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RESUMO

As leishmanioses sdo infeccGes zoonoticas e endémicas no Brasil. A Leishmania infantum é
a causadora da forma mais grave das leishmanioses. Cannabis sativa € uma planta bastante
utilizada, com inimeros alvos farmacol6gicos com promissora aplicagdo no tratamento de
leishmanioses. Desta forma, a nanotecnologia surge como uma area inovadora que busca a
cura de doencas de maneira menos invasiva e entre 0s nanossistemas existentes, destacam-
se as nanocapsulas poliméricas. Este nanossistema demonstra uma liberacao controlada do
farmaco, diminuindo efeitos adversos, aumentando a biodispinibilidade e eficacia. Nessa
perspectiva, 0 objetivo deste estudo foi desenvolver nanocapsulas poliméricas contendo
extrato bruto das flores de Cannabis sativa para aplicacdo em formas promastigotas de
Leishmania infantum. Sendo assim, o extrato foi caracterizado através de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). A partir disso, as nanocépsulas de
PCL 80 com o extrato de Cannabis foram desenvolvidas através da técnica de
nanoprecipitacdo, otimizadas por planejamento experimental Box-Behnken e
funcionalizadas com quitosana e L-PEG 5000. Estes sistemas foram caracterizados através
das anéalises de tamanho, indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta, espectroscopia de
infravermelho, microscopia eletrénica de varredura, doseamento e eficiéncia de
encapsulacdo analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e
determinacdo da estabilidade a diferentes temperaturas. O teste de viabilidade na forma
promastigota de Leishmania infantum foi executado para analisar a Clso das nanocépsulas.
De acordo com a CG-EM, composto majoritario do extrato foi o canabidiol. As nanocapsulas
de PCL e extrato (NCBDP), nanocapsulas contendo extrato funcionalizadas com L-PEG
(NCBDLP) e quitosana (NCBDQ), apresentaram tamanhos 174,4+1,2, 197+2,6 e
269,8+4,5nm, PDI 0,11+0,02, 0,1+0,04, 0,26+0,02 e potencial zeta -32,77+0,9, -24,95+0,5 e
+43,31+0,3mV, respectivamente. A espectroscopia de infravermelho detectou a presenca dos
principais grupos funcionais. As nanocépsulas apresentaram homogeneidade e estabilidade.
NCBDP, NCDLP e NCBDQ apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 99,3%, 99,8% e
99,8%, respectivamente. O teste de viabilidade na forma promastigota de Leishmania
infantum demonstrou CI50 35,04 e 12,50pg/mL, para NCBDP e NCBDQ), respectivamente.
Assim, as nanocépsulas encapsuladas com extrato de Cannabis sativa podem ser uma
alternativa aplicada ao tratamento da leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Nanotecnologia, Cannabis sativa, leishmaniose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic and endemic infection in Brazil. Leishmania infantum is the
cause of the most severe form of leishmaniasis. Cannabis sativa is a widely used plant, with
numerous pharmacological targets with promising application in the treatment of
leishmaniasis. Thus, nanotechnology emerges as an innovative area that seeks to cure
diseases in a less invasive way and among the existing nanosystems, the polymeric
nanocapsule stands out. This nanosystem demonstrates a controlled release of the drug,
reducing adverse effects, increasing bioavailability and efficacy. In this perspective, the
objective of this study was to develop polymeric nanocapsules containing crude extract of
Cannabis sativa flowers for application in promastigote forms of Leishmania infantum.
Therefore, the extract was characterized by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). From this, PCL 80 nanocapsules with the extract were developed
through nanoprecipitation, optimized by the Box-Behnken experimental design and
functionalized with chitosan and L-PEG 5000. This system was characterized through
particle size, polydispersity index (PDI), zeta potential, infrared spectroscopy, scanning
electron microscopy, dosing and the encapsulation efficiency analyzed by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) and subjected to stability testing, being stored at different
temperatures. The viability test in the promastigote form of Leishmania infantum was
performed to analyze the IC50 of the nanocapsules. According to GC-MS, the major
compound of the extract was cannabidiol. The PCL and extract nanocapsules (NCBDP),
extract-containing nanocapsules functionalized with L-PEG (NCBDLP) and chitosan
(NCBDQ), presented particle sizes 174.4+1.2, 197+2.6 and 269.8+4.5nm, PDI 0.11+0.02,
0.1+0.04, 0.26+£0.02, and zeta potential -32.77+0.9, -24.95+0.5 and +43.31+0.3mV,
respectively. Infrared spectroscopy detected the presence of the main functional groups. The
nanocapsules presented homogeneity and stability. NCBDP, NCDLP and NCBDQ presented
encapsulation efficiency of 99.3%, 99.8% and 99.8%, respectively. The viability test in the
promastigote form of Leishmania infantum demonstrated I1C50 of 35.04 and 12.50ug/mL, for
NCBDP and NCBDQ, respectively. Thus, nanocapsules encapsulated with Cannabis sativa
extract represents an alternative for the treatment of visceral leishmaniasis.

Keywords: Nanotechnology, Cannabis sativa, leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas pelo protozoéario Leishmania e
transmitidas por insetos flebotomineos, e geralmente afetam mamiferos, inclusive humanos,
estando entre as principais doencgas parasitarias. Sao caracterizadas por causar danos nos
tecidos viscerais, cutaneos e mucocutaneos e se proliferam em varios sistemas hospedeiros
(Bruno et al., 2024).

No reino vegetal, além de metabdlitos primarios como proteinas e carboidratos, as

plantas também produzem metabolitos secundarios, que muitas vezes séo identificados como
produtos naturais (Zhang et al., 2023). Os produtos naturais sdo um grupo de moléculas
diversas oriundas de organismos, que buscam sobreviver e se adaptar sob as diversas
condic¢des ambientais. Além disso, essas moléculas podem interagir com alvos bioldgicos e
alterar funcgdes fisioldgicas. Além disso, o uso de produtos naturais em diversas aplicacdes
é antigo mas perdura até os dias atuais (Cano-Prieto et al., 2024).
Dentre estes materiais surge a Cannabis, o0 nome de um género dentro da familia
Cannabaceae. A Cannabis apresenta compostos secundarios chamados de canabinoides,
dentre os quais j& foram descobertas mais de 100 moléculas diferentes. O mais descrito
é o tetrahidrocanabinol (THC), conhecido por seus efeitos psicoativos (Schilling,
Melzer e Mccabe, 2020).

A Cannabis sativa é utilizada de varias formas, sendo 0 mais comum, 0 uso
recreativo que € bastante conhecido. Ao utiliza-la o usuario passa a ter efeitos como disforia,
sonoléncia, alucinacbes e pensamentos anormais. Esses efeitos sdo causados pelo A 9-
tetrahidrocanabidiol (A9-THC), um dos canabinoides encontrados nessa planta. Porém, a
Cannabis sativa apresenta o Canabidiol (CBD), que possui potencial terapéutico, e pode ser
usado em casos de epilepsia, ansiedade e tratamento para distirbio do sono. Estudos
recentes, demonstram também os efeitos anti-inflamatérios desse composto. Sendo assim, o
canabidiol vem sendo muito utilizado para o tratamento de vérias doengas (Pernoncini e
Oliveira, 2014).

Ainda que os produtos naturais apresentem potencial aplicacdo terapéutica, estes
demonstram dificuldades fisico-quimicas de solubilidade e biodistribuicdo em fluidos
biologicos, além de que quando administrados provocam efeitos colaterais toxicos em varios
tecidos. Com o0s avangos tecnoldgicos e cientificos, a fim de promover uma melhor
biodisponibilidade de moléculas, surge a nanotecnologia, que apresenta uma grande

variedade de nanoparticulas, sendo vantajosa, por compor sistemas com baixa toxicidade,
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mostrando aplicabilidade, sendo assim favoravel para o tratamento de doencas (Gliven,
2021).

As nanocéapsulas sdo um exemplo de nanoparticulas, sendo um sistema vesicular no
qual o ativo esta confinado a uma cavidade, podendo consistir em um nucleo liquido interno
envolto por uma membrana polimérica. Nesse caso o ativo é geralmente dissolvido no ndcleo
interno e também pode ser adsorvido a superficie da capsula (Lammari et al., 2020).

Diante deste contexto, este trabalho baseia-se no desenvolvimento inovador de sistemas
nanotecnoldgicos biodegradaveis e funcionalizados capazes de transportar moléculas
naturais bioativas com potencial aplicacdo no tratamento de leishmaniose. Sendo assim,
nanocapsulas poliméricas biodegraddveis contendo produtos naturais como o Oleo de
Cannabis sativa serdo projetados para um potencial atividade antileishmania, apresentando
diferentes caracteristicas de superficie e estrutura compativeis para aplicacao no tratamento

de leishmaniose.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais das Leishmanioses

As leishmanioses sdo descritas como um conjunto de doencas causadas pela
Leishmania, um protozoario parasita. Essas doencas sdo transmitidas através da picada de
fémeas de flebotomineos infectados. Os principais tipos de leishmaniose sdo: cuténea,
visceral e mucocutanea. Ela atinge principalmente paises subdesenvolvidos na Africa,
América e Asia (Fig. 1), pois estd relacionada a habitacBes precarias, subnutricio,
deslocamento populacional, imunidade baixa e falta de recursos (World Health
Organization, 2023).

Figura 1: Ocorréncia da leishmaniose no mundo.

. Endemic

Previously reported cases » % G b / \
2 J \\
Mo autochthonous cases reported s '\')'

Mot applicable

Fonte: WHO, 2023.

O ciclo de vida da Leishmania (Fig. 2) apresenta dois estagios: promastigota e
amastigota. Os promastigotas de Leishmania vivem no intestino de uma fémea de
flebotomineos do género Lutzomia ou Phelobotomus, apds este protozoario se alimentar do
sangue do hospedeiro, os promastigotas sdo depositados na epiderme ou na camada superior
da derme, sendo internalizadas por macrofagos e neutrdfilos. Os promastigotas se
transformam em amastigotas que se disseminam. O ciclo de vida é completado quando um
flebotomineo se alimenta de sangue com as células parasitadas, e no intestino do inseto as
amastigotas das células parasitadas se transformam rapidamente em promastigotas (Uribe-
Querol; Rosales, 2024).
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Figura 2: Ciclo da Leishmaniose
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Fonte: Adaptado de Want, Yadav e Afrin, 2016.

O tipo mais comum de leishmaniose é a leishmaniose cutanea. E caracterizada pelo
aparecimento de uma ou varias papulas ou nodulos. Normalmente sdo indolores, mas em
caso de infecgdo podem se tornar dolorosos. A leishmaniose cutanea pode ser causada pelas
espécies L. amazonensis, L. mexicana, L. tropica, L. braziliensis. Para o diagnéstico do
parasita, € necessario passar pelo procedimento de biopsia ou raspagem (Siadat et al., 2020).
Apdbs um periodo de incubacdo que dura semanas ou meses, as lesdes da leishmaniose
cutdnea iniciam o seu desenvolvimento, em areas expostas como o rosto. As papulas
escurecem conforme o tempo, até 6 meses quando as lesdes cicatrizam (Paz et al., 2011). Ja
a leishmaniose mucocutanea causa lesdes potencialmente fatais na regido da garganta, nariz
e ouvido, e é mais comumente causada por Leishmania (Viannia) braziliensis (Basile et al.,
2020; Paz et al., 2011).

Leishmaniose visceral, conhecida como calazar, € uma infec¢ao causada pela espécie
Leishmania infantum, onde os cdes sdo considerados os principais hospedeiros, embora
outros animais, como o0s gatos, também podem ser hospedeiros da doenca. Ela ocorre através
das picadas das fémeas flebotomineos infectadas (Villanueva-Saz et al., 2022).

A leishmaniose visceral é a forma sistémica da doenca, portanto, a mais grave, afetando

principalmente medula dssea, o bago e o figado, podendo ser letal se ndo for tratada. No
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nordeste da Africa e sudeste da Asia, é causada por Leishmania donovani. L. no sul da
Europa, América do Sul e Central e nordeste da Africa, sdo causadas por Leishmania
infantum. No caso de L. infantum, trata-se de uma infeccdo zoondtica, ja a Leishmania
donovani, trata-se de uma transmissdo antroponética. E caracterizada por leses papulares,
nodulares ou maculares na pele. Entretanto, inicialmente os pacientes infectados com
leishmania visceral podem ser infectados em um nivel subclinico, ndo desenvolvendo
sintomas clinicos e podem permanecer infectados em um nivel subclinico, dificultando o
diagnostico e o tratamento, aumentando o desafio de um diagnostico correto e tratamento
adequado (Reimao, 2020).

Ademais, medicamentos como anfotericina B, antimoniais pentavalentes e
miltefosina sdo utilizados para o tratamento da doenca. Porém, esses farmacos apresentam
alto custo e alta toxicidade. Inclusive, eles sdo utilizados ha anos, podendo contribuir para o
desenvolvimento da resisténcia dos parasitas (Alves et al., 2024). Diante deste contexto,
existe uma grande urgéncia de novas terapias, mais seguras e eficazes. Dessa forma,
pesquisas em andamento na area da nanomedicina, podem auxiliar para possiveis
alternativas terapéuticas (Goyzueta-Mamani et al., 2024).

Os produtos naturais apresentam Varios compostos bioativos, desta maneira
metabolitos secundarios com diversas estruturas e propriedades farmacologicas ja foram
identificados a partir de plantas (Nasim; Sandeep; Mohanty, 2022). Além disso, produtos
naturais, como extratos de plantas medicinais, expressam grande aplicabilidade na terapia
de vérias doencas, podendo possuir propriedades imunomoduladoras contra doencas
antiparasitarias, como a leishmaniose (Alves et al., 2024).

Sendo assim, devido a rapida proliferacdo, gravidade e grande nimero de casos dessa
zoonose em varias areas do mundo, sobretudo no Brasil, ha necessidade de melhores

procedimentos de diagndstico, tratamento e estratégias de controle (Braganca et al. 2024).

2.2 Produtos naturais

Os produtos naturais sao fontes de moléculas bioativas extremamente importantes e
tém sido um recurso para a quimica medicinal. Existem varias fontes de moléculas bioativas
como plantas, bactérias, marinhas e fangicas, além de substancias enddgenas produzidas por
animais e humanos. Por isso, séo empregados na quimica medicinal para desenvolver novas
terapias. Os produtos naturais mostram grande potencial farmacoldgico, pois tém sido

usados na medicina popular por milhares de anos (Gémez-Garcia; Medina-Franco, 2022).
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Ademais, o reino Plantae tem se mostrado muito promissor ao decorrer dos anos.
Historicamente, a utilizagdo de plantas medicinais tem sido muito comum em muitas
civilizaces, porque as pessoas buscam recursos na natureza para curar suas dores ou
enfermidades (Yien et al.,, 2023). O uso de plantas medicinais € muito comum
principalmente em paises em desenvolvimento, pois as pessoas utilizam as ervas para tratar
muitas doencas. Além disso, esse conhecimento tradicional é transmitido para as proximas
geracOes, muitas vezes, sem algum documento formal (Asiamah et al., 2023).

Os produtos naturais de plantas abrangem uma grande variedade de metabdlitos

secundarios, como terpenos, compostos aromaticos e alcaloides. Além de serem utilizados
para tratar doencas, também tém sido usados tradicionalmente para colorir tecidos, dar sabor
a alimentos, entre outros usos na forma de extratos de fontes naturais, destacando sua
importancia social, cultural e econdmica (Romero-Suarez; Keaslin; Jensen, 2022).
Nos ultimos anos, houve um grande desenvolvimento tecnoldgico, ocorrendo o advento de
ferramentas analiticas avangadas, novas técnicas e estratégias de sintese sofisticadas, abrindo
novos caminhos e um maior desenvolvimento para a pesquisa de produtos naturais. Esses
avancgos expandiram a pesquisa farmacéutica, e também aumentou o interesse em produtos
naturais, como uma das areas de estudo mais visadas e promissoras. Ademais, continua
sendo uma &rea crucial para o desenvolvimento de novos farmacos. Sendo evidente na busca
por novos compostos anti-inflamatdrios, antimicrobianos e antineoplasicos (Wang et al.,
2024).

2.3 Cannabis sativa

Cannabis sativa L. € uma das plantas mais antigas cultivadas para fins
medicamentosos e alimenticios. A planta é originaria da Asia, mas foi introduzida no
ocidente no seculo X1X. Pertence a familia Cannabaceae, e cresce em todos os habitats. Na
Cannabis sdo encontrados os canabindides, uma classe quimica especifica encontrada nesta
planta, eles sdo produzidos no tricomas glandulares da planta. O principal canabindide é o
A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC), sendo um constituinte psicoativo (Radwan et al., 2021).
Inicialmente, trés espécies de cannabis foram originalmente reconhecidas: Cannabis sativa,
Cannabis ruderalis e Cannabis indica (Oriola; Kar; Oyedeji, 2024).

Os canabinoides, sdo um grande grupo que contém mais de 500 compostos diferentes,
sendo mais de 100 caracterizados como fitocanabinoides e entre eles se destacam o canabidiol
(CBD) e 0 delta-9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) (Laezza et al., 2020).
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Devido & ampla gama de compostos quimicos provenientes da Cannabis, em adicdo a
varias propriedades farmacol6gicas, a investigacdo sob os canabinoides esta se tornando cada
vez mais recorrente, atraindo popularidade e atencdo para essa planta e seus fitocompostos
(Docampo-Palacios et al., 2023). A numerosa quantidade de compostos bioativos,
apresentam um grande potencial para o tratamento de doengas e consequentemente o
desenvolvimento de novos farmacos. Dessa forma, por apresentar atividade antiinflamatéria
e neuroprotetora, o isolamento desses compostos podem gerar varios produtos medicinais

para o tratamento de varias doencas (Schanknecht et al., 2023).

Os estudos clinicos tém constantemente mostrado perspectivas importantes e
resultados positivos em relag&o ao uso de canabinoides, como o tratamento para dor (Heider
et al., 2022).

Para fabricacdo, prescricdo, comercializacdo, dispensacdo, fiscalizacdo e
monitoramento para uso medicinal da Cannabis sativa no Brasil, hd Resolugdo da Diretoria
Colegiada - RDC n° 327, de 9 de dezembro de 2019 que dispde sobre os procedimentos para

a concessdo da Autorizacdo Sanitaria (Brasil, 2019).

Figura 3: Exemplos de fitocanabindides
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2.3.1 Canabidiol

O canabidiol (CBD) é um dos principais fitocanabinoides encontrados na Cannabis
sativa. Possui acdo antioxidante, anti-inflamatdria, relaxa o corpo e a mente e protegem os
nervos (Sun, 2023). O canabidiol tem recebido muita atencdo nos ultimos anos, porque
diferentemente do THC, apresenta atividades biol6gicas ndo psicoativas. Além disso, 0o CBD
pode proteger o sistema nervoso do THC (Wang et al., 2023).

O canabidiol (CBD) é um composto terpenofendlico, apresenta 21 carbonos em sua
estrutura, com varios alvos moleculares. Muitos estudos celulares e pré-clinicos sugerem
que este fitocanabindide apresenta propriedades anti-inflamatdrias, cardioprotetoras e
neuroprotetoras. No entanto, poucos ensaios clinicos altamente controlados investigando o
canabidiol foram executados para esclarecer seu potencial terapéutico (Britch; Babalonis;
Walsh, 2021).

Porém, apresenta um grande potencial para terapia de varias doencas e disfuncdes,
como perda de apetite e peso, esquizofrenia, glaucoma, cancer, Alzheimer, sindrome de
Tourette, cancer, depressdo, ansiedade, doenca de Huntington, distonia, disturbios do sono,
sindrome do intestino irritdvel e epilepsia. Isso ocorre, pois 0 CBD atua a partir de
mecanismos diferentes, consequentemente utiliza-se varias vias moleculares, receptores e
alvos como canais ibnicos, receptores 5-HT, receptores de adenosina, receptores opioides,
GPR55, receptores de dopamina e receptores PPARy. Mas alguns mecanismos ainda sdo
desconhecidos, como o mecanismo da leishmaniose (Assadpour et al., 2023).

Em relacdo a estrutura quimica do CBD, este apresenta um nucleo biciclo formado
pelo monoterpeno p-cimeno e olivetol, sendo assim, é caracterizado por ter um esqueleto
tetrahidrobifenilico (Fig. 4). Por apresentar um derivado do alquilresorcinol, no olivetol, um
grupo hidroxila é substituido por uma cadeia alquil. Embora o THC e o CBD sejam 0s
principais canabinoides, representam apenas uma parte do metaboloma do

terpenilalquilresorcinol do género Cannabis (Nelson et al., 2020).

Figura 4: Estrutura do canabidiol.

Fonte: Peng et al, 2022.
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2.3.2 Sistema endocanabindide

A partir do estudo dos efeitos da Cannabis, seus ligantes enddgenos e receptores,

verificou-se a importancia fisiopatoldgica do sistema endocanabinoide (Pafizek et al., 2023).
O sistema endocanabinoide, apresenta uma combinacdo de receptores canabinoides e
canabinoides enddgenos, é responsavel por estimular varios alvos, sendo assim, formando
uma complexa rede de sinalizacdo celular (Rezende et al., 2023).
Os receptores canabinoides (CBs), fazem parte da base desse sistema e grande parte desses
receptores, principalmente os CB1, que estdo localizados no sistema nervoso dos mamiferos
(Glilck; Moller, 2020). Porém, os receptores CB2 estdo distribuidos nas células do sistema
imunoldgico e tecidos periféricos (Yan et al., 2023).

Além dos receptores inibitérios acoplados a proteina G CB1 e CB2, fazem parte do
sistema endocanabinoide dois ligantes enddgenos principais: N-araquidonoiletanolamina
(anandamida ou AEA) e 2-araquidonoilglicerol (2-AG). A sinalizacdo deste sistema é
regulada por duas enzimas metabolicas, a amida hidrolase de acido graxo (FAAH) e a lipase
monoacilgliceridica (MAGL), sdo responsaveis por hidrolisar os ligantes enddgenos AEA e
2-AG, respectivamente. Consequentemente, as interacdes dinamicas entre esses
componentes do sistema endocanabinoide sdo extremamente importantes nos processos
fisiolégicos, homeostase, plasticidade sinaptica e processos comportamentais e emocionais
(Meyer; Lee; Gee, 2017).

A sinalizagdo retrograda é descrita como o0 mecanismo de acdo do sistema
endocanabinoide. Isto significa que a producdo de endocanabinoides é causada a partir da
atividade pos-sinatica, dessa forma os endocanabinoides seguem para o nivel pré-sinaptico,
consequentemente estimulando os receptores CB1, inibindo a liberacdo de
neurotransmissores (Jitca et al., 2023). Desta maneira, a atividade pds-sinéptica leva a
producdo de um endocanabinoide, que a partir da sinapse, move-se para tras, liga-se aos
receptores CB1 pré-sinapticos e suprime a liberacdo de neurotransmissores. Porém, ha
evidéncias sugerindo que os endocanabinoides podem sinalizar de forma nédo retrograda,
podendo interagir com o receptor vaniloide tipo 1 (TRPV1) (Castillo et al., 2012).

Devido a ampla distribuicdo dos receptores canabinoides, estes estdo envolvidos em
varios processos fisiopatalogicos e vias de sinalizagdo de varias doencas, sendo assim, a
utilizacdo de canabinoides, como o canabidiol, pode trazer varios beneficios terapéuticos,

além do desenvolvimento de novas terapias (Lowe et al., 2021).
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2.4 Nanotecnologia

Com o crescimento, desenvolvimento e beneficios da nanociéncia, é esperado que a
producdo em nanoescala seja ainda mais incorporada em muitas areas da tecnologia e da
ciéncia (Malik; Muhammad; Waheed, 2023). Atualmente a nanotecnologia tem demonstrado
um grande potencial em aplicagdes bioldgicas. Além disso, também pode aumentar a
eficacia de determinada substancia com maior penetracdo celular, ligando-se de forma mais
especifica em células defeituosas, diminuindo a toxicidade. Por isso, novos estudos e
descobertas em relacdo a nanomedicina estdo sendo produzidos e elucidados (Dissanayake;
Towner; Ahmed, 2023).

O desenvolvimento de nanomedicamentos, ou nanocarreadores, é produto do avango
da nanomedicina. Desta forma, apresentam vantagens em relacdo a medicina convencional,
ja que melhoram a entrega de substancias ativas para estruturas alvo. Os nanocarreadores
protegem as substancias ativas, consequentemente, permitem o acesso as estruturas alvo em
quantidade suficiente, possibilitando a liberagdo controlada das substancias ativas (Sher et
al., 2024).

Entre os principais tipo de nanocarreadores, destacam-se: lipossomas, nanoparticulas
poliméricas e nanoparticulas baseadas em lipidios. Lipossomas apresentam alta
biodegrabilidade, estabilidade, biocompatibilidade, podendo encapsular contetdos
hidrofilicos e hidrofobicos, j& que apresenta um interior hidrofilico e uma membrana
lipidica. Portanto, destacam-se como um veiculo promissor de distribuicdo de farmacos.
Seus principais componentes sdo lipidios e acidos graxos que compreendem fosfolipidios,
distribuidos em uma bicamada lipidica com um nucleo aquoso. Sendo assim, sendo um
nanocarreador versatil pois podem ser usados para fornecer moléculas hidrofilicas e
hidrofobicas (Jiang et al., 2024).

As nanoparticulas poliméricas sdo nanocarreadores que consistem em uma matriz
polimérica. Apresentam vérias vantagens, como: biocompatibilidade, alta capacidade de
carga e liberagdo controlada. Podem ser produzidas a partir de polimeros sintéticos, naturais
e hibridos. Os polimeros sintéticos sdo ajustaveis e reprodutiveis, enquanto os polimeros
naturais sdo biocompativeis e biodegradaveis. Os polimeros hibridos combinam as
vantagens dois tipos de polimeros. Porém, as nanoparticulas poliméricas podem ter
desvantagens como baixa estabilidade a longo prazo, mas estudos recentes tém se
concentrado na melhoria e otimizacao de nanoparticulas poliméricas (Tariq et al., 2023).

As nanoparticulas baseadas em lipidios consistem em uma matriz lipidica

estabilizada por surfactantes, que tém como objetivo encapsular farmacos hidrofobicos. Os
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seus subtipos sdo definidos a partir da composi¢do da matriz lipidica. Entre as nanoparticulas
lipidicas, destacam-se: As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLNs). As NLSs sdo compostas de lipidios 100% soélidos. Porém, NLS
evoluiram para carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNS) que apresentam uma mistura
de lipidios liquidos e sélidos. Essa mistura evita a cristalizacéo lipidica, ou seja, evita que o
farmaco encapsulado seja expelido (Da Silva et al., 2021).

O CBD, pode ser encapsulado a nanocarreadores, como as nanocapsulas poliméricas,
pois as formas tradicionais apresentam limitacdes (Assadpour et al., 2023). Sendo assim,
novas alternativas de producdo de medicamentos utilizando a nanotecnologia vem sendo
empregadas (Mehandole et al., 2023).

Os principais estudos utilizando canabidiol ou outros fitocanabinoides oriundos da
Cannabis sativa, utilizam nanoparticulas baseadas em lipidios, como nanoemulsdo e
carreador lipidico nanoestruturado. Desta maneira, Aparicio-Blanco et al., 2019
desenvolveram nanocépsulas lipidicas carregadas com canabidiol direcionados para terapia

de glioma, e demonstraram uma Clso entre 129,1 uM a 615,4 uM.

2.4.1 Nanocapsulas poliméricas

As nanocapsulas poliméricas apresentam caracteristicas Unicas, pois ha cavidades
internas em sua estrutura, que podem manter cargas protegidas pelo polimero (Sun et al.,
2020). As nanocéapsulas sdo formadas por um ndcleo liquido no interior de sua estrutura,
sendo delimitado por uma membrana polimérica. Estas sdo consequentemente consideradas
um nanossistema vesicular ja que o farmaco pode estar confinado em uma cavidade
(Apolinario et al., 2020).

Para produzir as nanocapsulas, ha varios métodos de preparacdo. Sendo elas:
nanoprecipitacao, revestimento de polimero, dupla emulsificacdo, polimerizacéo interfacial,
emulsdo-difusdo, camada por camada e emulsdo- coacervacdo. Porém, outros métodos
também estdo sendo utilizados como a emulsdo-evaporacao (Mora-Huertas; Fessi; Elaissari,
2010).

A policaprolactona (PCL) € um poliéster alifatico biodegradavel, com baixo ponto
de fusdo (59-64 °C) e estavel em temperaturas acima de 300 °C, apresenta boa solubilidade
e um longo tempo de degradacdo, tornando-se vidvel na nanomedicina. As propriedades

fisico-quimicas do PCL afetam seu grau de cristalinidade e peso molecular, que geralmente
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varia de 3.000 a 90.000 g/mol. O PCL é um poliéster extremamente importante devido a sua
grande estabilidade térmica e, também pela aprovacdo do FDA (Rahimkhoei et al., 2023).

Quitosana € um polimero natural derivado da quitina, ¢ um dos polissacarideos mais
utilizados em produtos farmacéuticos e empregados em aplicacdes bioldgicas. E renovavel
e biodegradavel. Apresenta excelentes propriedades, como estabilidade, biocompatibilidade,
formacédo de nanoparticulas, liberacdo controlada e facilidade de derivatizagdo, a quitosana
é frequentemente empregada para administracdo de medicamentos. (Kankariya; Chatterjee,
2023).

Dessa forma, tem sido aplicada como revestimento ou como matriz polimérica para
administracdo de farmacos pois 0 grupo amina que apresenta carga positiva, interage com as
mucosa e membranas carregadas negativamente, melhorando a absorcdo pois adere com
facilidade ao epitélio instestinal. Sendo assim, nanocapsulas que contém quitosana
apresentam melhores propriedades mucoadesivas, facilitando a administracéo do farmaco e
ocasionando uma melhor entrega (Penteado et al., 2021).

Os Fosfolipidios PEGilados séo conjugados de fosfolipidios e PEG utilizados para o
desenvolvimento de diferentes sistemas de administracdo de medicamentos.
Nanocarreadores baseados em fosfolipidios PEGilados podem escapar do sistema
reticuloendotelial, aumentando o tempo de circulagdo sanguinea tendo assim um longo
tempo de circulacdo sanguinea. Desta maneira, podem servir como nanocarreadores
automontaveis, além disso, os fosfolipideos PEGilados ndo alteram significativamente suas
propriedades fisico-quimicas, eficiéncia de encapsulamento e indice de polidisperséo (PDI).
Desta maneira, fosfolipideos PEGilados sdo muito utilizados para modificar nanoparticulas
(Zhang; Zhang, 2020).



8. Ofetivas
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3 OBJETIVOS

Geral
Desenvolver e caracterizar nanocéapsulas poliméricas com extrato de Cannabis sativa para

potencial tratamento de leishmaniose visceral.

Especificos
. Caracterizar o extrato etanélico bruto das flores de Cannabis sativa através de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;
o Desenvolver e otimizar nanocapsulas do extrato etandlico bruto das flores de

Cannabis sativa rico em canabidiol através do uso do planejamento experimental do tipo
Box-Behnken usando o método de nanoprecipitacéo;

o Realizar a funcionalizacdo das nanocépsulas com quitosana e Lipoid-PEG;

o Caracterizar os nanossistemas desenvolvidos através das analises de tamanho, indice
de polidispersdo, potencial zeta, espectroscopia de infravermelho e microscopia eletrénica

de varredura;

o Determinar a estabilidade dos nanossistemas sob armazenamento a diferentes
temperaturas;
o Dosear e determinar a eficiéncia de encapsulacao do extrato etandlico bruto das flores

de Cannabis sativa rico em canabidiol nas nanoparticulas;

o Realizar testes de viabilidade na forma promastigota de Leishmania infantum.
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4 METODOLOGIA
4.1 Obtencao do extrato

O extrato de Cannabis sativa foi obtido por meio da Associacdo de Pesquisa e Apoio
ao Paciente com Cannabis Medicinal (APEPI). Desta forma, o extrato seguiu a metodologia
padronizada de preparo, do cultivo a elabora¢do do produto. O quimiotipo utilizado no
estudo foi Doctor Seedsman, e cultivado na sede campestre da APEPI, localizada em Paty
de Alferes, Rio de Janeiro - Brasil. Espécimes férteis foram coletados no Rio de Janeiro, RJ
- Brasil.

As flores de Cannabis sativa cultivadas foram secas em armario de circulacao de ar
com controle de umidade e temperatura. Depois, foram trituradas por um moinho de facas,
apos isso foram acondicionadas em embalagens hermeticamente fechadas para serem
utilizadas na etapa de extragdo e obtencdo do extrato vegetal. As flores de Cannabis
trituradas foram colocadas em contato com alcool de cereais (92,8°) em propor¢do de
substrato para solvente de 1:10 (m/v). O protocolo de extra¢do seguiu 0 método padronizado
do laboratério da APEPI, que consiste em maceracdo dinamica da solugdo, seguida da
filtracdo da biomassa e evaporacgédo do solvente para obtengdo do extrato. Apos a evaporacao
do solvente, o extrato foi submetido & etapa de descarboxilagdo em cémara de
secagem/aquecimento com circulacdo forcada de ar em frasco &mbar vedado a 115°C por

150 minutos. Apds a descarboxilacdo, o extrato estava pronto para utilizacdo nos estudos.

4.2 Caracterizacao do extrato de Cannabis sativa

O extrato foi submetido ao processo de derivatizacdo por sililagéo utilizando o agente
derivatizante BSTFA (N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida) + TMCS (trimethyl-
chlorosilane) (Sigma — Aldrich) para facilitar a analise de compostos polares por
cromatografia gasosa. Esse processo consiste na combinagdo de 5mg da amostra com 500
pL de BSTFA e essa mistura incubada por 5-10 minutos ou até completa reacdo. A amostra
derivatizada foi preparada em hexano (1000 pL) e injetada.

A identificagdo do extrato de Cannabis sativa foi realizada em um Cromatografo
Gasoso acoplado a Espectrometro de Massas, do LMCA — UFPB. Sendo o modelo GCMS-
QP2010 Ultra, Shimadzu. A coluna para realizacdo das anélises foi RTX-5MS capilar (30 m
x 0.25 mm x 0,25 pum). A temperatura do forno da coluna foi 40,0 °C e a temperatura de
injecdo: 200°C. As condi¢des cromatogréaficas foram: temperatura inicial da coluna: 100 °C,

mantida por 10 minutos, seguido de aquecimento de até 280 °C. O volume injetado de cada
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amostra foi de 1 pL e a vazdo do gas Hélio foi de 1,0 mL/min. A identificagdo dos compostos
foi baseada na comparagdo dos espectros de massa obtidos com os da biblioteca NIST

(Software package, Finnigan) e dos respectivos indices de retencdo com a literatura.

4.3 Estudo de pré-formulagdo das nanocapsulas

Para a producdo das nanoparticulas, foi realizado um estudo de pré-formulacdo de
amostras contendo diferentes concentragdes dos componentes que integram esses sistemas.
As nanocépsulas foram elaboradas segundo o método de nanoprecipitacdo. Sendo assim,
para a obtencdo da fase organica foram utilizados 50 mg de 6leo TCM (Triglicerideo de
Cadeia Média), 40 mg de policaprolactona (PCL) e 40 mg de alguns excipientes, como: Span
60 ou Lipoid S100. Foram solubilizados em 6 mL de acetona para produzir a fase organica.

Esta fase foi injetada lentamente a 12 mL de agua Milli-Q®. Outras formulagdes foram

produzidas com outros excipientes na fase aquosa, como Kolliphor® ELP ou Tween 80 ou
Pluronic p188. Desta forma, 40 mg de PCL e 50 mg de TCM também foram solubilizados
em 6 mL de acetona, e foram injetados lentamente na fase aquosa, que foi composta por
Kolliphor ELP ou Pluronic ou Tween 80 a 12 mL de agua Milli-Q®. Estas dispersoes foram
homogeneizadas durante 10 minutos por agitacdo magnética a 900 rpm a temperatura
ambiente. A dispersdo coloidal obtida foi concentrada por evaporador rotativo a 40°C.

4.4 Otimizacdo da producdo de nanocapsulas usando planejamento fatorial do tipo
Box-Behnken

Um planejamento experimental de trés fatores e trés niveis tipo Box-Behnken foi
empregado. As concentracfes de PCL (20, 30, 40 mg), extrato de Cannabis sativa (25, 75,
125 mg) e Kolliphor® ELP (20, 40, 60 mg) foram codificadas e usadas como variaveis
independentes. A producdo das nanocapsulas foi desenvolvida conforme descrito
anteriormente com modificacdo segundo o planejamento experimental aleatorizado tipo
Box-Behnken. As variaveis dependentes foram: tamanho da particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta. A otimizacao foi realizada pela construcéo de graficos 3D de

superficie de resposta. As analises foram realizadas utilizando o software Statistica 7.

4.5 Desenvolvimento de nanossistemas funcionalizados

Os nanossistemas com modificacdo da superficie (funcionalizagdo) foram preparados
conforme descrito anteriormente com pequenas modificagdes. Assim, 0,05%, 0,1%, 0,15%
e 0,20% de fosfolipideos PEGlados 5000 (Lipoid-PEG 5000) foram adicionados na fase
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organica e 0,05%, 0,1%, 0,15% e 0,20% de quitosana foram adicionados na fase aquosa
durante o processo de producéo, e foram solubilizados durante 10 minutos e concentrados

em rotaevaporador a 40°C.

4.6 Caracterizacao fisico-quimica dos nanossistemas

4.6.1 Analise do tamanho de particula

O diametro hidrodindmico e a distribuicdo do tamanho dos nanossistemas foram
determinados pelo espalhamento dindmico de luz (DLS — Dynamic Light Scattering), usando
Zetasizer Lab (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, RU) a 25°C. O angulo de disperséo
foi fixado em 90 graus. As amostras foram diluidas a uma razéo de cerca de 1: 100 com agua
Milli-Q® antes da analise. Os resultados foram expressos como o didmetro hidrodinamico

médio, o desvio-padrdo da distribuicdo do tamanho e o indice de polidispersdo (PDI).

4.6.2 Andlise do potencial Zeta

A medida do potencial zeta foi determinada a fim de conhecer o comportamento dos
nanossistemas quando em suspensdo. Para isto, foi feita a determinagdo utilizando um
Zetasizer Lab (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, RU) a 25°C. As amostras foram
diluidas a uma razdo de cerca de 1: 100 com &gua Milli-Q® antes da analise. Todos os

resultados correspondem a média de trés determinacdes.

4.6.3 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier

Estudos de infravermelho com transformada de Fourier foram realizados para
comprovar a funcionalizagdo dos nanossistemas. As amostras foram analisadas pelo
espectrometro Agilent Cary 630 FTIR (Agilent, Santa Clara, Califérnia (CA), 2020), através
de reflectancia total atenuada (ATR), com mddulo de amostragem: Multi Reflexdo ZnSe
ATR, Refletancia especular (45 graus).As amostras foram analisadas a 25°C em intervalo de

600-4000 cm, com varredura de 2cm™ e nimero total de 126 scans.

4.6.4 Morfologia das nanocépsulas
As nanocépsulas foram diluidas na propor¢éo de 1:10 v/v em &gua Milig. Apds isso,
em uma laminula de vidro fixada em fita de carbono em stub, foram inseridos 5 uL das

formulagdes. As amostras foram secas em estufa a 37 °C por 24 horas, metalizadas com ouro,
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usando um metalizador DESK Il (Denton Vacuum) e analisadas usando um MEV
(TESCAN, MIRA3) com uma tenséo de aceleracdo de 20 kV e uma distancia de trabalho de
15 milimetros. Também foram realizadas analises de espectroscopia de energia dispersiva
(EDS), usando um EDS (OXFORD ULTIM MAX 40) acoplado aoc MEV (tensdo de
aceleracdo de 20kv e distancia de trabalho de 5mm).

4.6.5 Doseamento e Eficiéncia de Encapsulagdo

Um sistema Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) equipado com
detector UV-VIS SPD-10A (Shimadzu, Japdo) e coluna GIST C18 (250 mm x 4,6 mm, 5
pm) acoplado a pré-coluna GIST C18 (4 x10mm) foi usado para as etapas de doseamento e
eficiéncia de encapsulacdo do extrato de Cannabis sativa. A fase mdvel foi composta por
metanol: agua (90:10 v/v), que foram filtrados e degaseificados previamente. O
comprimento de onda de analise foi obtido a partir do espectro de varredura de 220 nm. O
fluxo da fase movel foi estabelecido para 1,5 mL/min e o volume de injecéo foi de 20 uL de
amostra. Os cromatogramas resultantes foram analisados usando o software empower® para
obter as areas dos picos correspondentes a cada concentracao.

Inicialmente, foi realizada a construcgdo da curva de calibragdo usando metodologia
adaptada de Mandreoli et al., 2019. Antes de usar o instrumento, o sistema foi condicionado
por 20 minutos por fluxo da mistura de eluente no instrumento sob as mesmas condicdes do
método. Simultaneamente a analise da amostra, solu¢bes padrdo foram injetadas em
diferentes concentracdes (1, 5, 10, 15, 20 ug/mL) para a construcdo de curvas de calibracéo.
Para forma-la, utilizou-se a concentracdo e absorbancia, sendo expressas através da equacao
da linhay = mx + b.

A guantificacdo de canabinoides foi feita a 220 nm, seguindo a metodologia adaptada
de Mandreoli et al., 2019. O doseamento das 3 formulac@es foi feito a partir da CLAE. Sendo
assim, 10 ul de cada formulagédo foram solubilizados em 990 ul de Acetonitrila, para ocorrer
o rompimento das particulas pelo solvente. Apds isso, foram centrifugadas em centrifuga
Eppendorf a 14000 rpm em 10 minutos. Desta forma 100 ul dessa solugdo foram adicionados
em mais 900 ul de ACN em Banho Ultrassonico por 5 minutos, seguido de filtracdo e analise
no CLAE.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi determinada por método de ultrafiltracdo em
um filtro Amicon® Ultra 0.5mL10 kDa submetidos a centrifugacdo de 5.000 rpm por 15
minutos. O filtrado foi diluido em ACN e analisado na CLAE. A EE% foi calculada pela

seguinte formula:
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Quantidade total do composto— Quantidade do composto nao encapsulado
EE (%) = d i i x 100

Quantidade total do composto

4.7 Estabilidade dos nanossistemas
A estabilidade dos nanossistemas foi avaliada por um periodo de 3 meses a diferentes
temperaturas: 4°C, 25°C e 37°C, em termos de tamanho, indice de polidisperséo e potencial

Zeta.

4.8 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania de formulagfes de extrato de Cannabis

sativa em L. infantum

4.8.1. Manutencéao de parasitas in vitro

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum [IOC/L0579
(MHOM/BR/1974/PP75)] foram mantidas in vitro em meio Schneider (24,084 g/L de pé
Schneider + 0,4 g/L de Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) + 0,6 g/L de cloreto de calcio anidro
— CaCl2), pH 7, suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF), 1% de antibiotico
(penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL) e 2% de urina masculina humana estéril
filtrada (filtro 0,22 um), a 26 + 1 °C em estufa de Demanda Biologica de Oxigénio (DBO) e
repicadas (passagem celular) semanalmente, ndo ultrapassando vinte repiques, para

manutencdo dos parasitas.

4.8.2. Avaliacdo da atividade anti-promastigota e determinacdo da Concentracao
Inibitéria minima (Clso)

A atividade anti-Leishmania dos compostos em populagdes de promastigotas
metaciclicas foi avaliada utilizando o teste de MTT (brometo de 3-[4,5- dimetiltiazol-zil]-
2,5- difeniltetrazolio), para analise de citoxidade. Em placas de 96 pocgos foram adicionados
50uL de meio Schneider suplementado e posteriormente, foram adicionados 0s compostos
em duplicata, previamente diluidos em meio Schneider suplementado, para um volume final
de 100 pL para cada pogo.

Por fim, foram adicionadas 1 x 10° parasitas/poco e as placas incubadas por 72h
estufa de demanda bioldgica de oxigénio (DBO) a 26°C. Ao final da incubagdo, foram

adicionados 10 pL de MTT diluido em tampéo fosfato-salino a uma concentracédo final de 5
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mg/mL. Apds incubacdo por mais 4h, em estufa de demanda bioldgica de oxigénio a 26°C,
foram adicionados 50uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%. A placa permaneceu em
overnight para dissolucéo do formazan e, por ultimo, foi realizada leitura a 540 nm em leitora
de placa (Biotek modelo ELx800). O branco foi mantido na auséncia de substancias e de
celulas e o controle negativo foi mantido apenas com promastigotas em meio Schneider

suplementado na auséncia dos compostos.

4.9 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como
a média + desvio padrdo. As médias de dois grupos foram comparados usando testes t de
Student ndo emparelhados. Ao comparar varios grupos, a analise de variancia unidirecional
(ANOVA) foi aplicada com o pos-teste de comparagdo mdaltipla de Tukey. Os dados
estatisticos foram considerados significativos com p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectréometro de massas

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/EM) é utilizada
com bastante frequéncia na analise de produtos naturais, ja que apresenta estabilidade e
reprodutibilidade. Anteriormente, era utilizada para analisar compostos volateis, mas com o
desenvolvimento de varios mecanismos de derivatizacdo, também se tornou possivel a
analise de compostos nao volateis (Putri et al., 2022).

A partir do cromatograma (Fig. 5) foi possivel observar 2 picos principais. Nesta
andlise, o pico 2 demonstrou-se majoritario, com o tempo de retencdo (TR) de 18,009
minutos e area correspondendo a 61,49% (Tabela 1). Apresentou relacdo massa-carga (m/z)
231,10 representando a formula molecular C21H3002, comparando com a biblioteca
NISTO08, foi possivel indicar que a substancia analisada era o canabidiol. Desta forma,

apresentou resultados similares ao extrato de Cannabis sativa de Dos Santos, 2023.

Figura 5: Cromatograma do extrato de Cannabis sativa
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Tabela 1: Dados do CG-EM do extrato de Cannabis sativa

Pico TR (min) Area (%) m/z Substancia

1 15,922 3,33 117.10 Acido

hexadecanoico

2 18,009 61,49 231.10 Canabidiol

Fonte: Autoria propria, 2024.

5.2 Producédo das nanocapsulas contendo 6leo de Cannabis sativa, anélise de tamanho

de particula e potencial zeta

Para desenvolver as nanocapsulas poliméricas, inicialmente, foi utilizado PCL 80 e
outros excipientes como surfactantes para o estudo inicial. O polimero PCL é um poliéster
hidrofobico amplamente aplicado em sistemas de liberagdo de farmacos, pois confere
importantes propriedades fisico-quimicas e mecanicas ao dispositivo carreador. O
surfactante e o estabilizador utilizados devem garantir o arranjo supramolecular das
nanocapsulas. (Penteado et al., 2021). Foram desenvolvidas 5 formulac@es teste (FT) para
testar alguns excipientes, com o objetivo de verificar os excipientes mais compativeis ou
com um melhor resultado, através da analise de tamanho de particula, PDI e potencial zeta
e posteriormente escolhe-los para encapsular o extrato bruto rico em canabidiol.

Nesta etapa de selecdo de estabilizantes, foi demonstrado que a formulagéo teste 5
(FT-5), contendo PCL e TCM na fase orgénica e Kolliphor ELP na fase aquosa apresentou
um melhor resultado (tabela 2), com um menor tamanho de particula (242,4 nm) e indice de
polidispersdo (PDI) 0,07. Desta forma, foram escolhidos estes componentes para o

planejamento Box-Benkhen.



Tabela 2: Tamanho, PDI e Potencial Zeta de pré-formulaces.
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Form PCL TCM Tween Span  Pluronic Lipoid K. Tamanho PDI P. Zeta
m 80 S100 ELP nm mV

mg ™ L e (mg (nm) (mV)

(mg) (mg)  (mg)

FT-1 40 50 40 - - - - 274,7+0,4 0,12+0,05 -25,1+0,9
FT-2 40 50 - 40 - - - 243,8+3,8 0,17+0,04 -35,52+29
FT-3 40 50 - - 40 - - 441,8+16,9 0,22+0,04 -26,78+1,0
FT-4 40 50 - - - 40 - 252,3+6,4 0,21+0,02 -32,32+2,9
FT-5 40 50 - - - - 40 242,442 .3 0,07+0,04 -23,38+0,9

Fonte: Autoria propria, 2024.

Ap06s o estudo de pré-formulacBes, o planejamento Box-Benkhen foi formulado, as

formulacdes foram codificadas com o0 nome BB (Box Behnken) e 0 nimero correspondente

(1 a 15). Na tabela 3 estdo descritos os fatores e os niveis utilizados, e na tabela 4 estdo

descritas as concentrac6es de cada formulagdo, assim como o tamanho, PDI e potencial zeta

obtidos. A partir das analises de tamanho de particula e potencial zeta, foi possivel criar e

observar os graficos de Pareto (Figs. 6 e 7) e graficos de superficie de resposta (8 a 13).

Box-Behnken é um design experimental que se fundamenta em uma metodologia que

utiliza a superficie de resposta. Ha trés blocos em um design Box-Behnken de trés fatores.

Comparado com outras metodologias de superficie de resposta, se torna mais vantajoso pois

requer apenas 15 execugdes (12 mais 3 pontos centrais), além disso, apresenta trés niveis. O

design Box-Behnken ndo busca fatores em niveis extremamente baixos ou altos, sendo assim

ele é util quando o pesquisador quer evitar resultados irracionalmente extremos (Zhang,
Murowchick e Youan, 2011).



Tabela 3: Fatores e niveis do Box-Behnken

FATORES NIVEIS
(mg) -1 0 +1
PCL 20 30 40
Extrato 25 75 125
Kolliphor ELP 20 40 60

Fonte: Autoria propria, 2024.

Tabela 4: Tamanho, PDI e Potencial Zeta do planejamento Box-Behnken
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Formulacdo PCL  Extrato  Kolliphor Tamanho PDI Zeta (mV)
M) (M) g1 p(mg) (nm)
BBO1 20 25 40 174,3 +1,9 0,11 +0,15 -28,14 +0,7
BB02 30 75 40 199 +1,6 0,11 +0,03 -30,12 +0,2
BB03 20 125 40 191 +2,4 0,15 +0,03 -33,02 0,6
BB04 30 125 60 197,3 +1,3 0,12 +0,02 -30,72 0,5
BB05 30 25 60 184,4 £2,5 0,11 +0,06 -23,54 0,8
BB06 30 125 20 183,9 1,2 0,23 +0,02 -31,53+0,5
BBO7 30 75 40 211,1+0,3 0,12 +0,03 -28,96 +0,2
BBO08 20 75 20 202,1 1,2 0,07 +0,03 -27,9 0,8
BB09 40 75 20 204,7 £1,5 0,17 +0,04 -34,95 +0,3
BB10 20 75 60 174,4 +1,2 0,11 +0,02 -32,77 0,9
BB11 40 125 40 209,5+1,3 0,19 +0,01 -33,33 0,4
BB12 30 25 20 202,1+0,5 0,09 +0,01 -31,57 0,4
BB13 40 25 40 204,1+2,2 0,12 +0,02 -26,76 +0,7
BB14 30 75 40 178,4 +1,2 0,09 +0,02 -29,23+1,1
BB15 40 75 60 171,6 +2,8 0,14 +0,01 -31,55+1,0

Fonte: Autoria propria, 2024.
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Com os gréficos de Pareto, foi possivel analisar os efeitos de interacdo de cada
variavel sobre o tamanho e potencial zeta das formulacdes. Além disso, também permitiu
identificar varidveis estatisticamente significativas para o processo, com nivel de
significancia (valor -0,05). Dessa maneira, valores positivos demonstraram resultados
favoraveis, e valores negativos indicaram efeitos antagénicos (Xavier-Junior, 2018). Sendo
assim, foi possivel constatar que o canabindide CBD (canabidiol), contido na Cannabis
sativa foi a variavel que mais aumentou significativamente o tamanho do nanossistema
(Fig.6). Além disso, o grafico demonstrou que a variavel Kolliphor ELP, foi responsavel

pela diminuicdo do potencial zeta (Fig.7).

Fig. 6: Gréafico de Pareto relacdo do tamanho (nm)

(2)CBD(L) } I -26.7614

1Lby3L } 10,32516
1QbyaL | 9,107084
2LbyaL | -9,0293
PCL(Q) | 17,990516
1Lby2Q | -6,09005
CBD(Q) | -3,79109
1Qby2L | 3,788971
KOLLIPHOR(Q) | 3,338723
(3)KOLLIPHOR(L) } 3,300114
1Lby2L | -2,14587
Q)PCL(L) | -2,09076

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Autoria propria, 2024.
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Fig. 7: Grafico de Pareto relacdo do potencial zeta (mv)

(3)KOLLIPHOR(L) | N 12,0634 |
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1Qby2L

(2)cBD(L) |
PCLQ) |
1Lby2L |

-4,0847
3,702106
3,698851
-2,53044
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CBD(Q) } ,413298¢

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Proprio autor, 2024.

Os gréaficos de superficie de resposta foram calculados e obtidos a partir da relacao
dos componentes da formulacdo (PCL, 6leo de Cannabis sativa e Kolliphor ELP) com o
tamanho da nanocépsula e com o potencial zeta. Nestes graficos, foram demonstrados que
uma menor quantidade de PCL, a quantidade intermediaria de Cannabis sativa e a maior
quantidade Kolliphor ELP empregados no planejamento Box-Benkhen, diminuiu o tamanho

do nanossistema e potencial zeta com resultados préximos a -30 mV.



Figura 8:

) L

Superficie dos fatores CBD e PCL em relagdo ao tamanho (nm)

Fonte: Autoria propria, 2024.
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Figura 9: Superficie dos fatores Kolliphor e PCL em relagdo ao tamanho (nm)
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Figura 10: Superficie dos fatores Kolliphor e CBD em relagdo ao tamanho (nm)

U, DR

Fonte: Autoria propria, 2024.
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Figura 11: Superficie dos fatores PCL e CBD em relacéo ao potencial zeta
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Figura 12: Superficie dos fatores PCL e Kolliphor em relacdo ao potencial zeta
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Figura 13: Superficie dos fatores Kolliphor e CBD em relacdo ao potencial zeta
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De acordo com o ANOVA, foi possivel observar que o modelo linear foi
significativo, pois p < 0,05. R? =0,92.

O indice de Polidispersdo (PDI) se fundamenta na representacéo da distribui¢io do
tamanho da populacao dentro de uma determinada amostra, sendo assim, o valor numérico
do PDI pode variar entre 0,0 a 1,0, ou seja, valores de PDI maiores que 0,25 demonstra que
a amostra tem uma alta distribuicdo (Danaei et al., 2018). Em suma, os valores de PDI das
amostras demonstram que ambas estdo dentro dos parametros de indice de Polidispersdo. O
Potencial zeta demonstra a diferenca de potencial entre a dupla camada elétrica (EDL) das
particulas e camada dispersante (Bhattacharjee, 2016). As nanoparticulas sdo consideradas
estaveis quando apresentam potencial zeta acima de 20mV (Mohanraj; Chen, 2006). Os
nanossitemas obtidos apresentaram valores de potencial zeta proximo a 20mV, indicando
que estes se apresentam estaveis em solucdo.

Desta forma, a formulacdo 10 que apresentou o tamanho de particula de 174,4 nm e
potencial zeta, -32,77 mV, foi escolhida para os ensaios de otimizagdo. E posteriormente,
denominada NCBDP.

5.3 Desenvolvimento de nanossistemas funcionalizados

A funcionalizacdo é uma estratégia extremamente importante pois as nanocapsulas
sdo responsaveis de proteger, carregar e liberar substancias bioativas. Desta forma, os
polimeros escolhidos podem influenciar na estabilidade, perfil de liberacdo, eficiéncia de
encapsulamento, e biodistribuicdo da nanocapsula como sistema de entrega de farmacos.
Polimeros biocompativeis, como a quitosana, tém sido amplamente considerados como
candidatos apropriados para o desenvolvimento de nanocapsulas, para eliminacdo de
nanoparticulas e libertacdo de carga. Porém, polimeros ndo biodegradaveis, mas
biocompativeis, como o polietilenoglicol (PEG) também tém sido amplamente utilizados
para contribuir para a fabricacdo de nanoparticulas, eles podem auxiliar na liberacdo do
medicamento por difuséo, gragas a sua hidrofilicidade (Deng et al., 2020).

A quitosana é um copolimero catidnico. Em ambiente &cido, 0 grupo amino da sua
estrutura sofre protonacéo, Ihe concedendo uma carga positiva, tornando-a capaz de interagir
com muitas moléculas. E um polimero semicristalino. Suas vantagens incluem
biocompatibilidade, natureza mucoadesiva e condi¢des de gelificacdo. Nanocapsulas

contendo quitosana sdo desenvolvidas para varias doencas infecciosas, jA que por meio
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eletrostatico interagem com bactérias carregadas negativamente, ja que sdo catibnicas
(Mehandole et al., 2023).

A quitosana apresenta carater cationico e tem a capacidade de formar complexos com
polimeros carregados negativamente. Além disso, é caracterizada por apresentar alta
permeabilidade, biodegrabilidade, baixa toxicidade e boa relagdo custo-beneficio (Kumar et
al., 2015).

As nanocapsulas foram funcionalizadas com Lipoid-PEG 5000 em diferentes
concentracdes (0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,20%) na fase organica e quitosana nas concentragdoes
0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,20% na fase aquosa. Apds a analise do tamanho, PDI e potencial zeta
(tabelas 5 e 6), foi possivel perceber uma pequena varia¢do de tamanho (192,4 — 207,9 nm),
PDI (0,08 - 0,11) e potencial zeta (-21,33 — -24,96 mV) em nanocépsulas otimizadas com L-
PEG e variacdo significativa em nanocapsulas otimizadas com quitosana, ja que apresentou
tamanhos entre 240,7 — 398,4 nm, PDI entre 0,23 — 0,39 e potencial zeta 37,8 — 53,83 mV
devido a concentragbes diferentes. Desta forma, essas nanocapsulas demonstraram
resultados semelhantes as nanocapsulas de eugenol produzidas por Wang, Zhang e Ding,
2020, pois apresentaram 229,09nm indice de polidispersdo 0,251, que é inferior a 0,3,
indicando homogeneidade e dispensabilidade.

Porém, Berberolli et al., 2023, desenvolveram nanocépsulas com quitosana para
administracdo de trans-cinamaldeido e apresentaram PDI <~ 0,2, tamanho entre 156-166nm
e potencial zeta entre + 41-48 mV. Ademais, Zhang et al., 2024 produziram nanocapsulas
com 0leo essencial de cominho, mas obtiveram tamanho entre 584,67-810 nm. Desta forma,
é possivel afirmar que o tamanho, potencial zeta e indice de polidispersdo podem variar a

depender da concentracdo e do ativo, método de producéo e excipientes utilizados.

Tabela 5: Tamanho, PDI e Zeta do nanossistema funcionalizado com diferentes concentragdes de L-PEG.

Formulacéo Tamanho (nm) PDI Zeta (mV)
L-PEG 0,05% + 207,9+4,2 0,08+0,04 -23,55+0,4
CBD
L-PEG 0,10% + 197+2,6 0,1+0,04 -24,96+0,5
CBD
L-PEG 0,15% + 206,5+0,8 0,11+0,03 -21,3340,5

CBD




o1

L-PEG 0,20% + 192,4+0,8 0,08+0,06 -24,19+0,4
CBD

Fonte: Autoria prdpria, 2024.

Tabela 6: Tamanho, PDI e Zeta do nanossistema funcionalizado com diferentes concentra¢@es de quitosana.

Formulacéo Tamanho (nm) PDI Zeta (mV)
Quitosana 0,05% + 240,715 0,23+0,03 37,8+0,5
CBD
Quitosana 0,10% + 269,8+4,5 0,26+0,02 43,31+0,3
CBD
Quitosana 0,15% + 311,4+9,6 0,35+0,06 53,83+0,6
CBD
Quitosana 0,20% + 398,4+13 0,39+0,07 38,02+0,1
CBD

Fonte: Autoria propria, 2024.

Desta maneira, as formulagdes contendo 0,1% de L-PEG e 0,1% de quitosana foram
escolhidas para os seguintes testes, sendo nomeadas como NCBDLP e NCBDQ.

5.4 Infravermelho com transformada de Fourier

As analises por espectroscopia no infravermelho foram realizadas com as
nanocapsulas e CBD e os das formulacgdes, como: PCL, Kolliphor ELP, quitosana e L-PEG.
Nos espectros, é possivel visualizar que PCL (Figura 14) mostrou bandas tipicas do
polimero, proximas a 2945 (estiramento —CH3), 1710 (estiramento C=0), 1170 (estiramento
assimétrico C—0) e 730 cm™* (estiramento —CH3). Esses resultados sdo semelhantes com os
resultados obtidos por Rodrigues et al., 2023. Em torno de 2945 e 2877 cm, é possivel
observar estiramento C-H simétrico e assimétrico, respectivamente. As bandas 1473 cm™e
1735 cm demonstra a presenca de grupos N-acetil, atribuidas a quitosana. Demonstrando

similaridade com o estudo de Najafabadi, Abdouss e Faghihi, 2014.

Além disso, bandas em torno de 3442 cm! (estiramento O-H), 2927 cm™

(estiramento carbono aromatico), 1746 cm—1 (estiramento C=0, éster de acido graxo) e 1440
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cm—1 (CH) foram atribuidas ao CBD (Fig. 15), demonstrando similaridade com David et
al., 2024.

Em torno de 2945 e 2877 cm™, ¢é possivel observar estiramento C-H simétrico e
assimétrico, respectivamente. As bandas 1473 cm™ e 1735 cm™ demonstram a presenca de
grupos. As nanoparticulas apresentaram sinais de absorcao similares entre si, aos excipientes
e também ao CBD. Desta forma, indicando a presenca dos excipientes no farmaco
(Rodrigues et al., 2023).

Figura 14: Espectro de infravermelho dos compostos utilizados nas formulag6es
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Fonte: Autoria propria, 2024.
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Figura 15: Espectro de infravermelho do extrato bruto rico em CBD e das nanoformulacdes.
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Fonte: Autoria propria, 2024

5.5 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

Para analisar as caracteristicas de superficie e morfologia, foi utilizada a
Microscopia Eletronica de Varredura, desta maneira, foi possivel visualizar o formato e
tamanho das nanocapsulas. Conforme mostrado em 16A, B, C, D, E e F. As nanoparticulas
ndo demonstraram aglomeracdo e apresentaram distribuicdo homogénea. As nanocapsulas
de 6leo essencial de orégano de Salinas et al., 2022, apresentaram resultados semelhantes.
As nanocépsulas demonstraram tamanhos entre 200-1000 nm, ou seja, dentro da escala
nanométrica, corroborando com os resultados do DLS. Mas o tamanho da particula pode
variar, dependendo de fatores como tempo e temperatura. As nanocapsulas contendo
quitosana, apresentaram pequena aglomeracdo, demonstrando resultado similar a De Castro
etal., 2019.
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Figura 16: Anélise morfoldgica das nanocapsulas. Sendo A, B, C: NCBDP, C, D, E: NCBDLP e F, G,
H: NCBDQ.
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Fonte: Autoria propria, 2024.

5.6 Doseamento e Eficiéncia de Encapsulacéo
A linearidade do método pode ser obtida através da equacdo da reta y = ax + b,
chamada de curva analitica. Os coeficientes desta curva de calibragdo podem ser estimados

utilizando o método matemaético regressao linear. Calculando-se o coeficiente de correlagdo
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r e coeficiente de determinacio r?, consequentemente apresentam parametros que permitem
uma simulagdo da qualidade da curva obtida. Desta maneira, resultados mais préximos de 1,

sdo mais confidveis e recomendados (Aragao, Veloso e Andrade, 2009).

Figura 17: Curva analitica obtida para o canabidiol
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Fonte: Autoria propria, 2024.

Desta forma, a curva analitica (Figura 17) obtida para o canabidiol apresentou um r?
=0,9996 em relacdo as suas concentracdes (1, 5, 10, 15, 20 ug/mL) e absorbancia. Ou seja,
demonstrou uma boa linearidade ou correlagéo na curva, dentro da concentragao proposta.

A eficiéncia de encapsulamento (EE%) € a concentracdo do material incorporado
detectados na formulagdo sobre a concentracdo inicial usada, dessa forma, se o material for
um polimero, ele pode ser dissolvido no solvente, consequentemente a molécula utilizada
ficara soluvel, podendo ser quantificada (Piacentini, 2017). Portanto, a E.E.% obtida para
cada formulacéo, foi: NCBDP: 99.3 %, NCBDLP: 99.8% e NCBDQ: 99.8% Estes resultados
demonstram que o 6leo de Cannabis sativa foi encapsulado de forma eficaz, com quase
100% de eficiéncia, obtendo valores muito superiores a Han et al., 2024 e Zheng, Zhang e

Lu, 2024. E superiores que as nanoparticulas carregadas com CBD-PLGA de Jin et al., 2023.
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5.7 Estabilidade

Neste estudo, além das nanocapsulas de PCL contendo CBD, as formulagdes foram
otimizadas com Lipoid-PEG (0,1%) e quitosana (0,1%). Desta maneira, NCBDP, NCBDLP
e NCBDQ foram armazenadas em diferentes temperaturas, ou seja, 4°, 25° e 37°C, durante
90 dias. Sendo assim, o tamanho e o potencial zeta foram analisados. A partir dos graficos
(Figs. 18, 19, 20, 21, 22 e 23), pode-se observar que as nanocapsulas NCBDP, NCBDLP e
NCBDQ ndo demonstraram variagdo significativa. Em 25° apresentaram 177,5 nm
inicialmente e ao final dos 90 dias, 189,3 nm e em 37°C 176,3 nm

PCL é um polimero semicristalino, hidrofébico e biocompativel. Apresenta alta
solubilidade, baixo ponto de fusdo e dependendo so seu peso molecular, se degrada
totalmente entre 2 a 4 anos.(Ghavimi et al., 2014). Durante 90 dias, as nanocapsulas de
NCBDP ndo apresentaram variacdo significativa em nenhuma temperatura. Apresentaram
tamanho inicial de 177,5 nm e ao final dos 90 dias, 179,2 nm na temperatura de 4°C. Em 25°
apresentaram 177,5 nm inicialmente e ao final dos 90 dias, 189,3 nm. Em 37°C, inicialmente
apresentaram 176,3 nm e ao final dos 90 dias, 177,8 nm. Porém no dia 60, demonstrou uma
variacdo no potencial zeta na temperatura 37°, pois apresentou um potencial zeta médio de
-19,31. Os resultados obtidos demonstraram similaridade com o estudo de Dos Santos et al.,
2015.

O uso de PCL combinado com PEG é uma estratégia utilizada para implementar
terapias com o farmaco, ligando-se no local de acdo e diminuindo os efeitos fora de destino
(Urrejola et al., 2018). CBDLP também ndo apresentou grande variagdo entre os 90 dias,
obtendo tamanhos entre 195 nm e 218 nm e potencial zeta entre -25 e -30mV. Os resultados
deste estudo se assemelharam com os resultados de Hervella et al., 2014.

NCBDQ apresentaram inicialmente um tamanho médio 240,1 264,6 e 249,9 nm nas
temperaturas 4°C, 25°C e 37°C, respectivamente. Estes tamanhos oscilaram pouco durante
0s 90 dias, porém foi possivel observar que variaram mais que NCBDP ¢ NCBDLP. O
potencial zeta variou entre 25,29 e 40,2 mV, 24,13 e 34,15 mV e 23,42 e 32,14 mV nas
temperaturas de 4°C, 25°C e 37°C. Estes resultados divergem de Lertsutthiwong,
Rojsitthisak e Nimmannit, 2009 e apresentaram tamanhos similares com as de Menossi et
al., 2024.
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Figura 18: Gréfico de estabilidade de tamanho (nm) NCBDP
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Fonte: Autoria propria, 2024.
Figura 19: Grafico de estabilidade de tamanho (nm) NCBDLP
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Fonte: Autoria propria, 2024.
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Figura 22: Gréfico de estabilidade de potencial zeta (mV) NCBDLP
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Figura 23: Gréfico de estabilidade de potencial zeta (mV) NCBDQ
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5.8 Avaliacdo da atividade anti-promastigota e determinacdo da Concentragdo
Inibitéria minima (Clso)

Foi avaliada, quanto a atividade anti-promastigota em L. infantum, uma série de 3
formulacGes a partir de extrato de Cannabis sativa, NCBDLP, NCBDQ, NCBDP e uma
amostra controle, TCM, contendo 20 mg de PCL, 75 mg de TCM e 60 mg de Kolliphor ELP.
Para isso, essas substancias foram submetidas a ensaios em duplicatas em trés experimentos
independentes. Entre os compostos avaliados, NCBDQ e NCBDP apresentaram atividade
contra as formas promastigotas e valores de Clso de 12.38 e 35.04 pg/mL, respectivamente
(Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliacdo da atividade anti-promastigota dos compostos em L. infantum

Composto Clso (ng/mL) Intervalo de Confianga
(ng/mL)
NCBDLP NA -
NCBDQ 12.38 10.41 - 14.76
NCBDP 35.04 25.32-51.13
TCM NA -

Fonte: Autoria prépria, 2024. Os valores de Clso “NA” representam a auséncia de atividade bioldgica por parte

dos compostos testados.

De acordo com a figura 24 é possivel observar que o composto NCBDQ inibiu mais
de 50% dos parasitas nas concentragdes de 12.5, 25, 50 e 100 pg/mL, condizente com o valor
calculado de Clso. Com o teste ANOVA, foi possivel avaliar significancia estatistica entre
essas concentragdes e o controle negativo, além da concentracdo de 6.25 pg/mL também
apresentar diferenca estatistica (p<0.05) quando comparado com o controle o que pode ser
explicado pelo intervalo de confianga que compreende valores entre as concentragdes
testadas de 6.25 e 12.5 pg/mL.

Porém, NCBDLP nao demonstrou atividade anti-promastigota. Apesar de o L-PEG
apresentar varias vantagens, como o aumento do efeito terapéutico e biodisponibilidade,
também pode haver reconhecimento fagocitario ou dificuldade de liberacdo do farmaco ao
alvo, desta forma, ndo ocorrendo a atividade bioldgica (Dallemole et al., 2023).

Na figura 25 é possivel observar que o composto NCBDP apresentou uma capacidade
de inibicdo menor que de NCBDQ, com inibig&o de mais de 50% apenas nas concentragdes

de 50 e 100 pg/mL, o que condiz com o valor de Clsp de 35.04 ug/mL. Apesar disso, as
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concentragdes de 12.5 ¢ 25 ug/mL apresentaram ainda diferenga estatistica quando
comparadas ao controle negativo. O intervalo de confianca do composto compreendeu
valores entre as concentragdes de 25 ¢ 50 pg/mL, com seu valor minimo sendo de 25.32

pg/mL.
Figura 24 - Atividade anti-promastigota de NCBDQ
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Fonte: Autoria propria, 2024. Curva de viabilidade celular das formas promastigotas de L. infantum na

presenca dos compostos testados. p-value: p < 0,05 (*).

Figura 25 - Atividade anti-promastigota de NCBDP
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Fonte: Autoria préopria, 2024. Curva de viabilidade celular das formas promastigotas de L. infantum na

presenca dos compostos testados. p-value: p < 0,05 (*).
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NCBDQ demonstrou ser mais agressiva que as nanoparticulas de PLGA carregadas
com éster fenetilico de acido cafeico, desenvolvida por Abamor, 2017, que apresentou Clso
de 32 ug/mL Desta forma, NCBDP apresentou resultado semelhante a esta particula. Além
disso, NCBDP e NCBDQ também apresentaram uma menor Clso que o éster fenetilico do
acido cafeico, analisado no mesmo estudo. No entanto, nanoemulsdo desenvolvida por
Rodrigues et al., 2018, contendo a-copaeno apresentou melhor atividade, que NCBDQ e
NCBDP, apresentando uma Clso de 2,2 ug/mL contra as formas promastigotas de L.
Infantum.

Da Paz, 2018, desenvolveu nanoemulsdes contendo os dleos essenciais C. reticulata,
C. limonum e C.aurantium. Elas também foram testadas em formas promastigotas de
Leishmania infantum e apresentaram Clso semelhantes a NCBDQ, com 11,7; 19,5 e 16,9
pg/mL, respectivamente. Alem disso, também foram testados apenas os 6leos essenciais, que
apresentaram as seguintes Clso; 156,7; 163,6 ¢ 158,7 ug/mL, respectivamente. Demonstrando
que a nanoemulsdo otimizou o resultado desses Oleos essenciais, diminuindo em

aproximadamente 10 vezes a Clso,
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6 CONCLUSOES

O estudo realizado demonstrou o processo de desenvolvimento, caracterizacao,
funcionalizacdo e uma potencial atividade anti-leishmania oriundas das nanocapsulas
poliméricas contendo extrato de Cannabis sativa, o qual o canabidiol apresentou-se como
composto marjoritario. Dessa forma, pode-se concluir que as nanocapsulas foram
desenvolvidas, otimizadas através do planejamento Box-Behnken e funcionalizadas com
Lipoid-PEG 5000 e quitosana. As nanocapsulas demonstraram tamanho, PDI e potencial
zeta adequados, de acordo com a literatura. De forma geral, demonstraram estabilidade e
homogeneidade, além disso, apresentaram quase 100% de eficiéncia de encapsulagdo.
NCBDQ e NCBDP apresentaram atividade anti-leishmania em formas promastigotas de
Leishmania infantum. Desta maneira, € importante haver novos estudos para detalhamento
e aprofundamento dos seus mecanismos e efeitos, pois pode se tornar uma alternativa para a

terapia da leishmaniose visceral.
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