERO et al., 2008). Partindo da mesma ideia, Mahmood
et al. (2020) ressaltam que a utilizacdo excessiva de antissépticos a base de alcool pode
viabilizar ainda mais o processo de sele¢cdo de gendtipos resistentes e sobrecarregar os
profissionais de saude, os quais ja lutam ha tempos contra microrganismos resistentes e
infec¢des adquiridas no ambiente hospitalar.

Perante este cenario, métodos alternativos de desinfeccdo se fazem extremamente
necessarios. Berardi et al. (2020) acreditam que a conscientizagdo da populagdo em relagdo a
higieniza¢do das maos permanecera na era pos-COVID-19 e tera efeitos a longo prazo que se
estenderdao por todo o mundo. Ja Jones et al. (2020) salientam que as praticas adotadas para
conter o avanco do SARS-CoV-2 impactaram diretamente na dindmica de outros virus

respiratorios comuns, como o virus sincicial respiratério (RSV) e influenza. Os autores
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inclusive alertam para a possibilidade de grandes surtos destes agentes no futuro, o que ressalta
ainda mais a urgéncia em se obter solugdes inovadoras para agregar ao combate da dispersdo

destes patdgenos no ambiente.

1.3 O potencial terapéutico e anti-coronavirus de compostos bioativos naturais

A pandemia da COVID-19 e o consequente aumento na frequéncia de higienizagdo das
maos evidenciaram a caréncia de métodos alternativos a desinfec¢ao segura e sustentavel. Um
dos caminhos para combater este problema ¢ a substituicdo dos antissépticos comuns por
produtos que contenham ativos naturais, uma vez que a utilizagdo de moléculas bioativas
previamente selecionadas pela natureza apresenta uma série de vantagens quando comparadas
as sintéticas. Os processos de coevolugdo entre seres vivos em milhdes de anos resultaram na
formag¢do de potentes entidades quimicas de interesse a saude humana. Os metabolitos
secundarios de plantas, algas e microrganismos desempenham importantes papéis ecoldgicos,
como defesa contra patégenos e atragdo de organismos polinizadores (BRUSOTTI ez al., 2014).
Porém, ao tratar de aplicagdes de interesse a saide humana, esses metabolitos sdo conhecidos
por apresentarem uma série de propriedades terapéuticas, como atividades antiviral,
antifingica, antimicrobiana e anti-inflamatoria, entre outros (DAVEREY & DUTTA, 2020).
Como sao produzidos por vias metabolicas compartilhadas entre os seres vivos, 0s compostos
bioativos apresentam uma maior compatibilidade biologica se comparados a moléculas
sintéticas, além de serem biodegradaveis e ndo toxicos ao ambiente (HARVEY et al., 2015;
DAVEREY & DUTTA, 2020). Neste cenario, algumas classes de compostos vém chamando
atencao de diversos pesquisadores por suas amplas atividades antivirais, a saber: quercetina,

curcumina, resveratrol e carragenanas.

1.3.1 Quercetina e curcumina

Os flavonoides sdo polifendis de carater pleiotropico, os quais apresentam uma série de
propriedades farmacoldgicas e, por isso, sdo considerados agentes promissores para o
desenvolvimento de novos produtos, em especial, aqueles com agdo antimicrobiana e antiviral
(RUSSO et al., 2020). Dentro deste grupo, destacam-se dois compostos que sao alvos
constantes de pesquisas de bioprospec¢do: a quercetina e a curcumina. Analises in silico e in
vitro demonstraram que ambas as moléculas possuem uma alta capacidade de ligacdo a

proteinas envolvidas com o ciclo viral do SARS-CoV e SARS-CoV-2, apresentando
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propriedades anti-infectivas e anti-replicativas (ABIAN et al., 2020; BIANCATELLI et al.,
2020; ZAHEDIPOUR et al., 2020).

A quercetina (3, 3', 4', 5, 7-pentahidroxiflavona) ¢ um flavonoide de cor amarela, soluvel
em alcool e lipidios e insoluvel em agua, o qual ¢ amplamente encontrado em frutas e vegetais
consumidos na dieta humana, e.g., brocolis, maga, cebola, tomate, trigo, nozes, cereja, amora,
entre outros (DAVID et al., 2016). O consumo da quercetina estd associado a praticas
terapéuticas tradicionais, uma vez que o composto apresenta propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, antivirais, antimicrobianas, pro-metabolicas, cardio- e neuroprotetoras, além de
seus efeitos preventivos contra o cancer (DAVID et al., 2016; DEROSA et al., 2020). Em
relacdo ao SARS-CoV-2, andlises in silico demonstram que a quercetina apresenta um grande
potencial de inibi¢do das proteases virais 3CLP™ e PLP™ , além do potencial de ligagdo com a
interface da proteina viral S e o receptor celular ACE2, limitando os processos de
reconhecimento viral pelas células hospedeiras e interrompendo as interagdes entre células e
virus (DEROSA et al., 2020). O potencial farmacoldgico da quercetina também tem sido
avaliado como forma de tratamento de outras doencgas induzidas pela COVID-19, como a lesao

renal aguda (DINIZ et al., 2020; GU et al., 2021).

Figura 1: Detalhe da estrutura da molécula de quercetina.
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Fonte: A autora.

Por sua vez, a curcumina [ 1, 7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1, 6-heptadieno-3,5-diona]
¢ um flavonoide isolado dos rizomas de Curcuma longa (L) e outras espécies do género, sendo
muito utilizada como aditivo alimentar e corante por conta de sua cor amarela (LESTARI &

INDRAYANTO, 2014). E um composto insoliivel em solu¢des aquosas e soliivel em solventes
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organicos e lipidios (KOTHA & LUTHRIA, 2019). Além disso, apresenta propriedades
antivirais, anti-nociceptivas, antioxidantes, antipiréticas, anti-apoptoticas e, principalmente,
anti-inflamatorias, sendo considerada um composto com grande potencial terapéutico com
aplicacdes em doencas cardiovasculares, cancer e diabetes (KOTHA & LUTHRIA, 2019;
BABAEIl et al., 2020). Em relagdo ao SARS-CoV-2, anélises in silico indicam que a curcumina
possui um alto potencial de ligacdo com o receptor celular humano ACE2 e as proteinas virais
S e 3CLP™ (MP™), os quais sdo cruciais para o ciclo infeccioso do virus nas células (MAURYA
et al.,2020; RAJAGOPAL et al., 2020; ZAHEDIPOUR et al., 2020). Em um estudo realizado
por Wen et al. (2007), andlises in vitro demonstraram que a curcumina apresenta atividade
antiviral contra 0 SARS-CoV, o qual possui diversas semelhangas com o0 SARS-CoV-2 e, sendo
assim, ¢ considerada uma potencial molécula ao desenvolvimento de farmacos (WEN et al.,
2007). Porém, para além de seus efeitos antivirais, o composto tem sido avaliado como agente
complementar no tratamento de COVID-19 por conta de suas propriedades anti-inflamatodrias,
além de apresentar aplicagdes no combate a deficiéncia pulmonar caracteristica da doenga

(VALIZADEH et al., 2020; RATTIS et al.,2021).

Figura 2: Detalhe da estrutura quimica da curcumina.
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Fonte: A autora.
1.3.2 Resveratrol

Outro componente da familia dos polifendis que também tem sido considerado um
agente promissor contra 0 SARS-CoV-2 ¢ o resveratrol (3, 5, 4'-trans-trihidroxiestilbeno). Esta
molécula ¢ lipofilica e lipossolivel, com baixa solubilidade em agua e sensivel a degradacdo
quimica, por luz ultravioleta, pH alcalino, enzimatica e temperaturas altas (CHUNG et al.,
2019; GALINIAK et al., 2019). Extraido de raizes, caules, folhas, frutos e sementes, o
resveratrol ¢ encontrado em cerca de 34 familias vegetais e 100 espécies, dentre as quais estao

as uvas, amoras, amendoim, vinho tinto, entre outros (RATZ-LYKO & ARCT, 2018; TIAN &
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LIU, 2019). O resveratrol possui um grande potencial terapéutico por conta de suas
propriedades antimicrobianas, antivirais, anti-inflamatorias, antioxidantes, anti-cancer, anti-
envelhecimento, pro-metabdlicas, neuro- e cardioprotetoras, sendo também muito utilizado na
cosmetologia e dermatologia (RATZ-LYKO & ARCT, 2018; GALINIAK et al., 2019). Em
relagdo aos coronavirus, estudos demonstraram a atividade antiviral in vitro do estilbeno e seus
derivados contra MERS-CoV e SARS-CoV, os quais suprimiram a replicagdo viral e
diminuiram a morte celular induzida pela infec¢ao do agente (LI et al., 2006; LIN et al., 2017,
FILARDO et al., 2020). Ja Yang et al. (2020) e Pasquereau et al. (2021), verificaram que o
composto inibe a replicagcdo de SARS-CoV-2 em células Vero através de ensaios in vitro. Além
disso, alguns autores ressaltam que a utiliza¢ao do resveratrol deve ser explorada ndo somente
como tratamento a COVID-19, mas também como agente complementar por conta de suas

atividades biologicas adjacentes (FILARDO et al., 2020; RAMDANI & BACHARI, 2020).

Figura 3: Detalhe da estrutura molecular do resveratrol.
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Fonte: A autora.
1.3.3 Carragenanas

Por fim, partindo para o grupo dos polimeros, as carragenanas sdo polissacarideos
sulfatados extraidos de algas marinhas vermelhas, comumente encontradas nos géneros
Chondrus, Eucheuma, Gigartina, Kappaphycus ¢ Hypnea (LI et al., 2014). Classificadas de
acordo com a estrutura quimica, sdo majoritariamente comercializadas nas formas iota (1),
kappa (k) e lambda (A) (BANSAL et al., 2021). As carragenanas sdo compostos hidrossoluveis
e insoluveis em solventes organicos. A solubilidade em meio aquoso € funcao do tipo (1, k e ),
pH, temperatura, quantidade de contra-ions e demais solutos, por exemplo (CUNHA &
GRENHA, 2016). Dentre as atividades bioldgicas, esses polissacarideos apresentam
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propriedades anticoagulantes, imunomoduladoras, antioxidantes, antitumorais e potentes
atividades antivirais, além de possuirem aplica¢des nas industrias alimenticias e farmacéuticas
como espessantes e estabilizantes (PANGESTUTI & KIM, 2014; BANSAL et al., 2021). Em
relagdo ao coronavirus, andlises in silico indicam que as carragenanas podem atuar como
ligantes para a protease MP™ presente no SARS-CoV-2, a qual ¢ alvo constante de pesquisas
que buscam o desenvolvimento de farmacos (NAIDOO et al., 2020). Por sua vez, estudos in
vitro demonstram que carragenanas inibem a infec¢do de SARS-CoV-2 agindo sob a adsor¢ao
e internalizacdo viral (BANSAL et al., 2021; FREDIANSYAH, 2021; MOROKUTTI-KURZ
et al.,2021; SCHUTZ et al., 2021; BOVARD et al., 2022). Froba et al., (2021) demonstraram
que t-carragenana inibe a replicagdo in vitro do SARS-CoV-2, originalmente emergido em
Wuhan, além das cepas variantes Alpha, Beta, Gamma e Delta. J4 Jang et al. (2021) observaram
que A-carragenana inibe a infec¢do de SARS-CoV-2 in vivo. Além disso, a administracdo de 1-
carragenana por via nasal como forma de preven¢do e tratamento adjacente de COVID-19
também ¢ considerada, uma vez que o composto ja ¢ utilizado em medicamentos para gripe

comum causada por influenza (PEREIRA & CRITCHLEY, 2020; FREDIANSYAH, 2021).

Figura 4: Detalhes das estruturas quimicas das moléculas de 1-, k- e A-carragenana.

CH:0OH CH, CH=0H CH, CH=0H CH=080:
"0sS0 A 0 o \O—O 080 . 0 o \O—O HO 5 o] o \O—O
A A A
OH 0803 OH OH 0Ss0s 0S0s
I-carragenana K-carragenana A-carragenana

Fonte: A autora.

As atividades antivirais e virucidas dos compostos bioativos quercetina, resveratrol,
curcumina e carragenanas ilustram o grande potencial de aplicacdo destas moléculas no
combate ao SARS-CoV-2, ndo somente sob forma de farmacos, mas também como
componentes em formulagdes de uso topico. Perante a necessidade de alternativas a substitui¢ao
dos produtos antissépticos para as maos de uso corrente por formulagdes contendo ativos
naturais, tais compostos sao muito promissores. Porém, a pratica possui algumas limitagdes. A
baixa biodisponibilidade, o alto peso molecular e a pouca absor¢do pelo organismo sao
caracteristicas que podem resultar na ineficiéncia dos produtos, uma vez que um dos aspectos

cruciais a administragdo eficaz ¢ a presenca de ativos em concentragoes suficientes para atingir
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e interferir nos alvos biologicos de interesse (RUSSO et al., 2020; WILLIAMSON & KERIMI,
2020). Essas limitagdes estdo diretamente relacionadas a baixa solubilidade aquosa e a
sensibilidade a certos fatores fisico-quimicos dos ativos lipossoluveis, o que pode resultar até
mesmo na inativagdo dos produtos durante seu processamento (ANAND et al., 2007; CAI et
al., 2013; GALINIAK et al., 2019; BAMIDELE & EMMAMBUX., 2020; FILARDO et al.,
2020).

1.4 Nanotecnologia, compostos bioativos e o combate a COVID-19

Perante as limitagdes apresentadas pelo uso de bioativos naturais em formulagdes
antissépticas, as solugdes inovadoras da nanotecnologia possibilitam uma melhora na qualidade
dos produtos em diversos aspectos. Considerada uma das abordagens mais promissoras do
século, a nanotecnologia baseia-se na manipulagcdo e desenvolvimento de materiais em escala
nanométrica, englobando faixas em torno de 1 a 100 nanometros (GOUR & JAIN, 2019;
BAYDA et al., 2020). Na area da satde, as praticas da nanotecnologia s3o comumente
associadas aos sistemas de entrega de farmacos, os quais sdo conhecidos por sua alta eficacia e
especificidade, sendo uma das apostas para o tratamento de doengas como cancer
(JAHANGIRIAN et al., 2017).

O processo de encapsulamento de compostos ¢ baseado no revestimento dos agentes
bioativos por outras substancias, os quais, quando combinados, resultam na formacdo de
arranjos moleculares em escalas micro ou nanométricas (BAMIDELE & EMMAMBUX,
2020). Dentre os sistemas de distribuicdo empregados para aumentar a performance dos
compostos bioativos, a reducdo de tamanho e forma de particulas ¢ muito vantajosa,
comparativamente a outros métodos (BAMIDELE & EMMAMBUX, 2020). Através da
nanoestruturag@o € possivel obter um aumento nas propriedades fisico-quimicas dos ativos, tais
como solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e absor¢do, possibilitando, também, um
controle da liberacao destes nos sistemas biologicos, e.g., biofluidos, tecidos, células (CHUNG
et al., 2019; JONES et al., 2019). Diversos fatores intrinsecos influenciam na performance
bioldgica dos compostos bioativos, como por exemplo o tamanho, estrutura espacial das
moléculas, polaridade, sensibilidade a luz, pH e temperatura, os quais podem ser minimizados
ou estabilizados quando em sistemas nanométricos, aumentando assim o valor terapéutico e as
possibilidades de aplicacdes dos agentes (RATZ-LYKO & ARCT, 2018; TIAN & LIU, 2019).

Neste cenario, diferentes sistemas nanoderivados de distribuicio de compostos

bioativos podem ser empregados, em associagdo com o interesse e finalidade dos produtos. De
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acordo com Yetisgin et al. (2020), os nanomateriais comumente utilizados na terapéutica podem
ser classificados em trés tipos principais: lipidicos, poliméricos e ndo poliméricos, além dos

diferentes sistemas estruturais empregados em cada um destes (Quadro 1).

Quadro 1: Classificagdo dos nanomateriais comumente utilizados para fins terapéuticos.

Nanomateriais Tipos de estruturas
Nanoparticulas
Micelas
L. Nanogéis
Poliméricos

Nanoparticulas proteicas

Féarmacos conjugados

Dendrimeros

Nanodiamantes

Quantum dots

. L. Nanoparticulas metalicas
Nao poliméricos

Nanoparticulas de silica

Nanotubos de carbono

Lipossomas

Lipidicos Exossomas

Nanoparticulas lipidicas solidas

Fonte: Adaptado de Yetisgin et al. (2020).

Perante a ampla diversidade quimica apresentada pelos compostos bioativos e as
diferentes estruturacdes proporcionadas pelas praticas da nanotecnologia, considera-se esta
uma area de possibilidades ilimitadas (BUNT, 2018). Além disso, a redu¢do dos impactos
ambientais também ¢ um dos apelos a ser mencionado, uma vez que o desenvolvimento de
sistemas nanocarreadores de compostos farmacologicamente relevantes pode ser baseado em
matrizes provenientes de fontes naturais, como polimeros, proteinas ou lipidios. Além disso, o
seu processamento também pode envolver o uso de técnicas sustentaveis, como, por exemplo,
a utilizacdo de materiais e fonte de energia renovaveis, reagdes de maior eficiéncia, menor
geragdo de residuos e uso de reagentes de baixa ou nenhuma toxicidade a satide humana e ao

ambiente (JAHANGIRIAN et al., 2017).
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Ja em relagdo a pandemia da COVID-19, a abordagem nanotecnoldgica possui
aplicagdes em diversos ramos, desde a prevencao até o diagndstico e tratamento, uma vez que
os nanomateriais podem atuar em sistemas carreadores de farmacos, métodos de detecgdo e
desenvolvimento de vacinas (RAI et al., 2021). Tratamentos a base de nanoderivados ja sao
comercializados e utilizados no combate de outras infecgdes virais, como 1AV, IBV, EBOV,
HSV1,HCV e HBV (YANG, 2021). No que diz respeito aos coronavirus, algumas semelhancas
entre SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, bem como as ferramentas utilizadas no manejo
destes agentes, t€ém sido apontadas como indicadores para o desenvolvimento de estratégias de
combate (PALESTINO et al., 2020). Dentre as principais abordagens anti-COVID-19
desenvolvidas pela nanotecnologia destacam-se: i) o uso de nanomateriais com atividade
virucida no revestimento de equipamentos e objetos, como a mascara facial; ii) formulagdo de
produtos antissépticos e/ou desinfetantes de uso pessoal e coletivo; iii) utilizagdo de
nanossensores em kits e métodos diagnosticos para detecg¢do viral rapida, eficaz e de baixo
custo; iv) desenvolvimento de plataformas vacinais e/ou imunomodularas; e v) sistemas
carreadores de fArmacos para entrega controlada e direcionada nos tecidos-alvos (PALESTINO
et al., 2020; SINGH et al., 2021).

Estudos clinicos com a administracdo de curcumina nanoestruturada tém evidenciado
os efeitos benéficos do composto no tratamento da COVID-19. Valizadeh et al. (2020)
demonstraram que nanomicelas do ativo modulam o mRNA e a secrecdo das citocinas pro-
inflamatoria IL-1P e IL-6, regulando a resposta inflamatoria de pacientes portadores daquela
patologia. Hassaniazad et al. (2021) também observaram a atividade imunomoduladora da
nano-curcumina, a qual diminui as respostas dos linfocitos Thl e Th17, aumenta a regulagao
das células T, reduz as citocinas pro-inflamatorias IL-17 e IFN-y e aumenta a secrecao das
citocinas supressoras TGF-B e IL-4, facilitando, assim, o processo de recuperacao da resposta
inflamatoria exacerbada desencadeada pela COVID-19. J4& Ahmadi et al. (2021) verificaram
que a administracdo didria de nanoformula¢des contendo curcumina pode aliviar sintomas
como tosse, calafrios, perda de olfato e paladar caracteristicos da doenga. Resultados
semelhantes foram constatados por Saber-Moghaddam et al. (2020), os quais verificaram que
o tratamento melhora os niveis de oxigenacdo e reduz o tempo de interna¢do hospitalar dos
pacientes.

Em relagdo aos demais compostos bioativos listados (quercetina, resveratrol e
carragenanas), até o momento da escrita deste trabalho ndo foram encontrados estudos com
nanoformulagdes que avaliem o efeito dos ativos contra o SARS-CoV-2. Portanto, aumentar as

pesquisas sobre as potenciais aplicacdes da nanotecnologia em associacdo aos bioativos
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naturais e suas atividades anti-coronavirus ¢ de extrema importancia, dadas as amplas

propriedades apresentadas por estes agentes.

2. HIPOTESE DE PESQUISA

Devido a ampla gama de atividade antiviral apresentada pelos compostos bioativos
selecionados para o desenvolvimento desta pesquisa, a hipdtese € de que a associagdo destes
ativos em uma formulagdo nanoestruturada resultard na criagdo de um antisséptico de alta

eficacia contra o SARS-CoV-2.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma nanoemulsdo antisséptica a base de compostos bioativos naturais,

visando a atividade virucida contra o SARS-CoV-2.

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver nanoemulsdes contendo compostos bioativos naturais e caracteriza-las
quanto ao tamanho das nanoparticulas, indice de polidispersao e potencial zeta;

e Avaliar a estabilidade fisica das formula¢des quanto aos efeitos da temperatura e do
tempo de armazenamento;

e Avaliar as formulagdes selecionadas quanto a a¢do antisséptica através de andlises
microbioldgicas de Concentragdo Inibitéria Minima (do inglés, Minimum Inhibitory
Concentration - MIC) para espécie alvo.

e Avaliar a atividade anti-SARS-CoV-2, em modelo celular in vitro, das nanoformulagdes

produzidas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Quercetina diitradata foi adquirida na empresa Galena Quimica e Farmacéutica Ltda.
(Campinas - SP, Brasil). Curcumina foi adquirida na empresa Active Pharmaceutica (Palhoga -
SC, Brasil). Resveratrol foi adquirido junto a Purifarma Distribuidora Quimica e Farmacéutica
(Anépolis - GO, Brasil). Polietilenoglicol 400 foi comprado da Saber Quimica (Barueri - SP,
Brasil), enquanto polisorbato 80 e acido céprico foram provenientes da Alpha Quimica® (Porto
Alegre - RS, Brasil). Oleo essencial de melaleuca foi adquirido da empresa Vegetal Brasil®
(Palhoca - SC, Brasil) e o oleato de sorbitan junto a Volp Industria e Comércio (Osasco - SP,
Brasil). Acido oleico foi proveniente da A. Azevedo Industria e Comércio de Oleos Ltda. (Sdo
Paulo - SP, Brasil) e o 6leo de linhaca foi adquirido da Distriol Industria e Comércio Ltda.
(Bom Jesus dos Perddes - SP, Brasil). Por fim, as carragenanas iota-, lambda- e kappa foram
adquiridas da CPKelco Brasil (Limeira - SP, Brasil). A 4gua purificada utilizada nos ensaios
gerada em equipamento de osmose reversa Evolution RO0520 (Permution® - Curitiba - PR,

Brasil).

4.2 Estudo das formulagdes

4.2.1 Triagem de compostos bioativos e testes de solubilidade

A pesquisa foi iniciada partindo de relatos prévios na literatura de compostos com
eventual atividade antiviral, a saber: curcumina, resveratrol, quercetina, carragenanas e 0leo
essencial de melaleuca. Inicialmente, estes ativos foram avaliados quanto a atividade antiviral
e solubilidade com base nos relatos da literatura. Tal andlise objetivou determinar os
componentes da formula¢do. O Quadro 2 indica resumidamente as propriedades de interesse

dos compostos em estudo.

35



Quadro 2: Atividade antiviral e solubilidade dos compostos bioativos candidatos.

Composto Atividade antiviral Solubilidade Referéncias
ADITYA et al., 2017;
BOLLIMPELLI et al.,
SARS-CoV, HSV,|Baixa solubilidade em | 2015
RSV influenza, | 4gua; GUZMAN-
Curcumina | gy HIV, HPV, | Solavel em dlcool, DMSO | Y ILLANUEVA et dl,
. 2013; VECCHIONE et
DENV. ¢ 6leo.
al., 2016;
ZAHEDIPOUR et al.,
2020.
BALATA et al., 2016;
Insolavel em éagua; FILARDO et al,
MERS-CoV, SARS- | Baixa solubilidade em |2020; LIN efal., 2017,
Resveratrol CoV, RSV, HCoV, | 6leo; PUJARA et al., 2017;
HRYV, influenza. Soluvel em alcool, Tween | ROBINSON er al,
80 ¢ PEG 400. 2015; SALEM et al.,
2019.
SARS-CoV, HRYV, | Baixa solubilidade em BAKSI et al., 2018,
5 ) BIANCATELLI et al.,
. CMV, DENV-2, | 4gua e dleo;

Quercetina , , 2020; OLIVER et al.,
HSV-1, RSV, | Soluvel em alcool, PEG 2018 WANG ef al
parainfluenza-3. 400, e DMSO. ’ "

2016.
HSV-1, HSV-2, HPV, GRICE &
Carragenanas | DENV, HINI, HRV, | Soluvel em 4gua. MARIOTTINI, 2018;

VV, CMV.

JAISWAL et al., 2019.

Oleo essencial
de melaleuca

HINI.

Nao se aplica.

Lletal, 2013.

Num segundo momento, a fim de determinar o solvente mais adequado a solubiliza¢ao

dos ativos (Quadro 2), solu¢des foram preparadas adicionando quantidades definidas dos

compostos bioativos em 6leo de linhaga, acido céprico, acido oleico e polietilenoglicol 400

(PEG 400). Assim, as solugdes foram preparadas a partir de 0,1 g de cada composto bioativo

em 10 g de solvente, sob agitagdo magnética por cerca de 10 min. Ao todo, este ensaio resultou

no preparo de 12 solugdes, conforme descrito na Tabela 1, que ilustra esquematicamente a

constitui¢do de cada solugao.
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Tabela 1: Composicao das solucdes aos ensaios de solubilidade.

Solucoes

Composto bioativo Solvente

10 g de 6leo de linhaga

10 g de 4cido céprico

0,1 g de quercetina 10 g de acido oleico

10 g de PEG 400

10 g de 6leo de linhaga

10 g de 4cido céprico

0,1 g de resveratrol 10 g de acido oleico

10 g de PEG 400

10 g de 6leo de linhaga

10 g de 4cido céprico

1 ' i i
0,1 g de curcumina 10 g de acido oleico

10 g de PEG 400

Estes ensaios foram realizados apenas com curcumina, resveratrol e quercetina, uma
vez que as carragenanas sao solubilizadas em 4dgua e o 0leo essencial de melaleuca ndo necessita
de solubilizagdo prévia. Destaca-se que durante todo o processo de desenvolvimento das
formulagdes ndo foram utilizados solventes organicos devido aos reconhecidos impactos
ambientais e sanitarios destes (CHEMAT et al., 2019), i.e., tipicamente uma abordagem de
desenvolvimento associada a quimica verde. Nesta etapa, ao final dos ensaios um dos trés
compostos bioativos testados foi selecionado para compor a formulagdo, juntamente com o

solvente que melhor o solubilizou.

4.2.2 Preparo das nanoemulsées

Emulsoes do tipo 6leo em agua (O/A) foram preparadas de acordo com os seguintes
parametros: A fase oleosa foi composta por 6leo essencial de melaleuca (20%, v/v), polisorbato
80 (Tween 80), oleato de sorbitan (Span 80), o composto bioativo e o solvente escolhido,

enquanto a fase aquosa foi composta apenas por agua purificada em quantidade suficiente para
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o volume final de 100 mL. De modo a determinar a formulagdo mais adequada aos propositos
da investigagdo, foi realizado um estudo sistematico com as formulagdes, as quais contiveram
diversas concentracdes de Tween 80 (2% e 4%), Span 80 (0%, 1% e 2%), composto bioativo
(0,1%, 0,25% e 0,5%) e solvente escolhidos (5% e 10%). O grupo controle foi composto por
formula¢des sem o ativo.

Em rela¢do ao preparo das emulsdes, a fase oleosa foi dispersa na fase aquosa sob
agitagdo magnética em tempo suficiente para que resultasse em uma mistura homogénea. Ao
todo, 32 formulagdes foram preparadas, sendo a composi¢ao final de cada uma indicada na

Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢ao das emulsodes (% m/v).

Formulacao ?ilefnZi:f::izl Tween 80 Span 80 es?otlil‘lliodo Solvente Agua
Tl 2 5 73
T2 2 ] 10 68
T3 4 5 71
T4 4 10 66
TS 2 1 5 72
T6 20 2 1 ) 10 67
T7 4 2 5 69
T8 4 2 10 64
T9 2 5 72,9
T10 2 10 67,9
Tl 4 _ 5 70,9
T12 4 10 65,9

20 0,1
T13 2 1 5 71,9
T14 2 1 10 66,9
T15 4 2 5 68,9
T16 4 2 10 63,9
T17 2 5 72,75
T18 20 2 - 0,25 10 67,75
T19 4 5 70,75
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T20 4 10 65,75
T21 2 1 5 71,75
T22 2 1 10 66,75
T23 4 2 5 68,75
T24 4 2 10 63,75
T25 2 5 72,5
T26 2 10 67,5
T27 4 - 5 70,5
T28 4 10 65,5
20 0,5
T29 2 1 5 71,5
T30 2 1 10 66,5
T31 4 2 5 68,5
T32 4 2 10 63,5

Legenda: (-) auséncia de span 80 e/ou ativo na formulacao.

Apds o término da preparagdo, cada emulsdo foi submetida a escala nanométrica através
da passagem por homogeneizador de alta pressdao (Homolab 2.50 - FBF, Parma, Italia), sob

condi¢des de 500+51 bar, em trés ciclos de processamento de 1 min, totalizando 3 min no total.

4.2.3 Caracterizaciao fisico-quimica das nanoemulsoes

As nanoemulsdes foram caracterizadas quanto ao tamanho médio das nanoparticulas e
indice de polidispersao (PdI) por espalhamento de luz dindmico em angulo de 90°, enquanto o
potencial zeta foi determinado por microeletroforese Doppler a laser, sendo ambas as medigoes
realizadas em equipamento Zetaziser Nano ZS (Malvern, Worcestershire, Reino Unido). As
amostras foram diluidas com agua purificada (1: 10), sendo realizados ajustes quando

necessario.

4.2.4 Estudo de estabilidade acelerada e estresse térmico

A estabilidade das nanoemulsdes foi avaliada por espalhamento multiplo de luz através

do equipamento LUMiSizer (LUM GmbH, Berlim, Alemanha). Nesta analise, as amostras sao
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submetidas a centrifugacdo e, durante o processo, varreduras em intervalos de tempo
determinados sdo realizadas para verificagcdo da estabilidade fisica das formulac¢des. Assim, ¢
possivel obter informacdes a respeito do tempo de vida de prateleira do produto. Os pardmetros
utilizados na medi¢ao para simulagao de 8 meses foram: numero de perfis = 255, velocidade =
4000 rpm, intervalo entre as medidas = 34, fator de luz = 1, temperatura 25 °C, tempo total =
2,41 h.

A estabilidade fisica também foi avaliada em relagdo aos efeitos da temperatura. Neste
caso, as nanoemulsdes (10 mL) foram acondicionadas em tubos Falcon e armazenadas a 30°C
e 40°C, por cerca de 3 meses. Os efeitos da temperatura na estabilidade das formulagdes foram

constatados visualmente.

4.2.5 Incorporacio de carragenana

A partir dos resultados das andlises anteriores, uma formulagdo foi escolhida para a
incorporagdo de carragenana em sua composi¢do. A formulagdo foi preparada novamente ¢ a
incorporagdo do polissacarideo ocorreu por meio da fase aquosa, a qual era composta por
carragenana e agua purificada. Trés tipos de carragenanas foram testadas (k-, A- € 1-carragenana)
e concentragdes variaveis dos polissacarideos foram incorporadas para verificar seus efeitos no
sistema. Apos o preparo, as emulsdes foram transferidas a homogeneizador de alta pressdo e
caracterizadas quanto ao tamanho médio das nanoparticulas, indice de polidispersdo e potencial
zeta, sob as mesmas condi¢des descritas nos itens 4.2.2 e 4.2.3. Ao final, uma das trés

carragenanas testadas foi escolhida para compor a formulagao.

4.2.6 Estudo paramétrico da estabilidade fisico-quimica

Ap0s a incorporagdo de carragenana, a estabilidade das formulacdes de interesse foi
avaliada em relagdo aos efeitos da temperatura através de um estudo paramétrico. As
nanoemulsdes foram acondicionadas em embalagens plasticas (10 mL cada) e incubadas a
25°C, 30°C e 40°C, por 3 meses. Durante este periodo, as caracteristicas fisico-quimicas foram
monitoradas em intervalos de tempo pré-estabelecidos (7 dias, 15 dias, 30 dias, 60 dias e 90
dias), sendo determinados o tamanho médio das nanoparticulas, indice de polidispersdo e

potencial zeta, sob as mesmas condicdes descritas no item 4.2.3 e o pH do sistema.
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4.3 Avaliacao da eficacia e ensaios in vitro

4.3.1 Teste de MIC

As formulagdes escolhidas foram submetidas a testes de determinagao da MIC para a
espécie bacteriana Staphylococcus aureus, conforme especificacdes da ANVISA para produtos
desinfetantes (ANVISA, RDC 14/2007). Os ensaios foram realizados seguindo as diretrizes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003), empregando a técnica de
microdilui¢ao em caldo Mueller-Hinton. Foram testadas oito concentracdes das formulacoes
(0,08%, 0,15%, 0,31%, 0,63%, 1,25%, 2,5%, 5% e 10%), com cinco réplicas cada uma. A MIC

foi determinada através da adi¢do do revelador resazurina e o resultado constatado visualmente.

4.3.2 Ensaio de citotoxicidade e atividade contra o SARS-CoV-2

Os ensaios de atividade contra 0 SARS-CoV-2 foram realizados em colabora¢ao com a
Dra. Milene Dias Miranda, do Laboratorio de Morfologia e Morfogénese Viral (LMMV) do

Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz, RJ.

Cultivo Celular — C¢lulas de linhagem Vero E6 (rim de macaco verde africano) foram
cultivadas em meio com alta glicose - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; GIBCO)
- suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, a 37°C e 5% de CO». Ao atingir a confluéncia, as células foram cultivadas em
placas de 96 pogos com densidade de 1,5x10* células/pogo, por 24h, conforme protocolo padrio

(LEAL et al., 2021).

Virus — Todos os procedimentos para crescimento viral e os experimentos in vitro foram
realizados em laboratério com nivel de biosseguranga 3 (NB3) da Fundacdo Oswaldo Cruz
(RJ), de acordo com as recomendagdes da OMS (WHOg, 2021). Os isolados de SARS-CoV-2
(GenBank MT710714, SisGen AC58AE2) permaneceram armazenados em freezer (-80°C) até

o momento de manipulagao.

Ensaio de citotoxicidade — Em uma placa de 96 pocos, células Vero (1,5 x 10*
célula/pogo) foram tratadas com as nanoformulagdes FA e FB, bem como com uma solucao

contendo 0,6% de t1-carragenana livre para fins comparativos. Para tal, os produtos foram
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diluidos a 1,8%, 3,5% e 7,0% em meio de cultura. Posteriormente, a solucdo resultante foi
diluida 1000x para entdo ser adicionada a cultura celular. Apos 72h de exposi¢do, a viabilidade
foi determinada por coloracdo com azul de metileno de modo a quantificar o percentual de
células viaveis pos-tratamento. Para essa analise, as células foram lavadas com solugdo salina
e fixadas/coradas por 1h em estufa com solugao de azul de metileno (Solu¢ao de Hanks (HBSS)
+ 1,25% glutaraldeido + 0,6% azul de metileno). Em seguida, realizou-se a remogao, lavagem
do material com agua destilada e sua secagem em temperatura ambiente. Subsequentemente,
foi adicionada a solugdo de eluicao contendo 50% de etanol + 49% de PBS + 1% de 4cido
acético e as células foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente. Por fim, o
sobrenadante das culturas coradas foi transferido para uma placa de 96 pogos e realizou-se a
leitura da absorbancia em comprimento de onda de 660 nm. As células expostas apenas ao meio
de cultura, sem nenhum tratamento, foram consideradas como 100% da viabilidade (grupo
controle). J& as células tratadas com diferentes porcentagens dos produtos tiveram sua

viabilidade comparada ao grupo controle.

Ensaio antiviral (virucida) e titulaciao viral — Para avaliacao da atividade virucida dos
produtos, 10° PFU do virus SARS-CoV-2 foram expostos ou nio aos compostos FA, FB e
solucdao com 0,6% de 1-carragenana em meio de cultura (controle para o tratamento), todos nas
concentracoes de 1,8%, 3,5% e 7,0%, durante 2 e 10 minutos. Apos esses periodos, a solucao
experimental foi diluida 100x, e adicionada as culturas de células previamente semeadas em
placas de 96 pocos para titulagdo viral nas propor¢des 1:1000 a 1:128000 (8 diluigdes seriadas
de base 2). Ap6s 1h de infeccao, foi adicionado na mesma propor¢ao o meio para ensaio de
placa (DMEM 10x, bicarbonato de sodio a 0,22%, 2% de SFB, penicilina e estreptomicina a
1% e carboximetilcelulose a 2,4%) e a infec¢ao foi mantida em estufa por 72h. Passado o tempo
de infec¢do, adicionou-se o mesmo volume de formalina 10% para fixacdo das células e
inativagao viral. Apds o periodo de 3h, o meio foi removido e a monocamada corada por 1h
com cristal violeta a 0,04%. Por fim, foi realizada a remog¢ao do corante, lavagem das placas
em agua corrente e secagem do material a temperatura ambiente para posterior quantificagdo
das unidades formadoras de placas (PFUs). Neste ensaio, foi avaliado se a exposi¢do do virus
aos produtos promove a redugdo da infectividade viral, ou seja, se had atividade virucida
(reducao ou eliminacao da capacidade replicativa viral em modelo celular). O resumo desta

metodologia encontra-se no esquema 1.
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Esquema 1: Etapas do ensaio para avaliagdo do efeito virucida dos produtos sobre o virus

SARS-CoV-2.

105 PFU Tratamento

SARS-CoV-2
Nanoemulsdes e sol. i-carragenana nas

* ¥ concentragdes de 1,8%, 3,5% e 7,0%

N
l

105 PFU
SARS-CoV-2

. ¥

Vero E6 previamente
semeada + diluigdes
da solugao
experimental (1:1000 a
1:128000), 50 pL/pogo

1h

37°C

Diluigao 100x da solugado experimental em meio
de cultura

Adigao de Meio para
ensaio de placa (1:1),
50 pL/poco

Titulacdo

72h

37°C

Contagem dos
PFUs

Adicao de Formalina
10% (1:1), 100
upL/poco. Apoés 3 h,
meio retirado e
monocamada corada
com cristal violeta
0,04%

4.4 Analises estatisticas

Os dados adquiridos ao longo do desenvolvimento deste projeto foram coletados,

sumarizados e avaliados quanto a homocedasticidade (teste de Bartlett) e normalidade (teste de

Shapiro Wilk). O conjunto de dados das variaveis em estudo foi analisado por técnicas

estatisticas univariadas, a saber: andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de

significancia, com auxilio dos programas Microsoft Office Excel (Redmond, Washington,

EUA) e GraphPad Prism 7 (San Diego, California, EUA). Os valores sao expressos como média

+ desvio padrao da média. Ja os dados referentes aos ensaios de citotoxicidade e atividade

virucida foram analisados por ANOVA seguida por teste de Dunnett’s e Two-way ANOVA

seguida por teste de Tukey, com intervalo de confianga de 95% e valores de p<0,001

significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo das formula¢oes

5.1.1 Triagem de compostos bioativos, testes de solubilidade e preparo das

nanoemulsoes

A triagem dos compostos bioativos de interesse, bem como os testes de solubilidade,
resultaram no preparo de quatro solugdes para cada ativo - curcumina, resveratrol e quercetina
— com variagdes somente em relagdo ao solvente testado. As figuras 5, 6 e 7 revelam o aspecto

visual da solubilidade de cada composto e seu respectivo solvente.

Figura 5: Solubilizacdo da curcumina nos solventes avaliados (PEG, 6leo de linhaga, acido

PEG 400 Oleo de linhaga B Acido oleico Sl i Acido caprico

Figura 6: Solubilizagcdo do resveratrol nos solventes avaliados (PEG, o6leo de linhaga, acido
oléico e 4cido céprico).

B | 8 =y

{PEG 400 Oleo de linhagaf N 'Acido oleico : Acido caprico
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Figura 7: Solubilizagdo da quercetina nos solventes avaliados (PEG, 6leo de linhaga, 4cido
oléico e acido céprico).

: __éieo de Iinhat;é_ ’ : : "Al:idﬂ oleico ‘Acido caprico

Como pode ser constatado visualmente, o PEG 400 foi o solvente que melhor
solubilizou todos os trés bioativos em compara¢do aos demais, o que resultou na sua escolha
para compor as formulagdes. O PEG 400 ¢ um polimero comumente utilizado pela industria
farmacéutica devido a sua baixa toxicidade, boa compatibilidade cutanea, ndo ser metabolizado
e também por ser facilmente miscivel em sistemas aquosos e solventes organicos
(ABDELBARY et al., 2019; FERRARI ef al., 2020). Além disso, apresenta propriedades de
alto interesse para a industria, como reciclabilidade, degradabilidade, baixa inflamabilidade e
atoxicidade, o que reduz os impactos ambientais de seu uso em processos industriais,
comparativamente aos solventes organicos (MARYAMABADI et al., 2016).

Em relagcdo a solubilizacdo de compostos bioativos em sistemas nanotecnoldgicos,
diversos autores t€ém demonstrado a aplicabilidade daquele solvente. Castangia et al. (2014)
formularam nanovesiculas de quercetina e curcumina, solubilizadas em PEG400, para uso
topico a inibigdo de lesdes cutdneas em modelo in vivo. Os autores verificaram que o0s
nanosistemas foram efetivos ao evitar os danos e relacionaram este efeito a maior
biodisponibilidade dos ativos no tecido alvo, o que ¢ promovido tanto pela nanoestruturagao
dos sistemas quanto pela solubilizagdo dos compostos em PEG400, uma vez que este facilita a
passagem dos ativos pela barreira do estrato corneo. Resultados semelhantes foram constatados
por Caddeo et al. (2013) em nanovesiculas de quercetina com a mesma finalidade. Ja
Rachmawati et al. (2014) verificaram que a associacdo de curcumina com PEG 400 em
nanoemulsdo de uso topico promove a estabilidade fisico-quimica do sistema e aumenta a
permeabilidade do ativo na pele. Estudos com outros flavonoides de uso topico, como a
apigenina e crisina, também ressaltam a eficiéncia daquele solvente, com aumento da
biodisponibilidade e seguranca de uso dos ativos na pele (DYJA & JANKOWSKI, 2017; XU
etal.,2021).
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Outro fator relevante a escolha do PEG 400 como componente das formulagdes foi o
papel que este desempenha em sistemas emulsionados. O PEG400 aumenta a miscibilidade de
compostos hidrofobicos em sistemas aquosos, reduzindo a tensdo interfacial entre a agua e os
bioativos, fato relacionado a presenga de grupos hidrofilicos de ligagao de hidrogénio em suas
moléculas, os quais interagem com as regioes hidrofobicas dos hidrocarbonetos (CADDEO et
al., 2013). Uma vez que os compostos bioativos avaliados neste estudo sdo lipofilicos e/ou
lipossoluveis, a presenca do PEG400 nas nanoemulsdes do tipo O/A favorece a solubilidade
dos mesmos no sistema (CADDEO et al., 2013). Assim, além do PEG 400 promover a
estabilidade do sistema, também aumenta a biodisponibilidade dos compostos bioativos.

Ja emrelacdo aos compostos bioativos avaliados, a quercetina foi escolhida para compor
as formulagdes devido a dois aspectos principais: 1) as atividades bioldgicas do ativo, as quais
representam potenciais vantagens para um produto antisséptico e; 2) a facilidade de
manipulagdo do composto em termos de processo produtivo, o que deve ser considerado quando
a formulacdo serd adotada em rotina de produgdo, com escalabilidade adequada. A quercetina
apresenta propriedades antimicrobianas contra uma série de microrganismos relevantes a saude
humana. Li et al. (2019) demonstraram que o composto possui atividade contra o fungo
filamentoso Aspergillus flavus, o qual esta associado a contamina¢do de alimentos e produz
toxinas nocivas para humanos e animais. Pal & Tripathi (2019) observaram que a quercetina
inibe a atividade de carbapenemases produzidas por bactérias gram-negativas resistentes a
carbapenémicos através da redugdo da hidrélise dos fairmacos nos espacos periplasmaticos e
efluxos bacterianos. De forma similar, Giiran et al. (2019) verificaram que o composto
apresenta atividade antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA), as quais estdo associadas a uma série de infec¢des que desafiam as praticas
médicas, apesar da espécie ser um dos componentes da microbiota natural da pele. Assim, por
conta de sua agdo contra patdgenos de relevancia clinica, a quercetina apresenta grande
potencial como agente antisséptico.

Outras propriedades daquele flavonoide, como anti-inflamatoérias e antioxidantes,
também possuem aplicagdes significativas para uso topico. Tran et al. (2019) desenvolveram
um revestimento a base de prata e quercetina como material para curativos, o qual, além da
atividade antimicrobiana in vitro, também reduziu a inflamagdo e acelerou o processo de
cicatrizagdo de feridas em modelo in vivo. Resultados semelhantes foram observados por
Badhwar et al. (2021), investigando a atividade de nanoparticulas de prata carregadas com
quercetina em matrizes de hidrogel ao tratamento complementar de feridas diabéticas. Os

autores constataram que a formulagdo teve acdo antimicrobiana contra S. aureus e Escherichia
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coli, além de aumentar o processo de cicatrizagdo in vivo. Chittasupho et al. (2022) observaram
que a quercetina isolada, ou em combinacdo com curcuminoides, ¢ uma boa opgdo a
formulagdes cicatrizantes de pele, uma vez que o composto pode acelerar o processo de
migracao dos fibroblastos dérmicos, contribuindo a oclusdo de feridas. Além disso, os autores
verificaram a atividade antimicrobiana contra S. aureus e Pseudomonas aeruginosa.

A aplicagdo da quercetina em formulagdes antissépticas possibilita ndo somente a
combinacdo de propriedades biologicas benéficas para a pele, como também a obtencdao de
produtos a base de ativos provenientes de matrizes naturais. Porém, a pratica possui algumas
limitacdes. Uma das caracteristicas da quercetina ¢ sua baixa solubilidade aquosa, o que
impacta diretamente na sua biodisponibilidade, absor¢ao e atividade bioldgica, reduzindo-as
(MANZOOR et al., 2021). Neste cenario, a nanoencapsulacao do ativo ¢ uma alternativa que
proporciona um aumento no indice terapéutico e biodistribui¢do, melhorando, assim, a entrega
do composto na pele e, consequentemente, a acdo bioldgica pretendida (CASTANGIA et al.,
2014). Partindo desta perspectiva, 32 nanoemulsdes do tipo O/A foram desenvolvidas,
diferindo em suas concentragdes de quercetina (Figura 8), PEG 400 e compostos tensoativos

(Tween 80 e Span 80).

Figura 8: Aspecto visual de nanoemulsdes de quercetina, conforme as concentracdes do
composto ativo.

Fonte: A autora.
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5.1.2 Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulsoes

A caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes envolveu a determinacdo de trés

variaveis principais: o tamanho das nanoparticulas, o PdI, o qual refere-se ao grau de

homogeneidade do sistema e o potencial zeta, que mede as interagdes eletrostaticas entre as

nanoparticulas. Além disso, a fim avaliar a influéncia dos demais compostos das formula¢des

nessas caracteristicas, os dados obtidos foram correlacionados com as concentragdes de

tensoativos (Tween 80 e Span 80), quercetina e PEG400 investigadas.

5.1.2.1 Tamanho das nanoparticulas

Em relagdo ao tamanho das nanoparticulas, a Tabela 3 apresenta os valores médios

obtidos de acordo com as concentra¢des de cada composto. Os dados também sdo ilustrados

nas figuras 9, 10 e 11, as quais exibem o grau de significancia entre as médias.

Tabela 3: Tamanho das nanoparticulas em relacdo a variagdo na concentracao de tensoativos,

quercetina e PEG400.

Compostos Concentracao Tamanho (nm)

2% 207,7 +£21,8

Tween 80 4% 130,3 £ 24,0

2:1% 165,5 + 15,1

Tween 80 + Span 80

4:2% 123,1 £12,6

0% 154,4 + 46,8

0,1% 141,8 + 34,3

Quercetina 0,25% 153,8 +39.8

0,5% 176,6 £ 30,0

5% 159,5 £ 38,0

PEG 400
10% 153,8 + 40,0

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrao da média.
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Figura 9: Médias de tamanhos das nanoparticulas em relacdao a concentragdo dos tensoativos

Tween e Span.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; ANOVA
de uma via, seguida por teste post-hoc de Tukey; simbolos distintos representam as diferencas
significativas entre as médias, sendo *** p<0,001; **** p<0,0001 em relagdo a média de Tween
2%; ## p<0,01 em relagdo a média de Tween 4% e &&& p<0,001 em relacao a média de Tween
+ Span 2:1%.
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Figura 10: Médias de tamanhos das nanoparticulas em relacao a concentragao de quercetina.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; ANOVA

de uma via, sendo p>0,05; diferengas entre as médias ndo significativas.
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Figura 11: Médias de tamanhos das nanoparticulas em relacao a concentragdo de PEG400.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrdo; Teste t

nao pareado, sendo p>0,05; diferencas entre as médias ndo significativas.

Em geral, o tamanho das nanoparticulas situou-se entre 123,1-207,7 nm, com a maior
parte das médias permanecendo em torno de 150,0 nm. Resultados semelhantes foram
observados em outros estudos com nanoemulsdes a base de quercetina (ARBAIN et al., 2018;
GOKHALE et al., 2019; TRAN et al., 2014; VAZ et al., 2020). Os resultados indicam que as
diferentes concentragdes de quercetina e de PEG400 ndo sdo significativas a definicao do
tamanho das nanoparticulas. No entanto, as analises comparativas dentro do grupo dos
tensoativos revelaram valores onde a combinacdo de Tween 80 + Span 80 nas proporgdes 4:
2% resultaram em sistemas com menor tamanho de nanoparticulas. Apds, em ordem de
significancia, estd o Tween 80 4%, Tween 80 + Span 80 2: 1% e Tween 80 2%. De modo geral,
os sistemas apresentaram nanoparticulas entre 100-200 nm, permanecendo dentro dos valores
aceitaveis para formulacdes transdérmicas. Porém, considerando o intuito de uso de particulas
de menor tamanho possivel, a combina¢do dos tensoativos na propor¢ao 4: 2% foi determinada
como a melhor abordagem para o produto em desenvolvimento.

A caracterizacao fisico-quimica de formulagdes nanoestruturadas ¢ imprescindivel para
garantir a integridade do sistema e as finalidades desejadas. As nanoparticulas poliméricas
geralmente compreendem diametros entre 10-100 nm e, nesta escala, as moléculas e os atomos
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se comportam de formas distintas, conferindo aos sistemas inimeras vantagens em comparagao
ao uso dos compostos livres (SHANG et al., 2014; JAIN & THAREJA, 2019). Em geral,
nanoparticulas com didmetro igual ou maior que 600 nm ndo sdo distribuidas e absorvidas
adequadamente pelas camadas mais profundas da pele, enquanto aquelas de 300 nm ou menores
sdo capazes de entregar o seu contetido até certo nivel (DANAEI ef al., 2018). Neste cenario, o
tamanho das nanoparticulas ¢ crucial, pois a medida que as estruturas diminuem, a area de
superficie dos ativos no sistema aumenta, impactando diretamente na eficiéncia, cinética de
captacao, internalizagdo e biodistribuicdo dos compostos (SHANG et al., 2014). Uma vez que
os apelos da nanotecnologia se baseiam justamente nestes atributos, a obtengao de formulagdes
com tamanho de nanoparticulas menores ¢ desejavel.

Quanto aos efeitos da concentracdo de tensoativos no tamanho das nanoparticulas,
geralmente esses compostos sdo adicionados aos sistemas para facilitar o processo de
emulsificagdo e aumentar a estabilidade dos mesmos. Em um estudo realizado por Bu et al.
(2020), os autores avaliaram os efeitos da concentracdo de Tween 80 no tamanho das goticulas
em uma emulsdo, os quais apresentaram uma relagcdo inversamente proporcional, ou seja,
quanto maior a concentragdo do tensoativo, menor o tamanho das goticulas de 6leo. Esse
fendomeno pode ser explicado justamente por se tratarem de compostos que reduzem a tensao
interfacial entre as fases aquosas e oleosas de sistemas de emulsdes, quebrando as goticulas
durante a emulsificagdo (BU et al., 2020). Resultados semelhantes foram observados por
Lefevre et al. (2016), os quais observaram a mesma ligag@o entre a concentragao de tensoativos
e o tamanho das nanoparticulas em nanodispersdes a base de quercetina.

Outro aspecto relevante refere-se a combinagdo de tensoativos que poderd aumentar a
eficiéncia do processo, pois apds as primeiras reagoes, o surfactante de baixo peso molecular
age sobre as interfaces montadas inicialmente e promove ainda mais quebras, permitindo que
as particulas cubram todas as interfaces oOleo/dgua e reduzam os eventos de coalescéncia
(PICHOT et al., 2010). Assim, a combinacdo de dois tensoativos ndo somente propicia a
formacdo de nanoparticulas menores, como também impulsiona a estabilizagdo da

nanoemulsdo.

5.1.2.2 PdI
Em relacdo ao PdI das formulagdes, a Tabela 4 indica os valores médios obtidos de
acordo com as concentragdes de cada composto. Os dados também sao ilustrados pelas figuras

12, 13 e 14, as quais apresentam o grau de significancia entre as médias.

52



Tabela 4: Pdl de nanoformulagdes consoante a concentracao de tensoativos, quercetina e

PEG400.

Compostos Concentracio Pdl

2% 0,268 + 0,03

T 80
ween 4% 0,242 + 0,09
2:1% 0,175 + 0,06

Tween 80 + Span 80

4:2% 0,176 = 0,09
0% 0,185+0,08
0,1% 0,170 + 0,06
Quercetina 0,25% 0,201 + 0,06
0,5% 0,305 + 0,06
5% 0,227 +£ 0,08

PEG 400
10% 0,204 + 0,08

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrao da média.

Figura 12: Valores médios de PdI das nanoformulacdes em relagdo a concentracdo dos

tensoativos Tween e Span.
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Legenda: Dados apresentados como médias € com marcadores de desvio padrao; ANOVA de

uma via, sendo p>0,05; diferencas entre as médias nao significativas.
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Figura 13: Valores médios de Pdl das nanoformulagdes em relagdo a concentragao de

quercetina.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; ANOVA
de uma via, seguida por teste post-hoc de Tukey; simbolos distintos representam as diferencas
significativas entre as médias, sendo ** p<0,01 em relacdo a 0% de quercetina; ## p<0,01 em

relacdo a 0,1% de quercetina e & p<0,05 em relacdo 0,25% de quercetina.
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Figura 14: Valores médios de PdI das nanoformulagdes, consoante a concentragdo de PEG

400.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrdo; Teste t

nao pareado, sendo p>0,05; diferencas entre as médias ndo significativas.

Os valores de PdI das nanoformulagdes distribuiram-se no intervalo de 0,170-0,305,
com a maior parte das médias permanecendo em torno de 0,200. Resultados semelhantes foram
observados em outros estudos com nanoemulsdes a base de quercetina (ARBAIN et al., 2018;
GOKHALE et al., 2019; SON et al., 2019). Em relagao aos efeitos dos constituintes da
formulacao, os dados indicam que as concentracdes de PEG 400 ndo influenciaram
significativamente os valores de PdI do sistema. J4 no caso dos tensoativos, apesar de ndo haver
diferengas significativas (p<0,05) entre as médias, valores menores de PdI nas combinagdes de
Tween 80 + Span 80, em comparagado ao uso de Tween 80 isoladamente, foram detectados. Este
resultado pode estar relacionado aos efeitos dos surfactantes sobre o tamanho das
nanoparticulas - conforme descrito no item 5.1.2.1 -, impactando indiretamente na distribuicao
das mesmas. Quanto a quercetina, as concentracdes de 0,1% e 0,25% apresentaram valores
aceitaveis de PdI (abaixo de 0,3), enquanto que a nanoformulacdo contendo 0,5% daquele
flavonoide alcangou um limite de PdI significativo, i.e., > 0,3.

O PdI ¢ uma varidvel importante para a seguranga e eficacia de sistemas a base de
nanocarreadores lipidicos, uma vez que os mesmos apresentam uma tendéncia de acumulagao

nos tecidos-alvo (DANAEI et al., 2018). Este indice refere-se a distribuicdo do tamanho das
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nanoparticulas no sistema, classificando-as quanto ao grau de uniformidade através de valores
entre 0,0 (uniforme/monodispersdo) e 1,0 (alta polidispersao) (DANAEI et al., 2018;
FARDOUS et al., 2021). Assim, quanto menor o Pdl, mais homogénea ¢ a distribuicdo das
nanoparticulas na formulagdo. Além disso, valores de PdI iguais ou menores que 0,3 sdo
comumente utilizados e aceitos para sistemas com transportadores lipidicos, desempenhando
um papel referencial (DANAEI et al., 2018).

No presente estudo, como o sistema nanoestruturado alcangou um valor PdI de 0,3 com
0,5% de quercetina, tem-se nesta concentragdo o limite possivel de utilizacdo daquele
flavonoide na formulagdo. Cabe ressaltar que cada sistema nanoestruturado ¢ inico sob certas
condi¢des, de modo que a andlise das varidveis investigadas no presente estudo permitem
conhecer o sistema e suas dinamicas, incluindo a identificagdo dos possiveis limites de
conteudos de componentes da formulagao. Portanto, os resultados indicam quais as melhores

concentracdes de quercetina para o produto sdo 0,1% e 0,25%.

5.1.2.3 Potencial Zeta

A Tabela 5 apresenta os valores médios de potencial zeta das nanoformulagdes, de

acordo com as concentragdes de cada composto. Os dados também sao ilustrados pelas figuras

15, 16 e 17, as quais exibem o grau de significancia entre as médias.
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Tabela 5: Potencial zeta médio das nanoformulacdes em relacdo as concentracdes de

tensoativos (Tween 80 e Span 80), quercetina e PEG 400.

Compostos Concentracio Potencial zeta

2% -15,9 £ 8.0

Tween 80
4% -89+2,6
2:1% -12,0+£7,5

Tween 80 + Span 80

4:2% -9,0+4,7
0% -6,9+2,0
0,1% -99+5,3
Quercetina 0,25% _18,5+7,5
0,5% -10,5+3.,9
5% -11,1 £6,2

PEG 400
10% 11,8 £7,0

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrdo da média.
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Figura 15: Valores médios do potencial zeta das nanoformulagdes em relagao a concentragao

dos tensoativos Tween e Span.
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Legenda: Os dados s3o apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; ANOVA

de uma via, sendo p=>0,05; diferencas entre as médias nao significativas.
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Figura 16: Valores médios do potencial zeta das formulagdes em relacao a concentracao de

quercetina.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; ANOVA
de uma via, seguida por teste post-hoc de Tukey; simbolos distintos representam as diferencas
significativas entre as médias, sendo *** p<0,001 em relacdo a 0% de quercetina; # p<0,05 em

relacdo a 0,1% de quercetina e & p<0,05 em relacdo 0,25% de quercetina.

Figura 17: Valores médios do potencial zeta das nanoformulagdes em relagdao a concentragao
de PEG 400.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; Teste T

nao pareado, sendo p>0,05; diferencas entre as médias ndo significativas.
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Os resultados indicam que as concentracdes de tensoativos e PEG400 investigadas nao
afetaram significativamente o potencial zeta das formulag¢des. Por outro lado, esta varidvel
mostrou-se diretamente relacionada a concentragdo de quercetina. No intervalo entre 0-0,25%
de concentragdo daquele flavonoide os valores de potencial zeta aumentaram em moédulo, com
o resultado mais significativo na concentracao de 0,25%. De outra forma, nas nanoformulagdes
contendo 0,5% de quercetina o potencial zeta diminuiu, o que pode estar relacionado a saturagao
do sistema. Assim, uma vez em excesso na formulagdo, a quercetina pode ndo agregar-se
completamente as nanoparticulas, o que também pode ser corroborado com os valores de PdI
naquela concentragdo (0,5%), os quais indicaram uma maior polidispersdo do sistema. Além
disso, o potencial zeta das formulag¢des foi determinado por cargas negativas, as quais podem
estar relacionadas ao grupos hidroxilas ionizados presentes nas moléculas de quercetina, ao uso
de tensoativos ndo idnicos e ao pH do meio (FARDOUS et al., 2021). Resultados semelhantes
foram observados em outros estudos com nanoemulsdes a base de quercetina (ARBAIN et al.,
2018; GOKHALE et al., 2019; SON et al., 2019; TRAN et al., 2014; VAZ et al., 2020)

O potencial zeta ¢ um parametro que mede as cargas superficiais das nanoparticulas e
suas interacdes em solucdes i6nicas (CLOGSTON & PATRI, 2011). Ele também atua como
um indicador da estabilidade de nanoemulsdes. Em geral, cargas elétricas altas (> £30 mV)
impedem a agregacao das nanoparticulas por conta das fortes forgas repulsivas entre as mesmas,
enquanto valores de potencial zeta entre -10 e +10 mV sdo consideradas neutros (CLOGSTON
& PATRI, 2011; TRAN et al., 2014). Assim, maior estabilidade do sistema nanoestruturado ¢
esperada com valores de potencial zeta proximos ou maiores que 30 mV (TRAN et al., 2014;
FARDOUS et al., 2021). No presente estudo, o potencial zeta das formulagdes permaneceu no
intervalo entre -6,9 mV e -18,9 mV, podendo ser considerado ligeiramente neutro. Apesar de
serem menores que -30mV, os dados devem ser corroborados com os estudos de estabilidade
para verificacdo da integridade do sistema ao longo do tempo. Contudo, os valores de potencial

zeta obtidos na caracterizacao foram considerados adequados para o produto.

5.1.3 Estudo de estabilidade acelerada e estresse térmico

As analises de estabilidade acelerada realizadas em equipamento LUMiSizer tragaram
um perfil de separagdo de fases para cada formulagdo, gerando informacdes que podem
correlacionar-se com a estabilidade dos sistemas nanoestruturados ao longo do tempo. O

LUMiSizer ¢ um analisador de dispersdo utilizado para caracterizar os fendomenos de
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desestabilizacdo em sistemas coloidais, registrando a progressao dos perfis de separagdo e a
cinética do processo, o que permite a comparacao e analise do comportamento de cada amostra
individualmente (ZIELINSKA et al., 2018). Assim, é possivel identificar a ocorréncia de
eventos como creaming, sedimentagdo, floculacdo, coalescéncia, inversao de fases, entre
outros, simulando o efeito do tempo na estabilizagdo das formulagdes (ZIELINSKA et al.,
2020). No presente estudo, a analise foi conduzida baseando-se em uma simulacio de 8 meses,
resultando na determinag¢do de um indice de instabilidade para cada formulacdo, conforme

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6: indice de instabilidade das nanoformulacdes, conforme as concentra¢des de

tensoativos, quercetina ¢ PEG400 estudadas.

Compostos Concentracio Indice de instabilidade

2% 0,068 + 0,04

Tween 80
4% 0,056 + 0,03
2:1% 0,083 £ 0,05

Tween 80 + Span 80

4:2% 0,028 £ 0,01
0% 0,084 + 0,04
0,1% 0,085 + 0,04
Quercetina 0,25% 0,041 % 0,02
0,5% 0,024 £ 0,01
5% 0,061 £ 0,04

PEG 400
10% 0,056 + 0,04

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrao.
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Figura 18: Médias do indice de instabilidade das nanoformulagdes em relacao a concentragao

de tensoativos (Tween e Span).
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; ANOVA
de uma via, seguida por teste post-hoc de Tukey; simbolos distintos representam as diferencas

significativas entre as médias, sendo * p<0,05 em relacdo a Tween + Span 2:1%.
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Figura 19: Valores médios do indice de instabilidade das nanoformulagdes em relagdao a

concentragdo de quercetina.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; ANOVA
de uma via, seguida por teste post-hoc de Tukey; simbolos distintos representam as diferengas
significativas entre as médias, sendo * p<0,05 em relagdo a 0% de quercetina; ** p<0,01 em
relacdo a 0% de quercetina; # p<0,05 em relagdo 0,1% de quercetina e ## p<0,01 em relagdo a

0,1% de quercetina.

63



Figura 20: Médias do indice de instabilidade das nanoformulagdes em relacao a concentragao

de PEG 400.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; Teste T

ndo pareado, sendo p>0,05; diferencas entre as médias ndo significativas.

Baixos valores do indice de instabilidade foram observados em formula¢des contendo
Tween 80 + Span 80 (4: 2%), sendo significativamente menores em relagdo ao detectado na
combinacao daqueles tensoativos na propor¢ao 2: 1%. Este resultado indica que o aumento da
concentracdo de tensoativos, quando combinados, impulsiona a estabilizagdo dos sistemas,
efeito que pode estar relacionado a diminuicdo da tensdo superficial entre as fases oleosas e
aquosas das nanoemulsdes promovida pelos surfactantes. Uma reducdo no indice de
instabilidade foi observada com a elevacao da concentragdo de quercetina, i.e., a 0,25% ¢ 0,5%
do ativo. Contudo, estes dados devem ser corroborados com as andlises de estabilidade por
estresse térmico, pois, conforme descrito na se¢do anterior (item 5.1.2.2), a concentragdo de
0,5% daquele flavonoide foi considerada o limite de uso e/ou saturagdo, estando associada a
uma maior polidispersdo dos sistemas nanoestruturados em investigacdo. Uma vez que as
andlises via LUMiSizer baseiam-se na separagao de fases, ao submeter um sistema saturado a
separagdo, pode ser que o processo ndo ocorra adequadamente, ou seja, ndo ha como separar o
que ja esta separado/desestabilizado.

O indice de instabilidade ¢ uma varidvel que permite a avaliacdo quantitativa da

estabilidade das formulagdes. Ele ¢ obtido através da comparacdo dos perfis de transmitancia
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resultantes da separacdo das fases promovida pela centrifugacdo em dado tempo determinado.
Durante a analise, o equilibrio estavel da nanodispersdo ¢ rompido por conta da acdo da forca
centrifuga, resultando na desestabilizacao do sistema e possibilitando a determinagao do indice
de instabilidade do sistema, o qual pode ser definido como uma medida adimensional que varia
de 0 (transmitancia menor, mais estavel) a 1 (transmitancia maior, mais instavel) (COLLADO-
GONZALEZ et al., 2020; ZIELINSKA et al., 2020). As figuras 21, 22, 23 e 24 ilustram os
diferentes perfis de transmitancia observados em 4 formulacdes idénticas, no que concerne as
concentracdes de tensoativos ¢ PEG 400, variando apenas em relacdo a concentracdo de

quercetina.

Figura 21: Perfis de transmitincia da nanoformulacdo sem quercetina.
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Figura 22: Perfis de transmitancia da nanoformulacgio contendo 0,1% de quercetina.
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Figura 23: Perfis de transmitincia da nanoformulacdo contendo 0,25% de quercetina.
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Figura 24: Perfis de transmitincia da nanoformulacdo contendo 0,5% de quercetina.
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Os diferentes perfis de transmitancia permitem detectar visualmente variagdes de
comportamento apresentadas pelas nanoformulagdes durante o processo de desestabilizagao.
Nas figuras 21, 22, 23 e 24 os espectros em vermelho referem-se as primeiras varreduras
realizadas, enquanto os espectros verdes referem-se as ultimas varreduras realizadas no tempo
experimental pré-estabelecido. Os picos presentes nos espectros apontam para posi¢des em que
a luz foi transmitida nas formulacdes. As demais regides dos espectros com auséncia de picos
indicam a absorcao de luz e, dessa forma, os espectros indicam que todas as nanoformulagdes

sofreram eventos de creaming, pois nao ha transmitancia na janela espectral de 110-120 mm.
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Ao comparar as figuras 21, 22, 23 e 24, ¢ possivel constatar que a formulagdo contendo
0,25% de quercetina apresentou transmitancias menores em relacdo a todas as demais, enquanto
a nanoformulacao com 0,5% daquele flavonoide apresentou menores transmitancias em relagao
a 0% e 0,1%. Porém, quando olhados isoladamente, estes resultados podem indicar tanto a
ocorréncia de sedimentagdo, quanto a nao separacao das fases, o que impacta diretamente na
inferéncia da estabilidade do sistema. Neste caso, os dados devem ser corroborados com 0s
demais testes para que a interpretacdo seja mais assertiva.

Outro dado interessante fornecido pela analise do LUMiSizer € a velocidade em que as
fases sdo separadas no processo de centrifugacdo. A tabela 7 indica os resultados obtidos de

acordo com as variagdes nas concentragdes dos componentes das formulagdes.

Tabela 7: Velocidade (um/s e mm/dia) de separacdo das nanoformulagdes em relagao a

variacao na concentracao de tensoativos, quercetina e PEG 400.

Compostos Concentracio Velocidade Velocidade
(nm/s) (mm/dia)
2% -0,27 £0,16 -23,36 + 14,69
T 80
ween 4% 20,20+ 0,05 117,59 + 4,04
2:1% -0,25+£0,12 -21,78 £ 10,31
Tween 80 + Span 80
4:2% -0,24 £ 0,07 -20,44 + 6,68
0% -0,21 £ 0,06 -17,97 £ 5,22
0,1% -0,22 £ 0,04 -19,30 + 3,15
Quercetina 0,25% -0,26 +0,08 122,48+ 7,01
0,5% -0,27 £ 0,20 -23,84 + 18,28
5% -0,24 £ 0,13 -21,44 £ 12,10
PEG 400
10% -0,23 £ 0,08 -20,21 + 6,90

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrao. ANOV A de uma via, seguida por teste

post-hoc de Tukey; p>0,05 com diferengas entre as médias ndo significativas.

Em relagcdo a velocidade de separacdo de fases, os sistemas apresentaram
comportamentos semelhantes, ndo havendo variagdes significativas entre os grupos avaliados.
Neste caso, as diferentes concentragdes dos componentes ndo exerceram efeitos expressivos no
tempo de desestabilizacdo de cada formula. Assim, pode-se estimar que as fases do sistema

desenvolvido no presente estudo apresentardo uma separacao média de cerca de 20 mm por dia,
67



considerando um intervalo de tempo de 8 meses. Essa caracteristica estd diretamente
relacionada a viscosidade das fases, as quais podem dificultar ou facilitar o movimento das
nanoparticulas durante a centrifuga¢do (WANG et al., 2020).

Em outra perspectiva, a estabilidade das formulagdes também foi avaliada quanto aos
efeitos da temperatura por ensaio de estresse térmico, armazenando-se as amostras a 30°C e
40°C por cerca de trés meses. Essa analise compreendeu a exposi¢do das formulagdes a uma
condi¢ao de aumento de energia - no caso, térmica -, submetendo os sistemas nanoestruturados
a uma situacao de “estresse” para, assim, obter informacdes a respeito da estabilidade dos
mesmos. Os resultados de armazenamento a 30°C sdo apresentados nas figuras 25, 26, 27 e 28,

enquanto aqueles oriundos do experimento a 40°C sao mostrados nas figuras 29, 30, 31 e 32.

Figura 25: Detalhe visual das nanoformula¢des com 0% de quercetina ap6s incubagao a 30°C.
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Figura 26: Aspecto visual das nanoformulagdes contendo 0,1% de quercetina apos incubagao
a 30°C.
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Figura 27: Detalhe visual das nanoformulacdes com 0,25% de quercetina apds incubacdo a
30°C.

T20 T21 122 T23

-
F— ar —
g M -
L :
i
|

69



Figura 28: Aspecto visual das nanoformulagdes contendo 0,5% de quercetina ap6s incubagdo
a 30°C.

Figura 29: Detalhe da aparéncia das nanoformula¢des com 0% de quercetina ap6s incubagdo
a40°C.
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Figura 30: Aspecto das nanoformula¢des com 0,1% de quercetina ap6s incubagado a 40°C.
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Figura 31: Aspecto visual das nanoformulac¢des contendo 0,25% de quercetina ap6s incubacao
a40°C.
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Figura 32: Detalhe visual das nanoformulacdes com 0,5% de quercetina apds incubagdo a
40°C.
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A analise das figuras 25-32 permite observar que todas as formulagdes sofreram algum
impacto pela alteragdo de temperatura. Em geral, os sistemas se comportaram de forma similar
a 30°C e 40°C, diferindo apenas na intensidade com que a desestabilizagcdo foi impulsionada
nesta ultima condicdo térmica. Como resultado, as formula¢des contendo 0% e 0,1% de
quercetina apresentaram apenas o evento de creaming. Por sua vez, aquelas contendo 0,25% do
flavonoide evidenciaram um comportamento dependente da concentracdo de tensoativos.
Assim, as formulagdes contendo 4% de Tween 80 e Tween 80 + Span 80 na proporcao 4: 2%
apresentaram apenas o evento de creaming, enquanto aquelas que continham 2% de Tween 80
e Tween 80 + Span 80 (2: 1%) evidenciaram tanto eventos de creaming como de sedimentagao,
sugerindo que o Tween 80 ¢ o surfactante que desempenha maior atividade na estabilizacao das
formulas. Por fim, todas as formulagdes contendo 0,5% de quercetina apresentaram creaming
e sedimentacdo. Cabe ressaltar que uma das amostras (identificada como T24) nao apresentou
separacao a 30°C, a qual era composta por 0,25% de quercetina, 4: 2% de Tween 80 + Span 80
e 10% de PEG400. Assim, a T24 foi considerada a formulacao mais estavel de todas e seus
parametros tido como referenciais.

As nanoemulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e estdo suscetiveis a uma
série de fatores fisico-quimicos que podem levar a desestabilizagdo. Dentre eles, a temperatura
de armazenamento ¢ uma das varidveis condicionantes da integridade dos produtos. No presente
estudo, através dos ensaios de estresse térmico, trés fenomenos de desestabilizacdo dos sistemas

nanoestruturados foram detectados: separacao de fases, creaming e sedimentacdo. A separacao
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¢ caracterizada pela formacao de duas fases claras na nanoemulsdo, as quais resultam da acgao
da forca gravitacional sob o sistema, juntamente com a diferenga de densidade entre as fases
(LIU et al., 2019). Em geral, a fase aquosa tende a se mover para a por¢do inferior do sistema,
enquanto a fase oleosa situa-se na por¢ao superior (LIU et al., 2019). Ja o creaming ¢é
caracterizado pela flutuagdo ou assentamento das nanoparticulas, as quais migram para a parte
superior ou inferior do sistema e apresentam aspectos de opacidade e cremosidade (KARTHIK
et al., 2015). Por fim, a sedimentagdo ocorre quando algum componente da nanoemulsdo
apresenta densidade maior que a fase aquosa, migrando para a por¢ao inferior do sistema por
conta da forca gravitacional (KARTHIK et al., 2015).

Em suma, os resultados desta analise podem ser corroborados com os dados obtidos na
caracterizacao fisico-quimica e no ensaio de estabilidade acelerada. Novamente, ¢ possivel
constatar que o uso de quercetina nas concentracdes de 0,1% e 0,25% ¢ o mais adequado,
juntamente com a combinacdo de Tween 80 + Span 80 na propor¢do 4: 2%. Os altos indices de
sedimentacdo apresentados pelas formula¢des contendo 0,5% de quercetina provavelmente
estdo relacionados a saturacdo do ativo nos sistemas. Ja as diferentes concentracdes de PEG
400 parecem nao impactar na estabilidade. Conforme observado nos experimentos a
determinagdo do indice de instabilidade, a maioria das formulagdes apresentou apenas o evento
de creaming, enquanto algumas evidenciaram creaming e sedimentacao. Assim, de acordo com
os resultados obtidos, a nanoformulagdo escolhida para compor os demais testes continha 0,1%
de quercetina e Tween 80 + Span 80 na razao 4: 2%. Além disso, a concentragdo de PEG 400
foi adequada para 1%, visto que o solvente ndo impacta nas propriedades fisico-quimicas das

nanoemulsodes e o ativo continua sendo solubilizado nesta concentragao.

5.1.4 Incorporacio de carragenana

A incorporacdo de carragenana na formulacdo escolhida foi realizada visando a
obtenc¢do de um revestimento polimérico das nanoparticulas, tanto por questoes de estabilizagdao
do sistema, quanto pela soma da atividade bioldgica do polissacarideo. Neste caso, foram
realizados testes com os trés tipos de carragenanas (k, A € 1) para, assim, determinar qual destes

melhor se adequaria ao produto final.
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5.1.4.1 k-carragenana

Os testes com «k-carragenana foram realizados com quatro concentragdes do
polissacarideo, tendo como limite o teor de 0,5%. Formulag¢des contendo 0,6%, 0,75% ¢ 1%
também foram inicialmente consideradas, porém, nestes casos, as amostras apresentaram
solidificagdo em temperatura ambiente, o que impossibilitou seu uso. A tabela 8 indica os
resultados da caracterizagdo fisico-quimica das nanoformulagdes contendo k-carragenana para

cada condi¢ao avaliada.

Tabela 8: Caracterizagdo fisico-quimica das nanoformulagdes de acordo com a concentragao

de k-carragenana em estudo.

Concentracio de k- Tamanho das PdI Potencial zeta
carragenana nanoparticulas (nm) (-mV)
0% 100,3 0,196 -3,36
0,1% 137,0 0,226 -12,0
0,25% 200,0 0,279 -10,9
0,4% 207,8 0,187 -16,9
0,5% 189,8 0,233 -14,9

Os resultados indicaram uma relagdo proporcional entre a concentracdo do
polissacarideo e as demais caracteristicas do sistema. Apesar da maioria dos valores das
variaveis fisico-quimicas investigadas aumentarem em comparagao ao grupo controle (0% de
K-carragenana), todos permaneceram dentro de intervalos aceitaveis para o uso pretendido das
nanoformulacdes. As alteracdes observadas ja eram, de certa forma, esperadas, pois ao
incorporar um novo composto em um sistema dindmico como uma nanoemulsdo, as interagdes
presentes na formulagao também sofrem alteracdes. O aumento do tamanho das nanoparticulas
observado indicou que a incorporagdo do polissacarideo ao sistema foi efetiva. J& o aumento
nos valores do potencial zeta esta relacionado a presenca de cargas negativas nos grupamentos
sulfatos das moléculas de k-carragenana. Em suma, todas as formulag¢des se mostraram proprias

para uso.
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5.1.4.2 A-carragenana

Os testes com A-carragenana foram realizados com cinco concentragdes do
polissacarideo, sendo os resultados da caracterizagdo fisico-quimica para cada condig¢ao

avaliada apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Caracterizacdo fisico-quimica das nanoformulac¢des de acordo com a concentragdo

de A-carragenana.

Concentracio de A- Tamanho das PdI Potencial zeta
carragenana nanoparticulas (nm) (-mV)
0% 100,3 0,196 -3,36

0,4% 171,0 0,329 -15,8
0,5% 178,0 0,309 -13,5
0,6% 226,9 0,317 -18,1
0,7% 357.,8 0,266 -21,8
0,8% 385,8 0,211 -18,5

A incorporacdo de A-carragenana nao foi adequada a composicdo do sistema, pois o
tamanho das nanoparticulas e o Pdl das formula¢des aumentaram de forma a ultrapassar os
limites aceitdveis para as nanoemulsdes. As oscilagdes entre os parametros em relacdo as
diferentes concentracdes do polissacarideo também ilustram a instabilidade do polissacarideo
perante a dinamica do sistema. O aumento dos valores de potencial zeta ¢ decorrente das cargas
negativas caracteristicas das moléculas de A-carragenana. Em suma, o aumento exacerbado no
tamanho das nanoparticulas e o PdI acima do limite de 0,3 ilustram um sistema composto por
nanoparticulas muito grandes e com maior polidispersdo, sendo, portanto, considerado

ineficiente para o uso.
5.2.4.3 v-carragenana
Por fim, os testes com t1-carragenana foram realizados com sete concentragdes do

polissacarideo e a tabela 10 apresenta os resultados da caracterizagao fisico-quimica para cada

condi¢do experimental avaliada.
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Tabela 10: Caracterizagao fisico-quimica das nanoformulagdes de acordo com a concentragao

de -carragenana.

Concentracio de 1- Tamanho das PdI Potencial zeta

carragenana nanoparticulas (nm) (-mV)
0% 100,3 0,196 -3,36

0,4% 119,9 0,167 -9,26

0,5% 113,7 0,132 -16,8

0,6% 144,0 0,195 -8,41

0,7% 152,0 0,197 -9,55

0,8% 178,0 0,213 -14,0

1% 160,0 0,301 -25,6

1,5% 206,0 0,315 -43,1

A incorporacdo de ti-carragenana se mostrou adequada para a composi¢do da
formulagdo. O aumento no tamanho observado indica que o composto aderiu as nanoparticulas
e o revestimento polimérico foi efetivo, permanecendo dentro dos limites desejaveis aquela
variavel. J& o aumento do potencial zeta observado resultou das cargas negativas dos
grupamentos sulfato caracteristicos das moléculas de i-carragenana. O PdI atingiu o valor
maximo de 0,3 a partir da concentragao de 1% do polissacarideo, sendo este considerado o
limite de uso do ativo polimérico no sistema nanoestruturado em desenvolvimento. Em suma,
0 nanosistema permaneceu integro apos a incorporacdo de 1-carragenana e se mostrou adequado
para uso pretendido, dentro do limite de concentracdo de 0,8% do polissacarideo.

Por conta da instabilidade termodinamica caracteristica das nanoemulsdes, a promog¢ao
da estabilidade sempre deve ser levada em consideracdo durante a projecdo de uma nova
féormula. Deste modo, a adicdo de compostos estabilizantes como agentes de ponderagao,
inibidores de amadurecimento, espessantes e surfactantes, pode ser uma boa alternativa para
manter a integridade do sistema, uma vez que o acréscimo destes componentes pode impactar
positivamente nas caracteristicas fisico-quimicas das formulag¢des, como por exemplo: reducao
do tamanho das nanoparticulas, aumento da viscosidade, diminuicao do contraste de densidade
e, consequentemente, da separagdo de fases (LIU et al, 2019). Em relacdo a adicdo de
polissacarideos nas nanoemulsdes, a alta viscosidade caracteristica de muitas daquelas
macromoléculas estd associada a formagdao de uma rede integra de goticulas, promovendo,

assim, a estabilidade do sistema (KARTHIK et al., 2015). Além disso, a presenca de grupos
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10nicos nas moléculas poliméricas resulta no aumento da carga superficial das nanoparticulas,
a exemplo do observado com as carragenanas, o que impulsiona as forcas repulsivas entre elas
e impede agregacdes (RAI et al.,2018; LIU et al., 2019).

As carragenanas sao polissacarideos i0nicos compostos por grupamentos sulfatos e
galactoses, sendo comumente utilizadas pelas industrias farmacéuticas e alimenticias, por conta
de suas propriedades gelificantes e viscosificantes (SCIESZKA & KLEWICKA, 2018). Essas
caracteristicas tém sido apreciadas por pesquisadores que buscam a elaboragdo de sistemas
nanoestruturados de entrega de ativos associados ao aumento da retencdo, liberacdo e
biodisponibilidade destes. Richa & Choudhury (2019) avaliaram uma série de polissacarideos
quanto a acdo emulsificante em nanoemulsdo de curcumina e constataram que k-carragenana
foi o composto de melhor performance, apresentando a maior eficiéncia de encapsulagdo do
ativo. Resultados semelhantes foram observados por Lee et al. (2021) em nanocompositos de
curcumina e 1-carragenana, os quais, além de aumentar a estabilidade e absor¢ao do flavonoide,
também promoveram as atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias por conta dos efeitos
sinérgicos entre os compostos. J& Shanmugapriya et al. (2019) verificaram em modelo in vivo
de diabetes que o uso de k-carragenana em nanoemulsdes de astaxantina para cicatriza¢dao da
pele melhora o desempenho do ativo € aumenta o recobrimento cutaneo. Enquanto isso,
Saravana et al. (2019) constataram que o revestimento polimérico de k-carragenana em
nanoemulsdes alimenticias de fucoxantina aumenta a biodisponibilidade do ativo.

No presente estudo, tanto o revestimento com k- quanto com t-carragenana se
mostraram adequados as nanoformulag¢des, enquanto que a incorporagdo de A-carragenana
apresentou resultados que ultrapassaram os limites pré-estabelecidos para PdI e tamanho das
nanoparticulas. Assim, entre os polissacarideos efetivos, assumiu-se como critério de escolha o
potencial antiviral dos mesmos em relagdo a virus respiratorios, tendo em vista que a principal
finalidade do estudo ¢ o desenvolvimento de um antisséptico de alta atividade virucida contra
o SARS-CoV-2. Além disso, resultados obtidos em ensaios preliminares de inibicdo da
replicagdo viral pelos polissacarideos livres em meio de cultura e ndo nanoencapsulados

também foram considerados, os quais estdao indicados pela figura 33.
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Figura 33: Percentual de inibi¢do da replicacdo viral de SARS-CoV-2 in vitro pelos compostos

bioativos livres em meio de cultura (ndo nanoencapsulados).
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Dentre os polissacarideos que melhor se adequaram aos sistemas, a t-carragenana
apresentou o maior percentual de inibi¢do da replicacdo de SARS-CoV-2, corroborando com
estudos anteriores (BANSAL et al., 2021; FREDIANSYAH, 2021; FROBA et al., 2021;
MOROKUTTI-KURZ et al., 2021; SCHUTZ et al., 2021; BOVARD et al., 2022). Assim, como

resultado final, o polimero foi escolhido para compor a formulagao.
5.1.5 Estudo da estabilidade fisico-quimica de nanoformulacoes
Para a avalia¢do da estabilidade dos sistemas ao longo do tempo, duas formulagdes

foram escolhidas para compor o estudo, sendo elas nomeadas como A e B, de acordo com as

respectivas composi¢des (Tabela 11).

Tabela 11: Composi¢ao das nanoformulagdes A e B.

Formulacio Componentes

A

Oleo essencial
B de melaleuca

Tween 80  Span 80

Quercetina  PEG400 - orrasenand

Legenda: (-) auséncia de quercetina e PEG400.
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Durante o periodo de 3 meses, as duas formulagdes foram incubadas a 25°C, 30°C e

40°C e suas caracteristicas fisico-quimicas foram monitoradas. Os resultados referentes ao

tamanho das nanoparticulas sdo apresentados na tabela 12 e ilustrados ns figuras 34 e 35.

Tabela 12: Tamanho das nanoparticulas (nm) das formula¢des em estudo, em fungdo da
temperatura e tempo de incubagao.

Formulacgao A

Formulac¢ao B

Dia 25°C 30°C 40°C 25°C 30°C 40°C

0 108,7 £ 5,39 1142 2,15

7 100,1 £3,1 102,7+52 103,4+1,1 107,8+39 1043+1,6 109,0+22
14 107,4+6,9 107,5+4,1 106,0+1,1 120,1£98 1172+2,0 125,1+6,1
30 107,6+4,1 110,0+3,3 111,7+9,2 1292+11,7 121,1+4,1 121,7+4,5
60 108,9+4,8 1198+14,5 1432+11,7 118,6+39 111,8+14 1156+27
90 1042+3,0 123,7+10,4 3362+11,0 1202+1,0 1033+27 273,5+13,9

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrio.

Figura 34: Tamanho das nanoparticulas da formulagdao A em relacdo a temperatura e tempo de

incubacao.
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Figura 35: Tamanho das nanoparticulas da formulagdo B em relagdo a temperatura e tempo de

incubagao.
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A andlise das figuras 33 e 34 indica que a formulacdo B apresentou nanoparticulas
relativamente maiores do que a formulagdo A, o que ja era de certa forma esperado, visto que
aquela formulacdo possui dois compostos a mais, i.e., quercetina ¢ PEG 400. Ja em relagdo as
variagdes de tamanho ao longo do tempo, na primeira semana as formulagdes apresentaram
uma leve diminui¢do nos valores desta variavel nas 3 temperaturas estudadas, seguido por um
aumento ao final da segunda semana. Nos momentos amostras aos 30 e 60 dias variagdes de
tamanho foram também detectadas, porém as nanoparticulas permaneceram dentro dos valores
pré-estabelecidos para uso. Ja ao final do terceiro més, a formulagdo A se manteve estavel a
25°C e 30°C, porém a 40°C o tamanho das nanoparticulas aumentou expressivamente,
alcancando a casa dos 300 nm. De forma semelhante, a formulagdo B se manteve estavel a 25°C
e 30°C e alcangou valores proximos a 250 nm a 40°C. Resultados semelhantes foram
constatados por Mahadeyv et al. (2022) com nanoemulsdes de quercetina, as quais apresentaram
uma tendéncia ao aumento das nanoparticulas durante o periodo de incubagdo de 45 dias em
30°C e 40°C, sendo o fendmeno mais expressivo na maior temperatura. Outros estudos com
nanoemulsdes de quercetina demonstram uma maior estabilidade de tamanho em incubagdes
de 40°C ao longo do tempo, indicando que cada sistema se comporta de forma unica e que a
combinagdo dos demais componentes - como surfactantes e bioativos - exerce um papel crucial

nas caracteristicas fisico-quimicas (SON et al., 2019; VAZ et al., 2020).
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No presente estudo, ao final do ensaio as formulagdes apresentaram tamanho de

nanoparticulas aceitaveis em temperatura ambiente, seguido por um aumento expressivo

daquela variavel na maior temperatura (40°C). Assim, pode-se dizer que no quesito tamanho os

produtos se mantém adequados para uso por, no minimo, 3 meses. Contudo, para que a validade

seja estendida, faz-se necessaria a adi¢do de conservantes.

13 e ilustrados nas figuras 36 ¢ 37.

Os valores de PdI também foram determinados e os resultados sdo mostrados na tabela

Tabela 13: Valores médios de PdI das nanoformulacdes em relagdo a temperatura e tempo de

incubacao.
Formulac¢ao A Formulac¢io B

Dia 25°C 30°C 40°C 25°C 30°C 40°C

0 0,195+ 0,04 0,185+ 0,03

7 0,145+0,02 0,132+0,00 0,134+0,01 0,174+0,04 0,181 +0,01 0,153 +0,02
14 0,174+0,03 0,147+0,02 0,103+0,02 0,230+0,05 0,266+ 0,00 0,280+ 0,02
30 0,156 +0,01 0,169+0,01 0,126+0,02 0,273+0,01 0,279+0,01 0,225+0,02
60 0,151+0,02 0,148+0,04 0,128+0,02 0,258+0,02 0,217+0,01 0,170+ 0,08
90 0,131+0,03 0,175+0,01 0,127+0,00 0,275+0,00 0,166+ 0,03 0,120+ 0,01

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrdo.

Figura 36: Valores médios de PdI da nanoformulagdo A em relagdo a temperatura e tempo de

incubacao.
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Figura 37: Valores médios de PdI da nanoformulagdao B em relagdo a temperatura e tempo de
incubagao.
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De modo geral, a formulagdo A apresentou variagdes menores de PdI comparativamente
a formulagdo B ao longo do tempo, o que possivelmente pode estar relacionado aos
componentes extras da segunda formulacao (i.e., quercetina e PEG 400). Na primeira semana,
ambas as formulagdes apresentaram uma diminui¢do de Pdl nas temperaturas analisadas, o que
pode estar associado a um periodo de adequagdo do sistema as condigdes ambientais. No 14°
dia de armazenamento, o PdIl da formulacdo A aumentou a 25°C e 30°C, enquanto a 40°C o
efeito inverso foi observado. De outra forma, a formulacdo B apresentou aumentos mais
expressivos de PdI em todas as temperaturas, alcangando a faixa de 0,2. Ao longo do periodo
de armazenamento estudado, a formulagdo A manteve-se estavel, apresentando baixas
variagdes de PdI, dentro da faixa de 0,1 nas trés condic¢oes térmicas. Todavia, os valores de PdI
da formulacdo B mostraram-se estaveis a 25°C, enquanto uma reducdo consideravel foi
detectada a 30°C e 40°C.

Em seu conjunto, os valores de Pdl das nanoformulagdes permaneceram abaixo do
limite de 0,3, indicando que os sistemas sdo adequados ao uso pretendido. Resultados
semelhantes foram descritos em estudos com nanoemulsdes de quercetina, onde valores de PdI
abaixo de 0,3 e 0,2 sob diferentes temperaturas de armazenamento foram observados
(MAHADREYV et al., 2022; VAZ et al., 2020). Porém, os dados do presente estudo devem ser
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corroborados com os demais resultados obtidos na caracterizagao das nanoformulagdes, pois
apesar dos baixos valores de PdI estarem associados a uma maior monodispersio, isso nao
necessariamente significa que o sistema estd de acordo com o esperado.

A andlise dos dados obtidos a partir do 30° dia de armazenamento revelou que a
formulacdo B apresentou uma tendéncia a diminuicdo do PdI nas maiores temperaturas,
enquanto que o tamanho das nanoparticulas alcangcou 200 nm. Isso significa que a maior
homogeneidade do sistema pode estar vinculada ao aumento de tamanho das nanoparticulas por
eventos de coalescéncia, gerando populagdes mais monodispersas, porém inadequadas. Por sua
vez, a formulagao A apresentou comportamento distinto, pois apesar do maior tamanho das
nanoparticulas, os valores de Pdl mantiveram-se estaveis, indicando que estes resultados estao
vinculados as diferengas de componentes entre as formulagdes. Assim, de modo geral, ambas
as formulagdes apresentaram resultados positivos de PdI e se mostraram adequadas para
utilizacao pretendida por um periodo de, no minimo, 3 meses.

Os resultados de potencial zeta das nanoformulagdes A e B sdo apresentados na tabela

14 e ilustrados nas figuras 38 e 39.

Tabela 14: Potencial zeta das nanoformulagdes A ¢ B em relagdo a temperatura e tempo de
incubacao.

Formulag¢ao A Formulacio B

Dia 25°C 30°C 40°C 25°C 30°C 40°C

0 74+0,8 27,9+ 0,4

7 63+0,8 -60+09  -66+08  -80+13  -79+03 -63+14
14 12,0£2,0 -13,0£0,8 -164+42 -140+3,9 -304+1,1 -31,7+23
30 17,9422  -255+1,6 -248+21 -308+38 -389+34 -33,5+34
60 20,7+04 224435 21,9419 -28,6+59 328402 -24,6+0,5
90 214+67 -209+84 -156+4,0 -360+19 -247+30 -20,1+16

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrao.
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Figura 38: Potencial zeta da nanoformulacdo A em relagdo a temperatura e tempo de

incubagao.
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Figura 39: Potencial zeta da nanoformulacao B em relagdo a temperatura e tempo de incubagao.
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De modo geral, a formulagdo B apresentou valores maiores em modulo de potencial
zeta em relagdo a formulagdo A, o que possivelmente esta relacionado a presenca de quercetina

e 1-carragenana, resultando no aumento das cargas negativas do sistema nanoestruturado. J4 em
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relagdo ao periodo de incubagdo, inicialmente o potencial zeta das formulagdes se mostrou
semelhante, permanecendo em torno de -7,0 mV. Na primeira semana, pequenas variacdes
foram detectadas, porém, a partir do 14° dia até o final do primeiro més, um aumento expressivo
dos valores em modulo foi detectado, situando-se proximo de -30,0 mV. Ao final do segundo
e terceiro meses, as formulagdes apresentaram valores considerados estaveis de potencial zeta
a 25°C, enquanto que a 30°C e 40°C os sistemas apresentaram diminui¢des proporcionais as
temperaturas. Resultados semelhantes foram registrados por Vaz et al. (2020) com
nanoemulsdes de quercetina, com valores de potencial zeta entre -20 mV a -40 mV ao longo do
tempo de incubacao. Os autores relacionaram este aumento a hidrélise dos fosfolipidios que
compdem o sistema, fato que também deve ter contribuido para os resultados do presente
estudo. J4 em nanoemulsdes de mucina revestidas por A- € k- carragenanas, Celli et al. (2019)
constataram que quanto maior a concentracao dos polissacarideos, mais negativo € o potencial
zeta, o que esta vinculado ao aumento na densidade das cargas negativas decorrente da presenga
de grupos sulfatos naquelas macromoléculas.

Valores de potencial zeta proximos ou maiores que +30 mV geralmente sdo
considerados bons indicadores de estabilidade dos produtos nanoestruturados (TRAN et al.,
2014; FARDOUS et al., 2021). Contudo, da mesma forma como observado aos resultados de
Pdl, ¢ necessario olhar para as caracteristicas do sistema como um todo. A partir do 60° dia
detectou-se a tendéncia a diminuicdo das cargas negativas no sistema de modo proporcional a
temperatura. Esse comportamento ocorre em conjunto com o aumento de tamanho das
nanoparticulas e diminui¢do do PdI, podendo indicar uma futura desestabiliza¢do. Porém, a
25°C as nanoformulagdes mantiveram-se dentro dos parametros aceitaveis, o que garante a
integridade dos produtos por, no minimo, 3 meses. Assim, em resumo, os valores médios de
potencial zeta se mostraram adequados & integridade dos produtos, ficando em torno de -20,0
mV e -30,0 mV ao final do ensaio.

Os resultados referentes ao pH das formulagdes sdo mostrados na tabela 15 e ilustrados

nas figuras 40 e 41.
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Tabela 15: pH das nanoformulagdes A e B em relagdo a temperatura e tempo de incubagao.

Formulacao A Formulacao B

Dia 25°C 30°C 40°C 25°C 30°C 40°C

0 4,5+0,3 4,9+0,0

7 4,5+0,3 43+0,2 4,1+0,1 4,9+0,0 4,7+£0,0 4,6+£0,0
14 44+0,2 4,0+0,1 39+0,1 4,8+0,0 4,7+£0,0 4,5+0,1
30 4,1+ 0,1 3,9+0,0 3,6 0,0 4,7+0,0 4,5+0,0 4,2+0,0
60 3,7+0,0 3,6 0,0 3,3+0,0 4,3+0,1 4,2+0,1 3,7+0,1
90 3,8+0,1 3,3+0,1 3,3+0,1 4,4+0,1 3,9+0,1 3,5+0,1

Legenda: Valores expressos em média + desvio padrio.

Figura 40: Valores de potencial hidrogenionico da nanoformulagdo A em relagao a temperatura

e tempo de incubagio.
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Figura 41: Valores de pH da nanoformulacio B em relagdo a temperatura e tempo de
incubagao.
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A formulagao B apresentou valores de pH maiores em relagdao a formulacao A, o que
pode estar relacionado a presenca de quercetina no sistema. Além disso, ao longo dos trés meses
de ensaio, foi possivel notar uma diminui¢ao de pH proporcional as temperaturas de incubagao
em ambas as formulagdes, com maiores redugdes a 40°C, intermediarias a 30°C e menores a
25°C. Dentre os fatores de maior influéncia em sistemas emulsionaveis, o pH e a temperatura
de armazenamento tém recebido especial aten¢do. Em geral, temperaturas mais altas
impulsionam fendmenos de desestabilizacdo, enquanto condigdes mais brandas melhoram a
estabilidade das nanoemulsdes (KARTHIK et al., 2015). J& os efeitos do pH podem ser
visualizados nas demais caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, como tamanho e
potencial zeta, uma vez que o potencial hidrogenionico do meio influencia diretamente na
dindmica das cargas dos sistemas. Além disso, ha uma série de métodos de emulsificacdo e
inversdo de fases pH-dependentes, os quais direcionam e determinam o comportamento das
nanoemulsdes de acordo com o pH, dado o seu impacto sobre este tipo de sistema (WANG et
al., 2020; HUANG et al., 2021).

No presente estudo, a identificacdo de uma relagdo proporcional entre as temperaturas
de armazenamento e o pH ilustra os caminhos pelos quais a desestabilizagdo desses sistemas
ocorre e, neste caso, a composicao dos produtos ¢ um fator determinante. Porém, cabe ressaltar

que todas as caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes se relacionam entre si, de modo
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que algumas exercem maiores efeitos sobre as outras, resultando em um comportamento Gnico
e caracteristico para cada nanosistema em questdo. Assim, a fim de avaliar quais variaveis das
formulagdes estavam mais inter-relacionadas, andlises de correlacdo de Pearson foram
realizadas. A correlagdo mais significativa identificada foi entre o pH e o potencial zeta em
ambas as formulagdes, quando incubadas a 25°C. Os resultados sdo mostrados nas figuras 42 ¢

43.

Figura 42: Correlacdao negativa entre os potenciais hidrogenidnico e zeta da nanoformulagao
A a25°C.
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Figura 43: Correlagdo negativa entre pH e potencial zeta da nanoformulagdo B a 25°C.
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A partir dos resultados obtidos foi possivel inferir que quanto menor o pH, maior o
potencial zeta e vice-versa dos sistemas nanoestruturados em analise. O potencial zeta ¢ variavel
dependente do pH e da condutividade das dispersdes e, portanto, uma vez que esta variavel
mede as interacdes eletrostaticas entre as nanoparticulas, o aumento de ions hidronio nas
formulagdes afeta diretamente os valores de sua medida (CLOGSTON & PATRI, 2010). No
presente estudo, a formulacdo A (sem quercetina e com t1-carragenana) alcancou valores
proximos a -20,0 mV, enquanto a formulagdo B (com quercetina e 1-carragenana) atingiu -36,0
mV. Resultados semelhantes foram observados por Son et al. (2019) com nanoemulsdes de
quercetina, onde valores de -22,1 mV a -45,8 mV em pH é&cidos (4,0-5,5) foram detectados.
Neste caso, porém, as nanoemulsdes apresentaram valores de potencial zeta maiores com o
aumento do pH, o que esta relacionado aos demais componentes das formulagdes. Por sua vez,
Gu et al. (2004) observaram resultados contrarios aos do presente estudo com emulsdes de 3-
lactoglobulina e 1-carragenana, as quais evidenciaram potenciais zeta positivos em pH baixos e
negativos em pH altos. Os autores relacionaram o fendmeno as interacdes fracas entre o
polissacarideo e a proteina, vinculadas a protona¢ao dos grupos sulfatos da carragenana em pH
baixo, uma vez que o pKa desses grupamentos ¢ em torno de 2. Porém, novamente ¢ possivel
observar a influéncia que os componentes da formulacao exercem sobre o comportamento do
sistema, fazendo com que cada cenario seja unico.

Na formulagao A também foi identificada uma correlagio negativa entre pH e tamanho
das nanoparticulas a 30°C. Este resultado possivelmente esta vinculado ao aumento dos ions
hidronio a medida que o sistema acidifica, os quais se ligam as cargas negativas dos grupos
sulfatos do revestimento polissacaridico e, assim, diminuem a repulsdo entre as nanoparticulas,
promovendo a coalescéncia e o aumento de tamanho. J& a formulagdo B apresentou correlagdes
positivas entre PdI e tamanho das nanoparticulas a 25°C e 30°C e entre PdI e potencial zeta a
25°C. Tais efeitos vinculam-se a diminui¢do da uniformidade das populagdes de nanoparticulas
a medida que ocorrem eventos de coalescéncia, uma vez que ao longo do tempo a formulagao
B também apresentou diminuicdo de pH, de modo que a elevagdo de ions hidronio no meio
contribuiu a anulagdo das cargas negativas dos grupamentos sulfato da carragenana e diminuiu
a repulsdo entre as nanoparticulas. Como resultado, popula¢des de nanoparticulas com
tamanhos diversos foram geradas, levando a redu¢ao da uniformidade das mesmas e ao aumento
do Pdl.

Resultados semelhantes foram registrados por Son et al. (2019) em nanoemulsdes de

quercetina. Os autores verificaram que o pH ndo exerceu efeitos diretos sobre o tamanho das
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nanoparticulas, apenas sobre o Pdl e potencial zeta. Tal resultado ¢ interessante porque, no
presente estudo, a formulacdo A (sem quercetina, apenas carragenana) apresentou correlacao
significativa entre pH e tamanho das nanoparticulas, enquanto a formulagdo B (com quercetina
e carragenana) evidenciou correlagdes apenas entre os demais parametros, o que novamente
indica que a composi¢ao das formulagdes ¢ fator determinante para o comportamento do
sistema nanoestruturado. Contudo, apesar de ndo possuir um efeito direto na segunda
formulagdo, o pH ¢ uma variavel que impacta as demais caracteristicas fisico-quimicas do
sistema e sua influéncia na estabilidade deste ¢ identificada de forma indireta.

A incubagao das nanoformulagdes nas temperaturas de 25°C, 30°C e 40°C objetivou
submeter os sistemas nanoestruturados a niveis crescentes de energia para que, assim, a
desestabilizacdo seja acelerada, simulando o efeito do tempo a longo prazo. Esse tipo de ensaio
pode ser utilizado para definir, por exemplo, a validade das formulagdes e/ou a necessidade de
incorporagdo de outros componentes. Neste cendrio, a temperatura de 25°C simula as condi¢des
ambientais em que o produto serd exposto na industria, enquanto as temperaturas de 30°C e
40°C tém como principal objetivo estimular a desestabilizagdo. Assim, no presente estudo, ao
considerar os resultados obtidos a 25°C, constatou-se que ambas as formula¢des se mantiveram
estaveis e possuem, no minimo, 3 meses de validade. Porém, para que este prazo seja estendido,

se faz necessdaria a adi¢do de compostos conservantes.

5.2 Avaliacao da eficacia e ensaios in vitro

5.2.1 Teste de Concentrag¢ao Inibitoria Minima (MIC)

Para determinar a agdo antisséptica dos produtos, a atividade bactericida das
formulagdes foi avaliada através do teste de MIC para a espécie Staphylococcus aureus, a qual

esta associada a uma série de doencas infecciosas (XIAO et al., 2020). Os resultados sao

apresentados pelas figuras 44 e 45.
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Figura 44: Detalhe visual do ensaio de concentracdo inibitdria minima da nanoformulacao A,

indicando MIC de 1,25%. C+: Controle positivo; OXA: Oxacilina; C-: Controle negativo.
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Figura 45: Detalhe visual do ensaio de concentragdo inibitoria minima da nanoformulagao B,

indicando MIC de 1,25%. C+: Controle positivo; OXA: Oxacilina; C-: Controle negativo.
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A partir das imagens, ¢ possivel constatar que ambas as formulagdes apresentaram o
mesmo valor de MIC, i.e., 1,25%. Esse efeito estd diretamente relacionado a presenga dos
bioativos nas formulagdes. Como relatado anteriormente, a quercetina ¢ conhecida por suas
propriedades antimicrobianas, como demonstrado contra S. aureus (BADHWAR et al., 2021;
CHITTASUPHO et al., 2022; GURAN et al., 2019; LI et al., 2019; PAL & TRIPATHI, 2019;
TRAN et al., 2019).

O ¢6leo essencial de melaleuca também exerce uma potente atividade bactericida contra
S. aureus. Xiao et al. (2020) constataram que o composto inibe o crescimento bacteriano na
concentracao de 0,5%, enquanto Falci et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes com 0,1%
e 0,2%. Ja Brun et al. (2018) avaliaram o efeito daquele 6leo sob cepas de MRSA e verificaram
que o composto inibe o crescimento bacteriano na faixa de 0,75% a 2,5%. Por conta de sua alta
hidrofobicidade, o 6leo essencial de melaleuca causa o rompimento de estruturas membranares
das células bacterianas, aumentando a permeabilidade e reduzindo a seletividade das mesmas
(COX et al., 2000; FALCI et al., 2015). Alguns estudos vinculam esse efeito as moléculas que
compdem a matriz do o6leo, como eucaliptol, limoneno e a-pineno, porém a atividade
bactericida ¢ resultante de efeitos sinérgicos entre estes monoterpenos e nao devido a acdo de
uma molécula isoladamente (FALCI et al., 2015; MANTIL et al., 2015; BULDAIN et al.,
2021). Diversos autores também tém demonstrado a utilizagdo do 6leo essencial de melaleuca
como agente antisséptico e cicatrizante para uso topico, o qual, além dos efeitos bactericidas,
também promove a hidratacdo da pele e apresenta uma maior addesdo dos pacientes ao
tratamento (DE ASSIS et al., 2020; GNATTA et al., 2021; YOUN et al., 2021).

Em relagdo a i1-carragenana, até o momento ndo ha trabalhos que demonstrem a agao
direta do ativo sobre células bacterianas, porém, em um estudo realizado por Souza et al. (2018),
os autores avaliaram a atividade bactericida de polissacarideos sulfatados extraidos de algas
vermelhas e registraram uma alta inibicdo no crescimento de S. aureus. A hipdtese € que este
efeito pode estar vinculado a ligacdo dos polissacarideos a receptores da parede celular,
membrana citoplasmatica e material genético das bactérias, o que resulta no aumento da
permeabilidade, perda de contetido intracelular e ligacdo ao DNA microbiano (SHANNON &
ABU-GHANNAM, 2016; SOUZA et al., 2018). Além disso, 1-carragenana tem sido avaliada
como revestimento para materiais com atividade bactericida e/ou bacteriostatica na pratica
médica, tais como curativos, algoddes e géis cicatrizantes, aumentando, assim, a performance
biologica e reduzindo a possibilidade de infecgdes bacterianas (NORALIAN et al., 2021;
RUFATO et al., 2021). Por fim, outro fato interessante ¢ que o PEG 400 também pode

contribuir com a atividade bactericida do produto. O efeito do solvente esta vinculado a uma
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reducdo na atividade de agua do sistema, o que resulta num estresse adicional que torna os
microrganismos mais suscetiveis a danos em suas membranas celulares (MANTIL et al., 2015).

No presente estudo, as nanoformulacdes A e B apresentaram MIC de 1,25%, indicando
que o componente de maior atividade bactericida € o 6leo essencial de melaleuca presente em
ambas as formulagdes. Porém, uma vez que a segunda formulacao possui maior quantidade de
ativos bactericidas do que a primeira (quercetina e PEG 400), os valores iguais podem indicar
uma limitacdo metodologica. Apos a concentracdo de 1,25%, o teste segue para 0,63%,
reduzindo pela metade o intervalo de deteccao. Assim, para identificar a diferenga entre as

formulagdes, novos testes devem ser realizados entre as faixas de 0,63-1,25%.

5.2.2 Ensaio de citotoxicidade e atividade contra o SARS-CoV-2

O ensaio de citotoxicidade foi conduzido a fim de determinar a compatibilidade
bioldgica e/ou seguranga dos produtos frente a cultura celular, verificando, assim, a capacidade
dos mesmos de causarem lesdes, danos ou até mesmo morte celular. Esta avaliagdo ¢
importante para assegurar que a atividade antiviral de um produto, avaliada através de um
sistema celular, ndo seja decorrente da perda de viabilidade celular. Os resultados sdo indicados

pela figura 46.

Figura 46: Valores médios de viabilidade celular de diferentes concentragdes dos produtos.
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Legenda: Os dados sao apresentados em médias com marcadores de desvio padrao.
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A partir deste dado € possivel observar que tanto FA quanto FB e o controle com a iota
carragenana ndo promoveram perda de viabilidade celular nas trés concentragdes avaliadas. A
solucdo de t1-carragenana foi submetida ao teste nas mesmas concentragdes para fins
comparativos entre os sistemas nanoestruturados e o ativo livre. Todos os tratamentos
apresentaram alta viabilidade em todas as concentragdes testadas, com os nanoprodutos
tendendo a serem ainda menos toxicos que o polissacarideo.

J4 em relagdo a atividade virucida, 10° PFU de SARS-CoV-2 foram expostas aos
produtos FA, FB e a solucdo 0,6% de 1-carragenana em diferentes concentragdes por 2 e 10
minutos e depois submetidos a cultura celular para que, assim, fosse possivel avaliar o potencial
de inativagdo viral dos compostos. Os resultados referentes a inibicao da replicagdo viral no
tratamento de 2 minutos sdo indicados pelas figuras 47 (porcentagem de inibigcdo) e 48

(contagem de PFUs).

Figura 47: Valores médios da porcentagem de inibi¢ao da replicacdo de SARS-CoV-2 por FA,

FB e solucdo 0,6% de 1-carragenana em diferentes concentragdes no tratamento de 2 minutos.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; sendo ***
p<0,001 em relagdo ao controle.

94



Figura 48: Valores médios de PFU/mL de SARS-CoV-2 apresentados por FA, FB e solugao

0,6% de 1-carragenana em diferentes concentragdes no tratamento de 2 minutos.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; sendo ***

p<0,001 em relag@o ao grupo controle (sem tratamento).

A partir dos resultados € possivel observar que, no tratamento de 2 minutos, os
nanoprodutos FA e FB impediram completamente a replicacdo viral nas trés concentragdes
avaliadas, diferentemente da solucao com 0,6% de 1-carragenana, a qual ndo apresentou valores
médios significativos de inibicdo. O mesmo pode ser observado no resultado complementar da
contagem de PFU no segundo grafico, o qual indica que as formulagdes FA e FB nao
apresentaram unidades formadoras de placa, enquanto a solu¢do 0,6% de i-carragenana
apresentou quantidades semelhantes ao grupo controle (sem tratamento, com infec¢do). Ja os
resultados referentes ao tratamento de 10 minutos sao indicados pelas figuras 49 (porcentagem

de inibi¢do) e 50 (contagem de PFUs).
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Figura 49: Valores médios da porcentagem de inibicao da replicacao de SARS-CoV-2 por FA,

FB e solugdo 0,6% de 1-carragenana em diferentes concentragdes no tratamento de 10 minutos.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; sendo ***

p<0,001 e ** p<0,01 em relagdo ao controle.
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Figura 50: Valores médios de PFU/mL de SARS-CoV-2 apresentados por FA, FB e solugao

0,6% de 1-carragenana em diferentes concentragdes no tratamento de 10 minutos.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; sendo ***

p<0,001 e ** p<0,01 em relagdo ao grupo controle (sem tratamento).

Ja em relacdo ao tratamento de 10 minutos € possivel observar que as formulagdes FA
e FB continuaram apresentando inibi¢cdo completa da replicacdo viral, enquanto que a solucao
0,6% de 1-carragenana passou a apresentar em torno de 20-40% de inibicao, o que indica que a
atividade virucida do polissacarideo esté relacionada ao tempo de contato com a cepa viral. O
mesmo ¢ observado no grafico de quantidade de PFU/mL, em que FA e FB ndo apresentaram
unidades formadoras de placa e a solug¢do 0,6% de 1-carragenana apresentou uma quantidade
menor em relagdo ao grupo controle quando comparado ao tratamento de 2 minutos. Para
melhor visualizacdo, as comparagdes entre os tempos de tratamento sao indicados pelas figuras

51 (porcentagem de inibi¢do) e 52 (contagem de PFUs).
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Figura 51: Comparagdo entre os valores médios de inibi¢cdo da replicagdo viral apresentados

por FA, FB e solugdo 0,6% de 1-carragenana em diferentes concentragdes e nos tratamentos de

2 e 10 minutos de contato.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrdo; sendo ***

p=<0,001 e ** p<0,01 entre os tratamentos em tempos diferentes.
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Figura 52: Comparagao entre os valores médios de quantidade PFU/mL apresentados por FA,
FB e solucao 0,6% de 1-carragenana em diferentes concentragdes e nos tratamentos de 2 ¢ 10

minutos de contato em relagdo ao grupo controle de cada tempo.
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Legenda: Os dados sdo apresentados em médias com marcadores de desvio padrao; sendo ***

p<0,001 em relacdo ao grupo controle de cada tempo.

De modo geral, os resultados demonstram a alta eficiéncia das formulacdes
desenvolvidas em inibir a replicagdo de SARS-CoV-2, o que estd relacionado tanto as
propriedades antivirais dos compostos bioativos, quanto a combina¢do dos mesmos através da
nanoestruturacdo. Os ensaios com a solucgao 0,6% de 1-carragenana foram realizados por conta
do grande potencial antiviral apresentado pelo polissacarideo, de modo que fosse possivel
comparar a sua atividade em uma solu¢do livre e em uma nanoestrutura. Além disso, a solugao
foi utilizada como controle uma vez que estd presente nas formulagdes (FA e FB) a 0,6%.
Assim, a nanoestruturagao além de possibilitar a unificagdo de compostos, também potencializa
as propriedades biologicas dos mesmos. Ja em relagao as atividades apresentadas por FA e FB,
ambos os produtos foram viaveis nas concentragdes e tempos determinados, se mostrando
efetivos e seguros para aplicagdo como produtos antissépticos de uso topico. Contudo, para uma
maior diferenciacdo entre eles e identificacdo da contribui¢do de cada componente, novos

ensaios com intervalos de concentragdes menores que 1,8% devem ser conduzidos.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a viabilidade do desenvolvimento de uma nanoemulsao
composta por um flavonoide, um 6leo essencial e um revestimento polimérico pelo método de
homogeneizagdo de alta pressio. Em média, os nanosistemas caracterizaram-se por
nanoparticulas de 150 nm, PdI de 0,2 e potencial zeta a -10 mVa com cargas negativas. Os
estudos de estabilidade demonstraram que as condigdes de armazenamento e concentragao dos
ativos determina a ocorréncia de creaming e¢/ou sedimentagdo, sendo prevista uma validade
minima de 3 meses. Para extensdo do periodo, a adicao de conservantes deve ser considerada.
Apbs a caracterizagdo e estabilidade, duas formulac¢des foram escolhidas para determinagao da
atividade bioldgica. Ambos os produtos apresentaram MIC de 1,25% para S. aureus,
comprovando a agdo bactericida. Ja4 em relacdo aos efeitos na viabilidade celular e atividade
virucida, as formulac¢des apresentaram 100% de inibi¢ao da replicagdo de SARS-CoV-2, sendo
consideradas seguras e efetivas para aplicacdo como produtos antissépticos de uso topico. Além
disso, a comparagdo entre os produtos e uma solugdo com ativo livre demonstrou que a
aplicagdo da nanotecnologia possibilita uma amplificacdo da atividade biologica.

Ao final, o presente estudo comprovou sua hipétese e o cumpriu o objetivo principal,
criando uma nanoemulsdo antisséptica a base de compostos bioativos naturais de alta eficacia
contra o SARS-CoV-2. Como perspectivas, novos testes de atividade bactericida e virucida com
concentracoes menores das nanoformulacdes devem ser conduzidos, a fim de diferenciar os
produtos e identificar o papel de cada composto neste cenario. Além disso, ensaios com outros
patogenos virais de transmissao por via respiratdria - como influenza, por exemplo - também
serdo realizados, tendo em vista a ampliagdo do espectro de aplicacdo dos produtos

desenvolvidos.
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